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A talalméany a csirke-eritrocitakat spontan he-
magglutinalé fert6z6 bronchitis virusokbdl szar-
mazo 1j, fertdzd bronchitis elleni vakcinakkal és
ezek eldallitasi eljarasaval, valamint az 1ij, a csirke-
eritrocitakat spontan hemagglutinalé fert3zé bron-
chitis virus torzsekkel és a tojo-madarak fertdz6
bronchitis  elleni immunizalasinak mddszerével

foglalkozik.




A taldlmdny targya eljaras uj, é16 vagy inaktivalt,

fertozd bronchitis elleni vakcina eldallitasara.
. Egy madar-eredetili korona-virust tartanak a fia-
tal és felndtt csirkék akut, erdsen fertézd léguti
betegsége okozdjanak, amely betegséget légcsd-
zorejek, kdhdgés, tisszbgés s orrfolyas jellemez.
A betegségnek, amelyet fert6z6 bronchitisnek (FB)
neveznek, nagy a haldlozasi ardnyszama, fdleg fia-
tal csirkékben, ezen Kiviil a vesére és a szaporitd
* traktusra is hathat, az utobbinak a karosodasa a
tojastermelés csokkenését eredményezheti tojd- és
tenyésztyukokndl, A tojashozam-csokkenés tobb
esetben bélgyulladassal is tarsul, amely hasmenés-
ben jelentkezik. ‘

A csirkét tekintik az FB virus (FBV) egyetlen
természetes gazdaszervezetének, de nemrégiben a
virust izolaltdk pulykakbol is. A madar-eredetii
FBV-n kiviil a pulykak koronavirusos bélgyullada-
sanak okozojat (CET, kékcomb-betegség) irtak le,
mint egy masik madar-eredetii koronavirus-fajt.

Az FB visszaszoritasira a baromfiaknal nagy
mennyiségben hasznalnak vakcinakat. A pecsenye-
csirkék, a fiatal leendé tojok és tenyésztyukok im-
munizalasa jorészt €16, legyengitett vakcinak alkal-
mazasin alapul. Az €16 vakcina virus torzseket
immunogén tulajdonsigain kivill antigén spektru-
muk és csdkkentett patogenicitasuk alapjan va-
lasztjak ki. A vakcinakat aszerint irjék le, vajon egy
meghatarozott szerotipust — mind Connecticut (pl.
Connecticut Isolate A 5968) vagy Massachussets
(pl. Baudette Type IBV 421) — tartalmaznak, ame-
lyek csak a homoldg tipus ellen védenek, vagy pe-
dig ezek egy szélesebb antigén-spektrummal bird

10

15

20

30

meghatdrozott virus tdrzsbol — mint pl. H t0rzsbdl -

~ szarmazo vakcinak.

A kiilénbdzd FB szerotipusok kombinalaséat €16
vakcinadkban szintén megprobaltak, valoszintileg a
kolesdnds interakcid eredményeképpen azonban az
igy nyiijtott védelem a megfelel6 szerotipusok ellen
nem volt optimalis. Ugy tinik tehat, hogy ezeken
a gyakran hasznélt FB virus torzseken, vagy ezek
kombin4cisjan alapuld FB vakcindk nem eredmé-
nyeznek teljes immunizalast az FB kitorése ellen.

A jelen taldlmdny szerinti uj FB vakcindk azon-
ban meglepd modon sokkal hatasosabbak a ferto-
z6 bronchitis ellen.

Ezek az 1 vakcinak azzal jellemezhetdk, hogy
olyan fert6zé bronchitis virusokbol szarmaznak,
amelyek spontén hemagglutinaljak a csirke eritro-
citakat.

A csirke eritrocitakat spontdn hemagglutindlo
tulajdonsdgu FB virusok talalhatok kiilonbdzé is-
mert szerotipusok FBV-k kozott is, pl. Massachus-
sets tipusiiak vagy Connecticut tipusiak kozott, de
Gj szerotipusa FBV-k kdzott is.
© A csirke eritrocitdkat spontdn hemagglutinald
virus torzsek immunizald potencialja meghaladja
az azonos szerotipushoz tartozd, de az eritrocitakat
spontanul nem agglutindld virusok immunizalé po-
tencialjat.

- Ezen kivill azt is felfedeztiik, hogy a csirke eritro-
citdkat spontan agglutinalé FB virusok kombinéci-
6jabol szarmazo FB vakcinak jobb védelmet nyj-
tanak, mint a csirke eritrocitakat nem agglutinalo,
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kiilonbdzd szerotipusokbdl szirmazé FBV torzsek
kombinacidjan alapuld vakcinak.

Ezen kiviil a talalmany szerinti FB vakcinak ak-
kor is kivalé immunizalé tulajdonsagokat mutat-
nak, amikor olyan vakcindkkal kombinaljak, ame-
lyek egyféle vagy tobbféle nem-hemagglutinalo FB
virust tartalmaznak, valamint akkor is, ha masféle
virusokat tartalmazé vakcinakkal kombindljik,
mint pl. a Marekbetegség, New-Castle betegscg
vagy tojashozam-csokkentd betegség (egg drop di-
sease) vakcinaival.

