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Opracowanie szczepionki ptzeciw
rotawirusowym zakażeniom prosiąt *)
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Summary

Development of a vaccine against rotaviral infections
in piglets

The aim of this study was to select swine rotavirus
strains for the production of a live vaccine against
rotaviral porcine diarrhoeas.

The estimation of biological properties of strains
was carried out under laboratory and field conditions.
seventeen swine field rotavirus strains were used for
the investigations. The in vivo experiments were per-
formed on co|ostrum-free piglets infected per os or
intramuscularly with individua| rotaviral strains. The
virulence of strains was determined on the basis of
their clinical condition after infection and the dura-
tion of shedder-state for 14 days after infection. In
the in vitro estimation of strains, molecular biology
methods were used by which extracts of viral RNA
were examined by the polyacrylamide ge| electrop-
horesis technique (PAGE).

In the in vivo experiments a distinct difference in
virulence of particular strains was demonstrated. A
correlation between the virulence of particular strains
was demonstrated. A correlation between the viru-
lence of rotaviruses for colostrum-free piglets and
the presence of rotavira| particles in faeces was found
in electron microscopic examinations of faecal sam-
p|es collected in the from infected sucklings. In some
cases no viruses were detected in the faeces ofinfected
piglets. Different electrophoretic mobility of particu-
lar genome RNA segments in examined strains was
determined by electrophoresis. A rotavirus strain
showing lack of virulence for colostrum-free piglets
was selected for vaccine production. This strain dif-
fered considerably in the distribution of electropho-
retic bands from the virulent reference osu strain
of swine rotavirus.

Choroby przewodu pokarmowego, manifestujące się obja-
wami biegunki, są jednym z głównych problemów, który rzu-
tuje na wyniki ekonomiczne uzyskiwane w hodowli trzody
chlewnej (2, 20, 21, ż2), Wśród najczęściej wykrywanych
patogenów, w próbach kału lub treści przewodu pokarmowego
prosiąt chorujących z objawami biegunki, wymienia się Es-
cherichia coli, Clostridium petfringens typ C, Isospora suis,
rotawirusy i koronawirusy (l, 2, 8, 11, 16)..Najczęściej ob-
serwuje się u osesków jednoczesne występowanie rotawirusów
i enterotoksycznych szczepów E. coLi. Wykazano, że szcze-
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gólnie cięzki przebieg infekcji ma miejsce w przypadkach,
gdy rotawirus i pałeczki okręznicy atakują makroorganizm
jednocześnie lub jeden po drugim, Pojedyncze infekcje tymi
sam ym i szczep ami wymienionych drobnoustroj ó w przebiegaj ą
znacznie łagodniej (4, I9).

Jak juz wielokrotnie wykazano (2,4,13, t9), w tym również
w Polsce (20), rotawirusy świń występują ubikwitarnie, po-
wodując występowanie biegunek u prosiąt ssących i prosiąt
w okresie odsadzeniowym. Biorąc to pod uwagę lzl\ano za
właściwe podjęcie badań zmlerzających do opracow ania szcze-
pionki przeciw zakażęnjom rotawirusowym u prosiąt. W ra-
mach tych badań dokonano m,in. analizy i wyboru nie pato-
gennych dla prosiąt bezsiarowych szczepów rotawirusa świń.

Materiał i metody

Zwterzęta. Do badań użyto 85 prosiąt bezsiarowych rasy
wielka biała polska, urodzonych przezmaciory nie szczepione
przeciwko rotawirusowym zakazeniom świń, odchowywanych
w izolatorach Państwowego Instytutu Weterynaryjnego (PIWet)
w Puławach.

Szczepy wirusowe. W badaniach wykorzystano 7'l izolalów
terenowych rotawirusa świń, pochodzących z własnego banku
szczepów oraz szczep referencyjny grupy A rotawirusów -
oSU.

Hodowla komórkowa, Szczepy rotawirusa namnazano w
hodowli ciągłej komórek nerki płodu małpy indonezyjskiej
rodu Makak MA-l04.

