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Opracowanie szczepionki przeciwko
zakazeniom parwowirusowym lisow i norek

7akiad Choréh Zwierzat Migsozernych i Futerkowych Pafistwowego Instytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantow 57, 24-100 Putawy

Summary

Attempts to develop a safe and immunogenic vaccine
against parvovirus infections in foxes and minks

Reproductive losses in fur animal farms in Poland
caused by parvovirus infections indicated the neces-
sity to develop effective immunopreparates. During
1993-1994 experimental vaccines for foxes and minks
were prepared. They contained inactivated and atte-
nuated parvoviruses of cats (strain FPV-FA1) and
minks (strain MEV-143). Viruses were propagated
in a permanent cell line of feline lungs. Safety and
immunological activity of experimental vaccines, as
well as commercial vaccines used for dogs and cats
in Poland, were estimated. Additionally, vaccines con-
taining inactivated mink enteritis virus used in Scan-
dinavia for the immunization of foxes and minks were
included in the experiment. The activity of vaccines
was estimated on the basis of parvoviral antibody
levels in vaccinated animals. An experimental vaccine
containing strain MEV-143 was the most effective,
even 1/5-th of the dose induced specific antibodies.
Comparable results were obtained when reference
vaccines containing inactivated mink enteritis virus
were used. Full protection in vaccinated foxes was
developed 28 days after vaccination. The obtained
results were the basis for large scale field experiments
carried out in Poland during 1994/95.

W Polsce, od 1985 r.. w wielu fermach lisow hodow-
lanych. notowano liczne przypadki braku potomstwa od
samic prawidtowo pokrytych. Wyosobnienie w Finlandii,
w 1083 r. parwowirusa od lisow niebieskich. pochodza-
cych z ferm wykazujacych znaczna liczbe samic bez
przychéwku (20, 21), zainspirowato badania wlasne nad
rola zakazen parwowirusowych w etiologii wezesnych

roniefi u liséw. W latach 1989-94 przeprowadzono prze-
glady serologiczne Kilkudziesieciu ferm w kraju 1 po-
twierdzono rozprzestrzenienie zakazeni parwowirusowych
w gospodarstwach wykazujacych zte lub bardzo zle wy-
niki w rozrodzie (6, 11). Ponadto, w 1994 r. dokonano
izolacji parwowirusa z katu liséw niebieskich (10). Po-
niewaz w ostatnich latach réwniez w fermach norek
pojawily si¢ problemy hodowlane, podobne do opisanych
u liséw, badaniami serologicznymi objeto takze norki.
Wyniki badania poziomu przeciwcial w surowicach oraz
izolacja parwowirusa z macicy cigzarnej norki, potwier-
dzaja znaczacy udzial parwowirusow w etiologil wczes-
nych ronieri (11).

Powyzsze spostrzeZenia oraz straty ponoszone przez
hodowcéw zwierzat futerkowych. wskazywaly na pilna
potrzebe opracowania skutecznych metod zwalczania skut-
kéw zakazefi parwowirusowych u liséw i norek. Pomysine
wyniki hodowlane w Finlandii (22), w postaci zwigksze-
nia $redniej liczby liséw urodzonych od jednej samicy,
po zastosowaniu szezepien profilaktycznych, potwier-
dzilo potrzebg opracowania réwniez szezepionki krajowe;.

Pokrewienstwo serologiczne oraz wysoka (ok. 98%)
homologia genomu parwowiruséw zwierzat migsozer-
nych (8, 15, 18, 19), w tym kotow (FPV), psow (CPV),
norek (MEV) i lisow niebieskich (BFPV), stwarzaja mo-
liwoéé uzycia wirusa obcogatunkowego W badaniach
serologicznych oraz w immunoprofilaktyce zakazen par-
wowirusowych. Proby zastosowania szczepionki prze-
ciwko panleukopenii kotow do immunizacji norek prze-
ciwko zakaznemu zapaleniu jelit, byty prowadzone przez
Winansa i wsp. (24), Ackermana (1) oraz Riverg 1 wsp.
(16). Szczepionki heterologiczne, zawierajace parwowi-
rus kotéw lub norek, uzywano takze z dobrym skutkiem
do uodporniania psow przeciwko chorobie parwowiru-
sowej (2, 4, 9, 12, 13, 14. 17. 23). Nalezy zaznaczy¢.
ze szczepionki heterologiczne okazaly si¢ W pelni nie-
szkodliwe. Badania Arciuchowej i Goérskiego (3), prze-
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prowadzone w Polsce na poczatku lat 80-tych, wykazaly
indukcjg przeciwcial u liséw i1 norek immunizowanych
wirusem panleukopenii kotow. U szczepionych zwierzat
nie obserwowano zaréwno zmian klinicznych, jak i hema-
tologicznych.