A taldlmény szerinti FB vakcindk szdrmazhat-
nak pl. 4j, csirke-eritrocitdkat spontan hemaggluti-
nalo tulajdonsaga FB virus torzsekbol, amely tor-
zsek a Kozponti Allatorvosi Laboratériumban
(Central Veterinary Laboratory, New Haw at Wey-
bridge, Nagy-Britannia) VLO 10 110/AVI/3; VLO
10 110/AVI/4; VLO 10 110/AV1/S; VLO 10 110/
AVI/6 és VLO 10 110/AV]/7 szimon yannak letét-
be helyezve, ezek a belsd jelolés szerinti D 274,
D 1466, D 580, 246 G és 249 G torzseknek felelnek
meg. :

Az Gj FBV torzsek kiilonbozd szerotipusokhoz
tartozoknak mutatkoztak. A 246 G és D 580 tor-
zsek Massachussets, illetve Connecticut tipusuak.
A D 274, 249 G és D 1466 torzsek 1j, eddig le nem
irt szerotipusokhoz tartoznak. Az 1. Tablazatban-
foglaljuk &ssze a virus semlegesitési vizsgalat (VN)
eredményeit, amelyet tojasban végeztiink, allandd
szérumot, higitott virus modszert hasznalva; az
eredmények megmutatjak, hogy az uj D 274 és
D 1466 izolatumok nem tartoznak sem a Massa-
chussets szerotipusba — amelyet ezekben a kisérle-
tekben a holland H,, torzsbdl szarmazd vakcina
képviselt —, sem a H torzs vakcindkat magiba nem
foglalé észak-amerikai FB szerotipusok valamelyi-
kébe. A D 274 hemagglutinalé tOrzset az Gj D 207
szerotipusba lehet osztalyozni, mig a D 1466 torzs
a D 212 szerotipusba tartozik. A 249 G torzs
ugyanabba a szerotipusba tartozik, mint a D 274
térzs. Ez megmutatkozik a 2. Tablazatban talalha-
td kereszt-semlegesitési kisérletekbdl [a csirke-
embri6 fibroblaszt sejtekben (CEF) mért tarfolt-
csokkenési tesztet alkalmazva), a kereszt-semlegesi-
tési kisérleteket az uj izolatumok és a kiildnleges
patogén-mentes (SPF) csirkék szérumébol prepa-
ralt fajlagos antiszérum kozott végezve.

4 A vakcinilds fontossagat az uj D 274, 249 G és

1466 FBV torzsek ellen illusztralja ezeknek a
szerotipusoknak igen nagy gyakorisiga a baromfi-
udvarokbol szairmazé izolatumokban. A 3. Tabla-
zatban taldlhatd az 1) szerotipusit FB virusok elleni
antitestekkel rendelkezd csapatok szamai (3 A) és
az a gyakorisag, amellyel a megfelel$ szerotipusi
FB virusok izolalhaték voltak a csapatokbdl! (3 B).

Az Gj virusok alabb kdvetkezd jellemzé tulajdon-
sagai alapjin ezek madar-eredetii korona-virusként
voltak meghatérozhatok:

1. RNS-tipust nukleinsavakkal rendelkeznek; 5-
fluor-dezoxi-uridint a virus csirke-embrid vese sejt
tenyészetéhez (CEK) adva nem befolyasolja jelen-
tdsen a virus replikaci6jat.

2. A virusok érzékenyek a zsiroldoszerekre; a
fertdzott amnion-allantoisz folyadék (AAF), amely
embriét tartalmazé SPF-csirketojasbol virusok

2.
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szaporitasaval nyerhetd, kezelése kloroformmal a
fertdzési titer jelentOs csOkkenését okozza. Ez az
olyan burokkal ellatott virusok tulajdonsaga, ame-
lyek eszencialis zsirokat tartalmaznak, ez pedig
szintén a madar-eredetii korona-virusokra jellem-
0.

3. Fertdzott AAF-bol szarmazo, ultra-centrifu-
gaban siritett virus-készitmény elektronmikrosz-
koépos vizsgalata azt mutatja, hogy a virus-részecs-
kék alakja és mérete a koronavirusokra jellemzd, és
jellegzetes kidudorodasok (15-20 nm hossz) talal-
hatok a felitletiikon. A részecskék atmérdje a dudo-
rokat nem szamitva 75-120 nm.

4. Gél-diffuzids vizsgalatot alkalmazva kimutat-
haté volt, hogy ezek a virusok altalaban tartalmaz-
nak antigént ismert madar-eredetii korona-virusok
ellen, pl. Baudette FBV referencia torzs ellen. Mas
madar-eredetii virusok ellen viszont altaldban nem
volt kimutathato antigén.

Az \j torzsek ellen készitett fajlagos antiszéru-
mok az SPF csirkékben nem reagalnak olyan anti-
génekkel, amelyek madar-eredetli virusckbol, de
nem madar-eredetii korona-virusokbé! késziiltek.

5. Az 0j torzsek sokszorozodnak a fert6zott sej-
tek citoplazmajaban. Megfelel6 in vitro rendszerek

— embriot tartalmazo SPF-csirke-tojasok (célsze-
riien az allantoiszon keresztiil fertozve)

— légeso-szovet tenyészet
- csirke-sejtek
— csirke-embrio sejtek (célszerien CEK sejtek)
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A fenti adatok megfeleléen behelyezik ezeket az
4j virusokat a madar-eredetii korona-virusok kozé,
és jol elkiilonithet6k a mas madar-eredeti virusok-
tél, mint pl. a madér-influenza-virustol, a New-
Castle virust6l, a REV-virustol, az adenovirustol,
leukézis-virustol, retikoendoteledzis virustdl, ma-
dar-enkefalomielitisz-virust6l, herpesz-virusoktol,
ez utobbiba beleértve a fert6zd laringotraceitis vi-
rust, a Marekbetegség virusat, a galamb- és pulyka
herpesz virusokat és a fert6z6 nyaktomlo betegség
(bursitis) virusat.