Przygotowanie puli szczepów rotawirusa świń w aspekcie
produkcji szczepionki doświadczalnej. Kazdy oceniany szczep
rotawirusa świń, przechowywany we własnym banku szcze-
pów w temperaturze -80"C, po rozmrozeniu, namnażano w
hodowli komórek MA-104. które pasazowano w butelkaclr
plastikowych o powierzchni dna 75 cm', zgodnie z ogólnie
przyjętymi zasadami. Po uzyskaniu całkowitego pokrycia dna
butelki, komórki pasażowano w stosunku 1:3lub I:4 co 48-]ż
godz. Jako podłoza wzrostowego uzywano płynu Eagle'a z
solami Earle'a zawierającego 10%-15Vo surowicy płodowej
bydlęcej, trypsynę krystaliczną (typ IX) w ilości 0,5 pg/ml oraz
antybiotyki (gentamycyna 50 pg/ml). W składzie podłoża utrzy-
mującego nie było surowicy, natomiast zawarty był dodatek
trypsyny w tym samym stęzeniu końcowym. Do trypsynizacji
komórek stosowano trypsyno-wersen (0,0ż% wersenu i 0,05%
trypsyny),

Ocena właściwości biologicznych szczepów rotawirusa świń
in vivo, Selekcji szczepów rotawirusa śwtń in vlvo dokonywa-
no przy użyciu prosiąt nie pobierających siary. Po namnożeniu
i wystandaryzowaniu minimalnej dawkl zakaźnej, jeden z ko-
lejno ocenianych szczepów rotawirusa podawano 5 prosiętom
per os w dawce 2 mllzwierzę. Obserwację kliniczną zakaża-
nych zwierząt prowadzono przez 14 dni po infekcj i, zwracĄąc
uwagę na Stan ogólny prosiąt, w,c.c, oraz zaburzęnla czynnoŚci
przewodu pokarmowego w postaci biegunki.

Oceny zjadliwości szczepów, poza obserwacją kliniczną pro-
siąt po zakażenil, dokonywano na podstawie badań laborato-
ryjnych.
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Dla oceny sie kale
zwierząt wykony omik
Próbki kału do b r 14

prosiąt. Przygotowywano 30Vo zawiesinę kału w buforowanym
ioztworze soli (PBS), którą wirowano przez 15-20 minut (1500-

-2000 obrotów/minutę) (obr./min.). Uzyskany po odwirowa-

wirusa świń. Zbioru wirusów dokonywano, gdy obserwowano
wy r aźny charaktery s tyc zny efekt cytopaty czny (cpe), poprzez
:-krotnó zamrożenie i rozmrozenie hodowli. Supernatant znad

hoclowli komórek zawierający zawiesinę wirusa klarowano

segmentów genolnowego RNA rotawirusów odnoszono do elek-

nowei dawki szczepionki ustalono na 5 ml; winna ona zawtęrać
co najmniej 10a'5 iCIDso szczep! szczepionkowego.

Wyniki i omówienie

Po doustnym zakażęntu prosiąt poszczególnymi szczepami

rotawirusa świń u większości (71) infekowanych zwierząt
wykazano zaburzęnia stanu ogólnego o różnym stopniu na-

silenia. Średnia grupowa w.c,c. zakażanych prosiąt w okresie

14 dni po infekcji wahała się w zależności od użytego szczepu

objawy odwodnienia organizmu. Dwa szczepy IWet 15 oraz

IŃet 16 nie doprowadziły do wystąpienia biegunki u zadnego

z l0 zainlekowanych prosiąt.

Ryc l. Elektronograf szczepu IWet l5 rotawirusa - widoczne wiriony

jednowarstwowe o charakterystycznej morfologii
(pow 44 000 x, barwlenie negatywowe molibdenianem amonu)

W badaniu elektronomikroskopowym prób kału pobranego

od zakażanych prosiąt uzyskano zróżnicowany obraz, widocz-

ne były ż formy kapsydów rotawirusa - kompletne, dwuwal-

stwowe cząsteczki wirionów, wielkości około 70 nm i poje-

dyncze cząstki niepełne z brakującą warstwą zęwnętrzną,

wielkości 60 nm. Dwadzieścia prób uzyskanych od prosiąt

zakażonych czteroma różnymi szczepami rotawirusa było ne-

gatywnych. Na uwagę zasługuje fakt, żę zaobserwowano ko-

relację pomiędzy zjadliwością rotawirusów dla prosiąt bez-

siarowych i występowaniem u nich biegunki, Nie wykazano

obecności wirusa w kale prosiąt infekowanych szczepami IWet

15 i IWet 16.
Za pomocą elektroforezy w żelu poliakrylamidowym uzy-

skano elektroferogramy świadczące o obecności rotawirusów

w większości badanych prób kału z wyjątkiem tych, które

uzyskano od prosiąt infekowanych szczepami IWet 15 i IWet

16, Uzyskane profile elektroforetyczne składały się z l l seg-

mentów, ułożonych chrakterystycznie dla rotawirusów na]e-

żących do grupy A, poSZcZe-

gólnych segmentów zczepów

różniła się w sposób elektro-

foretycznych szczepu OSU.
Na podstawie wyników badań przeprowadzonych na pro-

siętach orazbadań laboratoryjnych za prototyp szczepu szczę-

pionko otawirusa IWet 15, który

nie by iarowych, cechował się

zdolno li komórkowej, brakiem



380 Medycyna Wet. 52 (6) 1996

§§&* § c§tr§

Ryc 2 Elektroferogran]y dSRNA rotawlrusów - oSU i IWET l5
(elekt rotbrezll w żelu poliakryl lrlli dowym, barwieni e bromki enr etydyny)

siewstwa w kale oraz zdecydowairie róznym profilem elektro-

fbretycznym od zjadliwego szczepu ref'erencyjnego.