Badania wtasne koncentrowaty sig zatem na probie
opracowania szczepionek dodwiadczalnych zawierajacych
szczepy heterologiczne parwowiruséw 1 sprawdzeniu ich
nieszkodliwosci oraz aktywnosci immunogennej dla pséw,
kotéw, norek oraz liséw. Dalszy etap badafi obejmowat
poréwnanie skutecznosci szczepionek doswiadczalnych
ze szczeptonkami komercyjnymi, zaréwno krajowymi
jak i importowanymi, stosowanymi w Polsce.

Podjecie badan laboratoryjnych, a nastgpnie szerokich
doswiadczef terenowych, stato sig bardzo pilne, ze wzgle-
du na straty ekonomiczne ponoszone w ostatnich latach
w hodowli zwierzat futerkowych.

Materiat 1 metody

Zwierzela doswiadezalne. Badania przeprowadzono na ko-
tach. norkach, lisach oraz psach, ktére w pojedynczych przy-
padkach wykazywaly w surowicy przeciwciata o mianie, w
lescie zahamowania hemaglutynacji, od 10 do 160. Koty i psy
w wicku 12—14 tygodni, przeznaczone do eksperymentu, nie
byty uprzednio immunizowane. Norki i lisy, w wieku okoto 12
tygodni. byty szczepione przeciwko botulizmowi i noséwcee, a
lisy réwnicz przeciwko zakaznemu zapaleniu mézgu i rdzenia.
Do doSwiadczen terenowych wybrano fermy norek 1 liséw,
wolne od wyslgpowania przeciwcial parwowirusowych.

Przygolowanie szczepionek. Przygotowano zywe 1 inakty-
wowane szczepionki zawierajace wirusy panleukopenii kotow
(szczep FPV ~ FAl) oraz zakaznego zapalenia jelit norek
(MEV-szczep — 143), adaptowanc i namnazane w hodowli
komérek ptuc kota (Fc). Wezesniejsze badania wlasne wyka-
zaly bowicm, ze w komdrkach tych, parwowirusy zwierzat
migsozernych osiagaty najwyzsze miano TCIDsg oraz hema-
glutynacyjne (10).

Przed zastosowaniem dla zwicrzat, szczepionki Zywe byty
badanc w kierunku ewentualnych zanieczyszezen ubocznych
wedtug ogdlnic obowigzujacych zasad oraz na nicszkodliwos¢
dla myszek 1 $winek morskich (odpowiednio po 0,51 2,0 ml
ptynu wirusowego, podawancgo podskdrnie i domigsniowo).
Ponadto okreslano miano TCIDso oraz aglutynacyjne wiruséw
uzytych do sporzadzenia szczepionki. Parwowirus kotow 0z-
nagzony FPV—FAI, namnazat si¢c do miana TCIDso 1'anego
107, za$ jego miano hemaglutynacyjne (HA) wa051}0 320.
Wirus MEV=143 osiagal miano TCIDsg réwne 107 1 miano
HA rowne 1280. Wartosci te byty stabilne w okresie 3 miesigcy
przechowywania szczepionki w temperaturze -20° i 4°C. Pro-
ces lofilizacji, 7 dodatkiem ostaniacza DSG-72 (5) powodo-
wal nieznaczny spadek miana wiruséw (zwykle o ok. log 0,5
TCIDsg).

Szczepionki inaktywowane zawieraty 0,02% tormaliny oraz
15% adiuwantu olejowego (Emulsigen — MVP Laboratories,
USA) lub 10% fosforanu glinu (Adju-Phos — Superfos Biosec-
tor, Dania).