A jelen talalmany a madar-eredettt korona-viru-
sokat — amelyek a fentebb leirt spontan hemagglu-
tindciot mutatjak — tartalmazd vakcinak keszxtese-
vel foglalkomk

A virust embriét tartalmazo SPF csirke-tojdsban
ndveszthetjiikk, vagy valamilyen sejt-tenyészetben,
elonydsen madar-szdvettenyészetben.

Ha é16, legyengitett vakcinat kell késziteni, a
legyengitést a virus izoldtumok adaptalasaval lehet
végrehajtani az embriot tartalmazo tojashoz vagy
sejt-tenyészethez (elonydsen CEK sejtekhez) és a
virust ezeken a tenyészeteken pl. 10-200-szor kell
passzalni. A biztonsagos é16 vakcina termelésének
egy masik megkozelitése egy madar-eredetii koro-
na-virus megfelelé klonjainak kivalasztisa és te-
nyésztése, feltéve, hogy ezek még rendelkeznek a
spontan agglutinacio képességével.

1. tablazat Ty

Virus Szérum — J 609 Connecticut  Florida J MK 3896
1 197
197 26,2 0,7 1,2 1,4 0,7 1,7
J 609 <29 49 <29 <29 <29 3,6
Connecticut 2,1 2.1 6,1 6,1 1,8 3,6
Florida 0,6 1,3 =42 =42 0,5 2,6
IMK 2,8 1,5 2,3 2,3 =63 2,8
D-3896 <08 0,9 1,5 1,5 <0,8 > 6,6
D-207 0,5 ¢,5 0,5 <03 02,6
D-212 0 1,2 1,0 1,0 0,3 2,3
H-52 1,6 2,8 z,8 28 . 1,1 1,8
D-274 2,2 2,7 3,7 3,7 2,8 4,2
D-1466 ND ND ND ND ND 1,8
D-3128 ND ND ND ND ND 1,5
D-752 -— - - - - - = - 1,9
1. Tabldzat (folytatds)
Virus Szérum — 212 H 52 (Mass.) 3128 274 1466
l 207
J97 0 0 0,7 - - <15 <19
J 609 <29 <29 5,1 - <28 <28
Connecticut 1,6 <12 .41 - - <25 <26
Florida 1,0 0 1,3 - 3,0 <23
JMK 1,3 1,3 ,2 - - - -—
D-3896 1,9 <03 <0,7 3,2 - = - =
D-207 253 1,3 1,4 1,4 -— - -
D-212 0,5 53 0,5 1,4 -~ -
H-52 1,1 1,1 253 - = - = - -
D-274 5,0 <15 < 1,6 3,4 5,9 3,5
D-1466 1,2 =49 0,5 - - - - -
D-3128 0 6,4 - = ——
D-752 1,5 1,3 1,5 1,9 2,0 3,9

ND =nem mutathaté ki

3-
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2. Tablazat

ANTISZERUM
-

! VIRUSTORZS Massachussets

D-207

++

M 41 (Mass.)

D-274

249 G

246 G

D-212

D-580 -
Connecticut

++

++: 1: 16 higitasu fajlagos antiszérum, amely a +40 tarfolt teljes gsékkenését idézi eld;
— —: ugyanez az antiszérum nem okoz jelentOs tarfoltszam csokkenest,

3. Tablazat

Az egy vagy tobb 1j szerotipus elleni antitestekkel rgndelkezc’i-csapatok -

szazalékos szima

A
Szerologiai vizsgalat
197 vizsgalt csapat

61%

D207

D 212
329,

Az osztalyozott izolaitumok szdma

B Mass.
Virus-izolalas -9
52 csapatbal

D212
"4

D 207
29

A H-vakcina torzsekt6l elkiilonités nélkiil.

Az \j virusokbol inaktivalt vakcina készitése ér-

dekében az AAF-et vagy szovet-tenyészet folyadé-

kot lehet inaktivalni pl. formaldehiddel vagy B-
propiolaktonnal. :

Az inaktivalas és ha sziikséges, pH beallitas és az
inaktivalo agens semlegesitése utdn az inaktivalt
antigént adjuvanssal lehet keverni. Az adjuvans
lehet pl. aluminium hidroxid, vagy egy 4svanyola-
jat [pl. Marcol®™82] vagy ndvényi olajat és egy vagy
tobb emulzio-képzdt, pl. Tween®™80-at vagy
Span™80-at tartalmazé kompozicio.

Az él6 vakcindk beadhatdk szemcseppekben,
orrcseppekben, ivovizben, vagy spray formajaban,
a beadas 1 napos kortd! egészen a tojasrakas ido-
pontjaig (kb. 18 hét) valtozhat.

Az inaktivalt vakcina dltalaban 10-20 hetes kor-
ban adhaté be szubkutdn vagy intramuszkularis
injekcié formajaban, :

Az €16 vakcinakbdl az adagolas madaranként
log 3-log 7 EID;, tartomanyban torténhet, eld-
nyosen log 4 és log 5 EID,, kozdtt.

Az inaktivalt vakcinak log 5-log 8 EID,, anti-
geén ekvivalenst tartalmaznak egy madar-dézishoz,
elénydsen log 6-log 8 EID,-¢t.