Rotawirusy posiadają genom zbudowany z 11 segmentów

dwuniciowego kwasu rybonukleinowego dsRNA (3). Zewnęt-

fzna warstwa dojrzałego kapsydu utworzona jest głównie z

białek VP4 i VP7, na których obecne są epitopy neutralizujące,

natomiast clominującym e]ementem struktury rdzenia jest biał-

ko VP6 (14, l1), Uwaga badaczy jest skupiona na tych trzech

białkach stl,ukluralnych wirionu i kodujących je segmentach

genomu, ponieważ stanowią one kryteria oceny zasadnl,czych

cech wirusa - zjadliwości i jego właściwości immunogennych,

Większość przeciwciał neutralizujących indukowanych w or-

ganizmie inf-ekcją lub immunizacją reaguje z determinantami

na glikoproteinie VP7, co spowodowane jest jej wysoką immu-

nogennoŚcią oraz lnasą, glikoproteina ta tworzy 30Va wszyst,

kich białek wirusa (6,1, ]3). Determinanty antygenowe zloka-

lizowane na VP4 również są immunogenne i indukują odporność

ochronną u zwierząt, a stymulowanę przęz nie przeciwciała
neutralizują wirus iłl vitt,o oraz biernie chronią przeciw za-

kazeniom heterologicznym szczepem rotawirusa in vivo (5,

6, )O, 12). Oprócz struktury pierwszorzędowej, wpływ na aktyw-

ność immunologiczną białek antygenowych rotawirusów ma

ich budowa przestrzenna oraz wzajemne oddziaływania białek

i struktur kapsydu (9, 15).

Jak wskazują dane piśmiennictwa, na świecie produkowa-

nych jest szereg szczepionek (Ambico, So]coEnterit 2, So1-

coEnterit 3) przeznaczonych do profilaktyki swoistej zakażeń

lotawirusowych u prosiąt. Wytwarzane biopreparaty zawierają

w swoim skłac]zie żywe szczepy rotawirusów cechujące się

brakiem zjadliwości dla prosiąt, Ze wzgl,ędów oczywistych
brakjest szczegółowych danych odnośnie zasad selekcji szcze-

pów rotawirusowych do produkcji szczepionek. Poza nięszkod-

liwością, charakteryzują się one na pewno zdolnością indu-

kowania odporności miejscowej i ogólnej prze,ciw zakazeniom

rotaWlruSoWym.

Celem dalszych badań będzie ustalenie wartości ochronne.1

szczepionki własnej oraz ewentualne porównanle jej z innymi

- odpowiednimi biopreparatami.
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Posocznica jest częstą przy czy lląpadnięć now o narodzonych źrebiąt Uspo-

sabia do jej wystąpienia zaburzenie przekazywania odpomości z matki na

potomstwo Czynnikiemetiologicznymjestnajczęściej Eschericllitlcoli,Kleb-
sielltt, At:tinobacillus, Elier()bacter, Pseudtlmonas, Citrobacter, Staphlltlcclcctts

i Streptococcus, U źrebięcia w wieku 24 godzin wystąpiła depresja, zaburzenie

ssania, osłabienie, zaostrzenie szmerów nad płucami Natomiast u drugiego

źreb,ięcia w wieku 48 godzin, u którego pobieranie pokarnru nie było zabu-

rzone. wystąpiła ostra biegunka prowadząca do osłabienia Poziom surowi-

czych IgG u obydwu źrebiąt wynosił około 800 nrg/dl. Jednakże występowała

ostra neutroirlia z przesunięciem obrazu krwi w lewo Z krwi wyizolowano

w czystej hodowli Actinobacillus słrs Jeden izolat był u, pełni wrażliwy na

amikacynę, ampicylinę, cefazolinę, ceftiofur, cefalotynę, chloramt'enikol, cy-

profoksacynę, klawamox, gentamycynę, penicylinę G, tetracyklinę i TMP+

sulfadiazynę. Natomiast drugi izolat,4. srris był oporny na amikacynę, peni-

cylinę G, słabo wrażliwy na ceftiofur, gentamycynę, tetracyklinę i tobramy-

c'nę' 
G