Szczepienia. Szczepionki podawano zwierzgtom doswiad-
czalnym — myszkom, §winkom morskim w ilosci 0,2 1 1 ml,
za$ krélikom po 5 Tub 10 ml, podskdrnie lub domigsniowo.
Niektore zwicrzeta szezepiono 2-krotnie, w odstgpie 21 dni. W
kazdym ukfadzie cksperymentalnym wydzielano grupe zwierzat
kontrolnych. Obserwacje kliniczne ograniczaty sie do spraw-
dzenia miejsca imekeji szezepionki oraz oceny ogdlnego stanu
zdrowia zwierzat (apetyt, oddawanie 1 kolor katu, cwentualne
wyslapienie wymiotow).

Badania scrologiczne. Surowice do badan przygotowywano
w sposéb opisany uprzednio (7). Oceng poziomdw przeciwcial
parwowirusowych przeprowadzano testem zahamowania

hemaglutynacji (HI) z zastosowaniem standardowego wirusa
CPV, uzywanego rutynowo do kontroli skutecznos$ci szczepio-
nek. Badania prowadzono w mikroptytkach Nunc uzywajac
4 j. HA wirusa oraz 1% zawiesing erytrocytéw swini. Surowice
rozcieficzano 2-krotnie, a wynik podawano jako odwrotnosé
najwyzszego rozcienczenia, w ktérym nie obserwowano aglu-
tynacji krwinek. Kazdorazowo sprawdzano prawidtowosc kon-
troli antygenu i krwinek.

Ponadto, w badaniach na norkach i lisach, uzyto nastgpujace
komercyjne szczepionki zawierajace parwowirusy kotéw i psow:

— Canivac P 1 FHP — zawierajace atenuowany parwowirus
psow (Biowet),

— Virbagen Felis P — zawierajacy atenuowany parwowirus
kotéw (Virbac, Francja),

— Virbagen Canis P oraz Virbagen SHA2P/L — zawierajacc in-
aktywowany 1 atenuowany parwowirus psow (Virbac — Francja),

— Parvodog — zawierajacy atenuowany parwowirus psow
(Merieux — Francja).

Zastosowano réwniez szczepionki zawierajace inaktywowa-
ny parwowirus norek: Biovac D (United Vaccines, USA) oraz
Nordent (Nordvacc, Szwecja), uzywane w krajach skandyna-
wskich do immunoprofilaktyki zakazen parwowirusowych u
liséw niebieskich.

Wyniki 1 oméwienie

W tab. | przedstawiono miano przeciwcial parwowiruso-
wych w surowicy kotéw szczepionych inaktywowana szczepion-
ka do§wiadczalna zawierajaca szczep FPV-FA1, z dodatkiem
dwéch réznych adiuwantéw: Emulsigenu lub Adju—Phosu. W
surowicy wszystkich immunizowanych kotéw, po 14 dniach
od szczepienia stwierdzono swoiste przeciwciata, o mianie

Tab, 1, Miano przeciwcial parwowirusowych w surowicach kotdw
po zaslosowaniu inaktywowanej szczepionki zawierajacej szczep FPV-FA]

Miano przeciwcial HI

Nr Sposob Nazwa Dni ) T

kota | szezepiema | adjuwantu D
0 7 14 21 35
] I ml sc. | Adju-Phos | < 10 10 40 80 5120
2 I ml im. | Adju-Phos | < 10 10 160/320 | 1280 | 5120
3 I ml sc. |Emulsigen | < 10 10 160 320 2560
4 I ml im. | Emulsigen | < 10 10 20 80 1280
5 kontrolny - < 10 < 10 < 10 < 10 | <10

Objasnienie: * — rewakcynacja,

Tab. 2. Miano przeciwcial parwowirusowych w surowicach psow
po zastosowaniu inaktywowanej szczepionki zawierajacej szczep FPV-FAI