Ha a vakcina (€16, vagy inaktivalt) tdbb, mint
egyféle korona-virust tartalmaz, minden egyes
torzs a fentebb emlitett adagolasi tartomanynak
megfelel6 szinten legyen jelen.

Egy vagy t6bb 0j madar-eredetii virus kombina-
cidja egy vagy tdbb nem rokon madar-eredetii vi-
russal (mint pl. NDV, fert6z6 nyaktomld-betegség
virus, EDS 76 virus, adeno- és reovirusok) inakti-
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valt vakcindkban szintén a talalmany targyat képe-
zi. . .
A taldlmanyt a kovetkezd példak mutatjik be:

1. Példa :
A fert6z6 bronchitis virusok izoldldsa

Az izolalas tojo- €s tenyészesirkékbd! torténik a
kovetkezd eljardssal: Légutat attdrélt tampont és/
vagy a bélrendszer vakbél-részébdl szarmazé kapa-
rékot antibiotikumot tartalmazé triptéz-foszfat
tapkozegben szuszpenddlunk. Legalabb tiz darab
9-11 napos, embriét tartalmazd SPF csirke-tojast
inokuldlunk virus-mintaval, egyenként beoltva az
allantoiszon keresztiil. 48-72 or4val késébb a 10

“darab passzalasra hasznalt tojas koziil négybdl az

allantoisz-folyadékot és a CAM-et kinyerjiik.
Kontrollként legalabb harom vak passzalast haj-
tunk végre minden egyes passzalasi sorozathoz. Az
egyes passzalasok utdn megmarado tojasokat (alta-
laban hatot a tizbdl) hét napig inkubaljuk és a még
€16 embridkat megvizsgaljuk fejlddési visszamara-
dasra és FB-re jellemzd karosodasokra.

1. Példa
EIG vakcindk

A. A virus szaporitisa

10-11 napig inkubalt, embriét tartalmazé SPF
csirke-tojast inokulalunk az 50%-os tojast fert6zd
dozis (EIDs,) log 3-log 4 mennyiségével az allan-

4.
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toisz-iiregben. A tojasokat 18-24 dra mulva gyer-
tyaval atvilagitjuk, és a nem tipikus, g!pusztp}t
embriokat eldobjuk. 18-72 6ras inkubacids perio-
dus utan (az alkalmazott virus-torzstdl figgden) az
AAF-et kinyerjilk, centrifugalassal tisztitjuk és/
vagy sziirjiik, és esetenként a megfeleld mennyiségii
antibiotikummal keverjiik, ha ez sziikségesnek lat-
szik.

B. A vakcina készitése

Az AAF-et ezt kovetden ismert modon gyogya-
szati készitménnyé alakitjuk. A stabilizalast megfe-
lel stabilizaloszerek segitségével hajthatjuk végre,
ilyenek a szénhidratok, pl. a szorbit, mannit, vagy
a fehérjék, mint pl. az albumin, kazein, vagy megfe-
lelé keverékeik. Az AAF nagyobb mennyiségét
hiithetjitk —35°C ala és ilyen médon tarolhatjuk
"a tovabbi felhasznalasig. Egy méasik moédszer sze-
rint az AAF nagyobb mennyiségét +4 °C-on ta-
rolhatjuk a tovabbi felhaszndldsig. Az egyes téte-
lekbdi mintakat vesziink virus-tartalom vizsgalat-
ra. A stabilizalt AAF-et (ha fagyasztott mintakrol
van szé, felengedés utdn) liofilizald ampullakba
toltjiik 1-2 ml-es mennyiségekben. A virus-tartal-
mat olyan médon allitjuk be, hogy a liofilizalas
utan a titer legalabb 4,0 log EID;, legyen madar-
dozisonként. A liofilizalas utin az ampulldkat va-
kuumban vagy nitrogén-atmoszféraban forrasztjuk
le.

1. Példa
Inaktivalt vakcina

A. A virus készitése

A virust a II. példa A. részében leirt médon
szaporitjuk. Nagyobb tomegii virus tarolasit az
inaktivalas és a tovabbi miveleti lépések elStt
—35°C-nal alacsonyabb homérsékleten végezhet-
jiik. _

B. A virus inaktivalasa

A fagyasztott AAF-et felengedtetjilk, a virus-
titer (EID,) meghatarozasahoz mintat vesziink; az
AAF-et annyi formalinnal inaktivaljuk, hogy a
végsd formaldehid-koncentricio 0,4% legyen. 24
ora szobahdmérsékleten tartds utin a formalint
natrium-metabiszulfittal semlegesitjik. Az inakti-
valodas mértékének vizsgalatara mintat vesziink,
és ezzel inokulalunk fogékony SPF-csirke embrid-
kat vagy CEF-tenyészetet legalabb egy passzalds-
sal.

Egy masik modszer szerint az inaktivalast B-
propiolaktonnal, etilén-iminnel vagy ezek szarma-
zékaival végezziik.

Az inaktivalt AAF-et higitjuk vagy koncentral-
juk a sziikséges titernek megfelelden. A koncentra-
1as elvégezhetd az inaktivalas elott is. A koncentra-
las alkalmas modja pl. az ultrasziirés vagy precipi-
talas polietilénglikollal.

Az inaktivalt AAF-et +4 °C-on lehet tarolni.

C. A vakcina készitése .

Inaktivalt olajemulziés vakcina készitéséhez
Tween™80-at adunk, az inaktivalt antigén szusz-
penzié 3,5%-anak megfelelé koncentracidban. Az
antigén-tartalmat legalabb 7,0 log EIDs,-re allit-

. juk be madar-dozisonként. Az antigén-mennyisé-
get enzimimmun meghatdrozassal - mérhetjiik.
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A szuszpenziot ez utan az adjuvins olajos fazisaval
emulzidba visszitk olyan modon, hogy az olaj-viz
arany 70 : 30 vagy 55 : 45 legyen. Az adjuvans &sz-
szetétele: -

Marcol®52  90%

Tween®80 3,57

Span™80 6,5% .

A vizes fazis atlagos részecskemérete kevesebb,
mint 1,0 pm.

V. Példa
Kombinalt vakcina

A. Kombinalt él6 vakcina

Az él6 kombinalt vakcina elBallitdsahoz a II.
példa szerint elBallitott, kiilonbdz8 virus-torzseket
tartalmazé AAF-eket kombinalunk, olyan médon,
hogy az egyes torzsekre megkivant minimalis virus-
tartalom legyen meg a végtermékben.

B. Kombindlt inaktivilt vakcina

A virus torzset a II. példa A. része szerint szapo-
ritjuk, és — 35 °C-on tdroljuk.

A megfeleld virus torzsek antigénjeit a II1. példa
B. része szerint inaktivaljuk, majd +4°C homer-
sekleten taroljuk.

Tween®80-at, 3,5% koncentracioig, adunk a.
megfelelé antigén-szuszpenzidhoz. A virus-szusz-
penziok antigén-tartalmat olyan modon allitjuk be,
hogy minden egyes virus-torzsre -madar-dozison-
ként az antigén-ekvivalens legalabb 7,0 log EIDs,
legyen. A polivalens vakcinaval a III. példa C.
részében leirtak szerint emulziot képziink. A vizes
fazist Ossze lehet keverni az egyes torzsek szuszpen-
216jabol az emulzio kialakitasa elott, vagy az egyes
antigéneket kiilén lehet emulzidba vinni az dssze-

keverés elott. :

_ V. Példa
A esirke eritrocitdak hemagglutindlasa

Két térfogat, az 1. példa A. része szerint el6lli-
tott fertdzott AAF-et vagy fertozott szovettenye-
szet felilliszot szobah6émérsékleten osszekeveriink
1 rész 2%-os csirke eritrocita szuszpenzioval.

Az agglutinélas kb. 2 percen belill, esetenként 5
percen belil bekovetkezik. A hemagglutinalast
gyorsitani lehet +4 °C-on torténd inkubalassal.

A hemagglutinin a virus-részecskékhez kapcso-
lodik, amelyet bromelin-kezeléssel ki lehet mutatni.

VI. Példa
A hemagglutindlds gatlasa (HI)

A. Azt, hogy a csirke-eritrocitak 4j FB torzsek
altal okozott hemagglutinalasa fajlagos és a virus
antigénnek tulajdonithaté, a hemagglutinalasi re-
akcié gatldsaval mutathatjuk be, amely gatlast a
megfelelé virus ellen fajlagos antiszérumnak az
eritrocitakhoz térténd hozzaadas elotti beadasaval
idézhetiink eld. Az SPF tojasokat D-274 hemagglu-
tinalo torzsekkel inkubaljuk, 48 6ra inkubalas utin
az AAF-et kinyerjik. )

A kezeletlen AAF-et onmagiban hasznaljuk,
vagy 1 : 1 aranyba higitva szérummal vagy antiszé-

5
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rummal. Az eredményeket a 4. TAblazat tartalmaz-
za. '

4. Tablazat

Adalékok HA+/-

Kezeletlen AAF ) : o+

AAF + 8PF csirke-szérum +

AAF + fajlagos FBV antiszérum (207. .
" tipusu) - 19

AAF +fajlagos NDV antiszérum +

NDYV =Newcastle betegség virusa

B. Mivel az 4j FB virusok hemagglutinint hor- 15
doznak, (amint ez bromelines kezeléssel kimutatha-
to) és kiilonbozo szerotipusokhoz tartoznak, a he-
magglutinildsi tesztet haszndlhatjuk az 4j virusok
kozotti megkiilonboztetés céljabal.

Az alkalmazott modszert Alexander D.J. és 20
munkatarsai irték le [Avian Pathology 5, 125-134
" (1976)]. A foszfolipaz C-t hasznaltik a megfelelé
antigén kezelésére.

Az igy nyert titert 2 logaritmusaban fejezziik ki.
Az adatokat az 5. Tablazat tartalmazza. 25

3. Tablazar
ANTIGEN  AZ FBV- M41 D 274 D 1466

VII. Példa
Vakcindcios kisérletek SPF csirkékkel

A. A virusok szaporitdsa és a vakcinak készitése

D 207 virustdrzset [nem hemagglutinalé (HA — N
és D 274 torzset [hemagglutinals (HA +)] tenyész-
tiink SPF tojasokban 54, illetve 52 passzaldssal
legyengitve. Ezekbdl a legyengitett virus torzsekbdl
a vakcindkat a ITI. példa szerinti modszerrel készit-
jiik.