Miano przeciwciat HI
Nr Sposéb Nazwa | . -
; Dni po szczepieniu:
psa | szczeprenia | adjuwantu
0 7 14 21* | 35
1 | I ml sc. | Adju-Phos | < 10 40 80 80 ' 640
2 I ml sc. | Adju-Phos | 40 40 40 | 40 | 1280
— T [
3| 1 ml im, | Adju-Phos & < 10 20 40 40 2560
4. | I ml im. | Adju-Phos | 80 80 80 | 80 | 0640
5, I kontrola - ' <10 | <10 | <10 <10 | < 10
6. | 1 ml sc. |Emulsigen | < 10 10 40 40 1280
7. | 1 ml sc. | Emulsigen 160 160 80 80 640
8. | 1 ml im. |Emulsigen | < 10 | 10 40 40 640
9. | I mlim | Emulsigen 80 | 40 40 40 640

Objasnienie: jak w tab. 1.
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od 20 do 320, ktérego warto$¢ wyraznie wzrosta po drugim
szezepieniu, W tab, 2 przedstawiono miano przeciwcial po-
szezepiennych u pséw immunizowanych szczepionkami ana-
logicznymi. Na poziom uzyskanej odpornosci wy razny wplyw
posiadaty przeciwciala matczyne. interferujace ze szezepionka.
Aktywna odpornosé rozwingta si¢ u psow ar 2, 4, 7 i 8.
dopiero po rewakeynacji. wykonanej 21 dni po plerwszym
szezepieniu, Obydwie szezepionki doswiadczalne, przedsta-
wione w tab. 1 i 2. podano norkom. w dawce 1 ml oraz lisom
w dawce 2 ml. W okresie pieciu tygodni obserwacji, u szcze-
pionych zwierzat nie stwierdzono zaréwno zmian klinicznych,
jak i micjscowych oraz ogdlnych odezynow poszczepiennych.
Miano przeciweial, badane 21 dni po jednorazowym podaniu
preparatow, bylo niskie (10-80) i wystapito u 60% szezepio-
nych zwierzat. W zwiazku 2 powyzszym, do immunizacji
liséw i norek zastosowano szezepionki doswiadcezalne, zawie-
rajace zywe, atenuowane wirusy FPV i MEV.

W tab. 3 i 4 przedstawiono prdbe ustalenia minimalnej dawki
uodporniajacej dla norek i liséw po jednokrotnym zastosowaniu
szczepionek doswiadczalnych. Immunogenno$¢ szezepionek
oceniano na podstawie wystgpowania swoistych przeciweial
u szczepionych zwierzat. Liofilizowane szczepionki doswiad-
czalne stosowano w ilosci 0,1 ml, 0,5 ml i35 ml co odpowiadato
1/5. 11 10 dawkom szczepionki zawierajacej 66% ptynu wiru-

Tab. 3. Miano przeciweial parwowirusowych u miodych liséw
po 21 dniach od szczepienia

|
Liczba

Charakterystyka ] ) Liczba liséw wykazujacych
y R Liczba liséw yrzeciweiata mianie:
szczepionki dawek . przeciwaata o 1€
T | szezepionych T —
lub nazwa dla lisa | > 10 10-80 | 160640
| | |
T T
| o2 | 4 IEEEE
Dosw. atenuowana I T
-
lofilizat FPV-FAT | i1 I I
| 10 4 |0 0 | 4
T T
I 0.2 | 4 | 0 4 | 0
Dodw atenuowana [ |
liofilizat MEV-143 It I 0 4 3
10 4 0 | o | 4
Canivac P Biowel | 9 | 0 | 9 | 0
T T T
Canivac FHP Biowel 1 9 | 0 2 7
Vitbagen Felis P | 1 3 | o 3 0
Virbagen Canis P | ! 2 | 0 1 1
Virbagen SHA2PL | 9 | 0 9 0
Parvodog I L L0 ¥ 8
Kontrola | 0 | 0 | 7 0 0

Tab. 4 Miano przeciwcial parwowirusowych v mtodych norek
po 21 dniach od szczepienia