B. Vakcinalds .

Csoportonként 10-10 csirkébd! all6 2 csoport 6
hetes SPF csirkét vakcinalunk szemcseppekkel,
4,0 log EID, mennyiséggel a megfelel, A. részben -
emlitett vakcinakkal. A tyukokat izolatorban he-
lyezzitk el és szérum-vizsgilatokra vért vesziink
téliik hetenkénti intervallumban. Ezeknek a széru-
moknak a HI titerét a VI. példa B. részében leirt
modszer szerint hatarozzuk meg, FBV D 274-bl
készitett antigént hasznalva. Az eredmények a 6.
Tablazatban talilhatok, megmutatva a D 274 anti-
gének elleni immunizalas kifejlddését 12 héten 4t a
vakcinalt tytikok két csoportjaban; nem vakcinalt
tyukok szintén részt vettek a vizsgalatban,

BOL 30
(szerotipus)
-
| SZERUM (Mass.) (Mass.) (212)
H 52 (Mass.) 9 6 5
207 6 10 5 3
212 5 5 8
246 G (Mass.) 10 5 ND
6. Tablazar
Hetek szama a vakcinalds utan
Vakcina
0 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12
207 (HA-) 40 54 62 59 66 48 42 55 58 52 41 5,2
274 (HA+) 47 75 82 87 82 100 93 100 10,1 95 88 93
kontroll | o <5 '

A vakcindlt tyikok fentivel azonos két csoport- %0
janak szérumdban a semlegesitd valaszt (> 4,0 log)
vizsgaljuk D 274 (52-szer passzalt) homolog torzse
ellen. A vélaszt mutaté 4llatok szamat (a 10 vakci-
nalt allatbol) a 7. Téblazat tartalmazza.

55
7. Tabldzat
Hetek szama a Vakcinacsoport N
vakeinilas utan 207 (HA-) 274 (HA+)
3 ' S 104 9/10%
12 5/10 9/10
65

C. Emlékeztetd fertSzési kisérletek

20 héttel a vakcinalas utdn a kotlésok vakcinalt
és nem-vakcinalt csoportjat megfertdzziik 4,0 log
EID;, mennyiségli D 274 (52-szer passzalt) torzs-
zsel. A megfertdzés utan 4 nappal a madarakbél
légnti metszetet készitiink az immunfluorescens
(IFT) szOvettani vizsgilathoz, a vizsgilathoz stan-
dard technikat alkalmazva. A madarak szamat (a
10 vakcinaltbdl), amelyek koros mikroszképos el-
véltozast vagy pozitiv IFT-t mutatnak, a 8. T4bla-
zat mutatja be.

B-
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8. Tablazat

Vakcina Koéros IFT pozitiv
mikroszkopos
\ elvaltozas
207 (HA-) 6/10* 2/10
274 (HA +) 0/10 0/10
kontroll 10/10 6/10

Azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az ij
hemagglutinald D 274 torzsbol készitett vakcina
magas szintli HI és antitestsemlegesito titert valt ki
a vakcinalast kovetd egy héten beliil, és ez a magas
titer megmarad a védelemhez elegendo szinten leg-
alabb 12 hétig a vakcinalas utan. Ezt bizonyitja a
D 274 csoport 100%-0s védelme az emlékeztetd
fert6z6 kisérletek folyaman.

Ezzel ellentétben az ugyanolyan szerotipusi, de
nem hemagglutinalé D 207 térzs csupan alacsony
szintii HI antitest képzést valt ki a kisérleti periodus
folyaman. S&t, a semlegesitd antitest-titer szignifi-
kansan alacsonyabb, amikor Osszehasonlitjuk a
D 274 vakcinalt csoporttal 12 héttel a vakcinalas
utan, és szignifikansan alacsonyabb védelmi aranyt
is (kb. csak 50%) taldlunk a D 207 csoportban.

5

10

20

25

2

VIII. Példa
Vakcindlds kombinalt él6 vakcindval

A. A virusok szaporitasa ¢s a vakcinak készitése

A hemagglutinalé D 274 és D 1466 virustorzse-
ket az I. pelda A. részében leirt modszer szerint
szaporitjuk, és ezekbOl monevalens, illetve poliva- .
lens vakcinakat készitiink a I1. Példa B. része illetve
alV. példa A. része szerint, 4,0 log EID, mennyi-
séget alkalmazva minden egyes torzsbol.

B. Vakcinalas

Tiz hetes SPF csirkéket négy csoportba osztunk
€s négy szeparalt izolatorban helyeziink el. A csir-
kéket szemcseppekkel vakcinaljuk. Az A csoportot
D 274 vakcinaval vakcinaljuk, a B. csoportot
D 1466 vakcinaval, a C. csoportot kombinalt vak-
cinaval; a D csoport a nem vakcinalt csoport.

C. Az immunizalas vizsgalata

A vakcinalast k6vetd napon, majd, 2, 4, 6 és 8
héttel késdbb vért vesziink. A szérumokat egyen-
ként vizsgaljuk homoldg és heterolog antitest va-
laszra, killonboz6 prototipusi (M 41, D 274 és
D 1466) torzsekbol preparalt antigéneket hasznal-
va. Az eredményeket a 9. Tablazat mutatja be.

9. tablazat

Csoport- A Hetek szama a vakcindlds utin
vakeinak i p%'s 0 2 4
! M4l D274 D 1466) M1 41 D274 D 1466 M 41 D 274 D 1466
A. D274 3,6 4,0 3,5 9.4 9,8 8,0 6.8 10,1 5,9
B. D 1466 34 3,7 32 7,0 58 7,3 5,2 5,1 7,2
C. D 274+ 1466 34 39 3,4 7,8 8,0 7,3 6,6 9,0 7,3
D. Kontroll 353 3,8 33 48 4,0 3,8 3,7 .39 41
9. tabldzat (folytatas)
Csoport- Ag Hetek szama a vakcinalas utan
vakcindk tipus 6 8
! M4l D274 D 1466 M 41 | D 274 D 1466
A. D274 5.2 10,0 44 44 10,3 3,1
B. D 1466 4,1 44 68 4,1 5,1 6,3
C. D 274+ 1466 5,2 84 64 5,7 9,0 6,9
D. Kontroll 3,0 3,6 3,5 3,2 4,2 3,0

A D 274 torzzsel vakcinalt csirkék (A csoport) a

homolég HI antitest magas titerével vilaszolnak a 55

masodik héttol egészen a kisérlet végéig. A vakci-
nalast kovetd 2. és 4. hétben szignifikans keresztre-
akcid figyelhetd meg az M 41 és D 1466 heterolog
antigének ellen, ez a jelenség a 6-8. hétre eltiinik.
A B csoport csirkéi hasonl6 vilaszt adnak alacso-
nyabb titer szinten. A homolodg valasz védelmi szin-
ten all legalabb a kisérlet végéig (8 héttel a vakcina-
lds utdn). A kombinalt vakcina (C csoport) hosszan
tartd HI antitest szintet valt ki mindkét vakcina-
torzs ellen. Az M 41 antigénre is hatarozott hetero-

60

65

log valasz 1athaté a vakcinalast kovetd 2. és 4.
héten. A korai heteroldg vilaszt talin meg lehet

" magyarazni a csoportspecifikus antigénekkel rea-

gald immunoglobulinok =magasabb aranyaval.
A kisérletekbdl ugy tlinik, hogy a két hemaggluti-
nald torzs (D 274 és D 1466) mind az egyedi, mind
a kombindlt él6 vakcindkban kifejti immunogén
potencialjat.

7-
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IX. Példa
Vakcindldsi kisérletek a baromfiudvarban

A. A virus szaporitasa és a vakcina készitése
Az él6 vakcina készitése a nem hemagglutinald
H 120 és D 207 virus torzsekbol és a hemagglutma-
16 D 274 virus torzsbdl a VII. példa A. része szerint
torténik.

B. Vakcinalas

Fehér leghoorn és barna tylikok csapatait vakci-
ndljuk egy napos korukban H 120 vakcinaval. 10
hetes korukban a fehér leghoorn tyiikokat és a
barna tyikokat vakcinaljuk D 207, illetve D 274

vakcinakkal. A dozis 4,5 log EID;, madaranként.
Az atlagos csoportszam 15 000 madar, és a vakci-
nat sprayvel adjuk be (hati szoroval)

C. Vermmta-gyu)tes

A D 207 és D 274 vakcinakkal torténd vakcina-
Ias napjan csapatonkent 24 vérmintat vesziink sze-
roldgiai vizsgalatra és ezt 4 héttel a vakcmalas utan
megismételjitk.

D. Az immunizalas ellenrzése

A semlegesitési indexet (NI) hasznaljuk a véde-
lem mértékének kifejezésére. Ha az NI atlaga tobb,
mint 4 log a megfeleld szerotipus ellen, akkor ezt
hatdsos vakcinalasnak tekintjiik.

10. tibldazat

A csapatok szama (atlagméret: 15 000 madar)
Vakcinatérzs o A vaké.iflélés A vakcindlds utdni| A vilaszt adé .
Vakcinalt napjan 4. héten csapatok szaza-
pozitiv* pozitiv* lékos ndvekedése
D 207 (HA-) 10 4 6 40-60%,
D 274 (HA +) 20 4 18 20-902/

* Pozitiv: az atlagos NI>4 log a D 207 szerotipus cllen

A 10. Tablazat megmutatja, hogy azoknak a
csapatoknak a szazaléka, amelyek veédettséget je-
lent6 semlegesit6 valasszal reagdlnak, szignifikan-
san nagyobb a D 274 csoportban a D 207 vakcinalt
csoporttal dsszehasonlitva.

X. Példa
A HI antitest titer kifejlédése és eloszldsa
a vakcindlasi kisérletek folyamdn
a baromfiudvarban

A tojo- és tenyészcsapatoknak hemagglutinalo
D 274 torzsbol keszult vakcinaval tortént vakcina-
lasa utani szerologiai valaszat figyeljitk meg.

137, atlagban 15 000 madarat tartalmazo6 csapa-
tot vakcindlunk 10-12 hetes korukban egy dézis é16
D 274 vakcinaval (D 207 szerotipusi), hati sz6ré-
val torténé beadassal.

Massachussets tipust vakcinalast végziink ugyan-
ezekben a csapatokban 1 napos korban (H 120) és
kb. 15 hetes korban (H 52). Minden csapatot meg-
vizsgalunk HI antitestre a megfeleld szerotipusok
(Massachussets D 207 és D 212) ellen 18-20 hetes
korban.