Charakterystyka Liczba ) |Liczba norek wykazujacych
o Liczba norek rzeciwciata o mianie:
szezepionki dawek szc2%hionych _F g d
lub nazwa dla norki } ‘ < 10 | 10-80 |160-640
02 4 4 0 0
Dosw. alenuowana T -
liofilizat FPV FAL ] 2 g : %
10 4 0 0 4
0.2 8 1 7 0
Dosw. atenuowana
liofilizat MEV L 0 0 i
!» 10| 4 0 0 4
Canivac P Biowel | 1 | 4 0 0 4
Kontrola 0 I 0 8 0 0

sowego oraz 33% ptynu buforujaco-stabilizujacego DSG-72.
Najkorzystniejsze wyniki uzyskano po stosowaniu szczepionki
zawierajace] MEV-143, gdyz w surowicy lisow i norek stwier-
dzono wysoki poziom przeciwcial nawet przy zastosowaniu
1/5 przewidywanej dawki terenowej. W tab. 3 i 4 przedsta-
wiono réwniez miano przeciwcial parwowirusowych u lisow
i norek immunizowanych szczepionkami komercyjnymi, za-
wierajacymi parwowirusy CPV i FPV. U wszystkich szcze-
pionych liséw (tab. 3) stwierdzono wystapienie przeciwcial
o mianie od 10 do powyzej 640, przy czym najsilniejsze
dziatanie immunogenne posiadaty szczepionki Canivac FHP
oraz Parvodog. U norek badanych 21 dni po szczepieniu,
wysokie poziomy przeciweial wykazano po uzyciu szczepio-
nek doswiadczalnych. Jednakze, przeciwciala o mianie od
160 do 640 zanotowano réwniez po zastosowaniu parwowirusa
pséw, w szczepionce Canivac P (tab. 4). Prawidtowos¢ do-
$wiadczenia potwierdza brak miana HI u wszystkich zwierzat
kontrolnych. Wskazuje to réwniez na brak siewstwa atenuo-
wanych i zbadanych w Panstwowym Instytucie Weterynaryj-
nym, wiruséw CPV, FPV i MEV.

W tab. 5 przedstawiono poréwnanic dynamiki narastania
przeciwcial poszezepiennych u liséw, po stosowaniu szezepionek
do$wiadczalnych oraz komercyjnych. OdpowiedZ immunologi-
czna badano po 10-14, 28 1 42 dniach po szezepieniu, Najwyzszy
poziom przeciweial zanotowano u lisow immunizowanych
szezepionka doswiadezalna, zawierajaca szczep MEV-143 oraz
szczepionkami Nordent i Biovac D, sporzadzonymi 7z wirusa
zakaznego zapalenia jelit norek. Mniej efektywnymi wydaja
sic immunopreparaty zawierajace parwowirus psow. Tym nie-
mniej nalezy podkreslié, 7e rowniez w tym doswiadczeniu,
szezepionki zawierajace wirus CPV spowodowaly u lisow,
po jednokrotnym podaniu. powstawanie swoistych przeciw-
cial. Odsetek seroreagentéw i wysoko$¢ miana byly jednakze
nizsze od indukowanych szczepionkami zawierajacymi MEV.
U ponad 95% immunizowanych zwierzat, maksymalne po-
ziomy przeciwciat stwierdzono 28 dni po szezepieniu. Dlatego
te7 przewiduje si¢ zastosowanie szezepionek dosSwiadezalnych
minimum 6 tygodni przed przewidywanym terminem pokryc.

Badania prowadzone w Finlandii, w latach 198386, wy-
kazaty skutecznos¢ szezepiern profilaktycznych w zapobieganiu
strat ekonomicznych spowodowanych przez zakazenia par-
wowirusowe u liséw niebieskich (19, 22). Do immunizacji
samic przeznaczonych do stada podstawowego zastosowano
szczepionke zawierajaca inaktywowany wirus homologiczny.

Tab. 5. Wystepowanie przeciwciat u lisow
po stosowaniu szczepionek parwowirusowych

| Dn1 po szczepieniu
Nazwa Liczba zwierzal — T —;
szczepionki szczepionych 10-14 28 X H;[llano 0
Nordent 12 9/12% 12/12 320 IZ/IZ_
Evac D 15 10/15 14/15 640 14715 ]
Dosw. FAI 15 6/15 13/15 160 14/]5_
Ew. MEV-143 20 8/20 20720 640 20/20
Canivac P 10 3/10 8/10 80 8/10_
Canivac FHP 15 8/15 13/15 | 80160 | 13/15
Parvodog 10 4/10 4/10 80 | 4/10_
Kontrola . 6 s | o6 | <10 | 06

Objagnienie: * — w liczniku liczba zwierzat z przeciwciatami, w mia-
nowniku liczba zwierzat szczepionych.
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Miano przeciwcial HI w surowicach szczepionych zwierzat
wahato si¢ od 20 do powyzej 640. Po zakazeniu kontrolnym
samic ciezarnych, $rednia liczba mtodych, urodzonych od
Jednej samicy, wynosita 9,7, podczas gdy w grupie kontrolnej
warto$¢ ta byta réwna 5,4 (19, 22). Dane te pochodzg z ferm,
w ktérych jedyna udokumentowana przyczyna standw pato-
gennych ciazy 1 okresu okotoporodowego, byto zakazenie
parwowlrusowe.

Bliskie pokrewieristwo anlygenowe parwowirusa liséw nie-
bieskich 7z parwowirusem kotéw 1 norek (18, 19), uzasadniato
celowosc¢ uzycia wirusow heterologicznych do sporzadzenia
krajowych szczepionek doswiadczalnych. Badania wiasne wy-
kazaty obecno$¢ przeciwciat poszczepiennych u immunizo-
wanych liséw i norek, przy czym najwyzsze miana stwierdzono
w surowicach zwierzat szczepionych preparatami zawierajg-
cymi parwowirus norek. Wyniki uzyskane po zastosowaniu
szczepionki do§wiadczalnej byly poréwnywalne z otrzyma-
nymi w przypadku uzycia szczepionek referencyjnych Biovac
D i Nordent, uzywanych w Skandynawii do immunoprofilaktyki
zakazen parwowirusowych u lisdw. Skutecznosé szezepionek
doswiadczalnych moze by¢ jedynie ocentona w szerokich do-
Swiadczeniach terenowych, ktdre zostana zakoriczone latem
1995 r. 1 beda przedmiotem kolejnej publikacji.
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Summary

Comparison of selected immunological parameters in
silver and polar foxes

The aim of the work was to compare selected
nonspecific immunological parameters in silver and
polar foxes. It was found that out of three mitogens
(Con A, La and PWM) only Con A stimulated the
strongest lymphocyte proliferation in both species of
foxes. Mean stimulation indices and the absolute
values of incorporated thymidine were significantly
higher in polar foxes. The average percentages of
phagocytes and the fatal indices of neutrophils were
comparable in both species of foxes, while the mean
value of the phagocyte index was much higher in the
silver fox. However, in polar foxes a higher concen-
tration of lysozyme in the blood serum was found.
The differences in the parameters may influence the
susceptibility of these foxes to some infections already
at the level of nonspecific primary response.

W hodowli liséw od szeregu lat prowadzona jest stata
selekcja majaca na celu uzyskanie najbardziej pozada-
nych cech uzytkowych lub nowych odmian. W selekcji
tych zwierzat nie brano dotychczas pod uwage wrodzone|
i nabytej odpornosci na choroby zakazne. Rozwdj biologii
i genetyki molekularnej umozliwit wykazanie polimor-
fizmu biatek surowicy krwi liséw réznych odmian (4,
7, 10). Biatka te uwazane sa jako jeden z wielu gene-
tycznie uwarunkowanych czynnikéw wplywajacych na
podatnos¢ lub odpornos¢ na zakazenia (17).

Celem pracy byto poréwnanie wybranych parametrow
odpowiedzi humoralnej i komérkowej u liséw srebrzys-
tych i polarnych, u ktérych we wczeéniejszych badaniach
wykazano polimorfizm niektérych bialek surowicy krwi
(4, 10).

Materiat 1 metody

Zwierzeta doswiadczalne. Do badai uzyto 12 lisdw sre-
brzystych 1 12 polarnych w wieku 1-2 lat, w okresie przedubojo-
wym, . w pierwszej polowie listopada. Zwierzeta byty zywione
wedtug norm skandynawskich z uwzglednieniem dodatkéw