A HI titer eloszlasi sém4jat —a hirom FB szeroti-
pus ellen a D 274 vakcinaval tortént vakcinilds
utan - az I. abra mutatja A 137 csapatbdl 16-ot
kovetiink 38 hetes korig és a HI titert mérjiik négy-
hetes intervallumokban. Az eredményeket a II. ab-
ra szemlélteti, amely a 16 vakcinalt csapat titerei-
nek hosszméreti abrézolasa. A vakcinalas 1 napos

-korban H 120 tdrzzsel, 16 hetes korban H 52 torzs-
.zsel (mindkettd Massachussets tipusu) és 12 hetes
korban D-274 térzzsel tortént. A 137 csapatbol
867, mutatott 7-nél nagyobb HI titert, 63%- 8-nal
nagyobb HI titert és 259, 9-nél nagyobb HI titert
a D 207 szerotipus ellen. A vilasz a Massachussets

8
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szerotipus ellen — két vakcinalas utdn nem hemagg-
lutinald torzsekkel — gyengébb volt: a csapatok
66%,-anak HI titere 7-nél kisebb volt. A valasz a
D 212 szerotipus (vakcmalas nélkiil) ellen az elva-
rasnak megfelelden még alacsonyabb volt: a csapa-
tok 82%-anak HI titere 7-nél kisebb volt.

A II. 3brin lathaté hosszmenti abrazolasbol
szintén az a kovetkeztetés vonhat le, hogy aD274
torzzsel tortént egyszeri vakcinalds utdn a HI titer
kovetkezetesen magasabb, mint amelyet a hagyo-
manyos Massachussets vakcinakkal torténd kétsze-
res vakcindlas kivalt.

X1. Példa
Csirke (RBC) eritrociték hemagglutindldsa

Az 0j FBV torzsek spontin hemagglutinélé akti-
vitasat, amelyet megvizsgaltunk az V. és VI. pél-
dékban gyors lemez HA teszttel, megvizsgaljuk

kkal pontosabb médon lassi HA teszttel is mik-

~“rotitralé lemezeken, ha a spontin hemagglutinilds

55

65

nem mutatkozott kovetkezetesen.

.Mivel kivinatos a hemagglutinilé és nem-
hemagglutinalé torzseket megkiilonboztetni lassu,
kvantitativ HA teszttel mikrotitralé lemezeken,
koncentralt és részben tisztitott virus szuszpenzi6-
kat alkalmazunk a HA aktivitdis demonstraldsara.

A. A virus szuszpenzid készitése

A 10 napos embridt tartalmazd tojasokbdl allan-
toisz-folyadékot gytijtiink 24-48 éraval az inokula-
las utdn. Az AAF-et centrifugalassal tisztitjuk
(1000 xg, 10 perc).

35ml AAF virus-tartalmat pellet formaban
nyerjiik ki SW-28 rotort (Beckman) hasznélva
30 000 xg-né€l 60 percen at. Az igy nyert pelleteket
I rl?l foszfattal pufferolt séoldattal felszuszpendal-
ju

8-
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B. A hemagglutinalas vizsgalata

A virus szuszpenzi® kétszeres higitasi sorat ké-
szitjitk el mikrotiter lemezeken. 25 pl RBC-t (1%-
o0s) adunk az 50 pl végtérfogatu virus-higitashoz.
A lemezeket 2-18 oras, 4 °C-on torténd inkubalas
utan olvassuk le.

A titert a még tobb, mint 75%-o0s agglutinaciot
mutato legnagyobb higitas reciprok értékével fejez-

zilk ki. Az eredményeket a 11. Tablazat dbrazolja. 10

11. Tdbldzal_

Torzs HA HA a 35-5z0r0s
a koncentra-  koncentralas utan
las elott mértani 4tlag
tartomany
AAF (nega- — (n=1) -— (n=2) - -
tiv)
M 41 - (n=4) - (n=3) - =
D 274 — (n=5 3(n=6) 2 -8
246 G - (n=5) 3(n=5 2 -8
D 1466 —{(n=3) 4(@n=5) 2 -8

n=kisérletek szama

A hidrom spontin hemagglutinilé torzset (D
274, 246 G és D 1466) vizsgalva mind 2-8 kozotti
HA-titert mutatnak 35-sz6r6s koncentralasi 1épés

20

25

30

utan, mig a nem fert6z6tt AAF (negativ kontroll)
és a nem hemagglutinalo M 41 referencia torzs
negativ marad ez utan a kezelés utan. :

Ezek a kisérletek azt mutatjdk, hogy mind a
lassl1, mind a gyors HA tesztekkel megtalalhato az
u; FBV torzsek hemagglutinald képessége. A kon-
centraldsi Iépést rutinszerlien hasznaljak az FBV.
részecskék bestiritésére és részbeni tisztitasara. Ez
jelzi, hogy a HA a leirt torzsek jellemzdje és a virus
részecskékhez kapcsolodik.

Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras é16 vagy inaktivalt, fert6z6 bronchitis
elleni vakcinak elgallitasara a fert6z6 bronchitis
virus torzs megfeleld tapkozegen végzett tenyészté-
sével, a fert6z6 anyagnak a tapkozegbdl valo kinye-
résével, és a kinyert anyagnak eldnybsen a virus
legyengitése vagy inaktivalasa utan végzett gyogya-
szati készitménnyé alakitasaval, azzal jellemezve,
hogy egy vagy tobb, csirke eritrocitdkat spontan
hemagglutinalé fert6z0 bronchitis virus torzset
hasznalunk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy fert6z0 bronchitis virustorzsként a Central
Veterinary Laboratory-ban (New Haw at Wey-
bridge, Nagy-Britannia). VLO 10110/AVI/3,
VLO 10110/AV1/4, VLO 10110/AVI/5, VLO
10110/AV1/6, és/vagy VLO 10110/AVI/7 szamon
letétbe helyezett torzseket hasznaljuk.

2 oldal rajz

-9-
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