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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 colostrum-free piglets infected per os or
intramuscularly with individual 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 gel 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 rotaviral particles in faeces was found
in electron microscopic examinations of faecal sam-
ples collected in the from infected sucklings. In some
cases no viruses were detected in the faeces of infected
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, manifestujace si¢ obja-
wami biegunki, sg jednym z gtéwnych probleméw, ktéry rzu-
tuje na wyniki ekonomiczne uzyskiwane w hodowli trzody
chlewnej (2, 20, 21, 22). Wsréd najczesciej wykrywanych
patogenéw, w probach katu lub tresci przewodu pokarmowego
prosiat chorujacych z objawami biegunki, wymienia si¢ Es-
cherichia coli, Clostridium perfringens typ C, Isospora suis,
rotawirusy i koronawirusy (1, 2, 8, 11, 16). Najczesciej ob-
serwuje sie u oseskow jednoczesne wystgpowanie rotawiruséw
1 enterotoksycznych szczepéw E. coli. Wykazano, ze szcze-

*) Praca zostala wykonana w ramach realizacji projektu PL-AES-236
finansowanego przez Il Polsko-Amerykaniski Fundusz im. M. Skiodow-
skiej-Curie

gblnie cigzki przebieg infekcji ma miejsce w przypadkach,
gdy rotawirus 1 pateczki okreznicy atakuja makroorganizm
jednoczesnie lub jeden po drugim. Pojedyncze infekcje tymi
samymi szczepami wymienionych drobnoustrojéw przebiegaja
znacznie tagodniej (4, 19).

Jak juz wielokrotnie wykazano (2, 4, 13, 19), w tym réwniez
w Polsce (20), rotawirusy $wifi wystepuja ubikwitarnie, po-
wodujac wystepowanie biegunek u prosiat ssacych i prosiat
w okresie odsadzeniowym. Biorgc to pod uwage uznano za
wlasciwe podjecie badan zmierzajacych do opracowania szcze-
pionki przeciw zakazeniom rotawirusowym u prosiat. W ra-
mach tych badari dokonano m.in. analizy i wyboru nie pato-
gennych dla prosiat bezsiarowych szczepéw rotawirusa §win.

Materiat i metody

Zwierzeta. Do badan uzyto 85 prosiat bezsiarowych rasy
wielka biata polska, urodzonych przez maciory nie szczepione
przeciwko rotawirusowym zakazeniom §wifi, odchowywanych
w izolatorach Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego (PTWet)
w Putawach.

Szczepy wirusowe. W badaniach wykorzystano 17 izolatéw
terenowych rotawirusa §wii, pochodzacych z wtasnego banku
szczepOw oraz szczep referencyjny grupy A rotawiruséw —
OSU.

Hodowla komérkowa. Szczepy rotawirusa namnazano w
hodowli ciagtej komérek nerki ptodu matpy indonezyjskiej
rodu Makak MA-104.

Przygotowanie puli szczepéw rotawirusa §wii w aspekcie
produkcji szczepionki do§wiadczalnej. Kazdy oceniany szczep
rotawirusa $wid, przechowywany we wihasnym banku szcze-
péw w temperaturze -80°C, po rozmrozeniu, namnazano w
hodowli komérek MA-104, ktére pasazowano w butelkach

. . . 2 . 21md
plastikowych o powierzchni dna 75 cm”, zgodnie z ogélnie
przyjetymi zasadami. Po uzyskaniu catkowitego pokrycia dna
butelki, komérki pasazowano w stosunku 1:3 lub 1:4 co 48-72
godz. Jako podioza wzrostowego uzywano plynu Eagle’a z
solami Earle’a zawierajacego 10%—15% surowicy plodowej
bydlecej, trypsyng krystaliczna (typ IX) w ilosci 0,5 pg/mi oraz
antybiotyki (gentamycyna 50 pg/ml). W sktadzie podioza utrzy-
mujacego nie byto surowicy, natomiast zawarty byl dodatek
trypsyny w tym samym st¢zeniu koncowym. Do trypsynizacji
komoérek stosowano trypsyno-wersen (0,02% wersenu i 0,05%
trypsyny).

Ocena wiasciwosci biologicznych szczepéw rotawirusa $wii
in vivo. Selekcji szczepdw rotawirusa $wiii in vivo dokonywa-
no przy uzyciu prosiat nie pobierajacych siary. Po namnozeniu
1 wystandaryzowaniu minimalnej dawki zakaZnej, jeden z ko-
lejno ocenianych szczepéw rotawirusa podawano 5 prosietom
per os w dawce 2 ml/zwierz¢. Obserwacje kliniczna zakaza-
nych zwierzat prowadzono przez 14 dni po infekcji, zwracajac
uwage na stan ogélny prosiat, w.c.c, oraz zaburzenia czynnosci
przewodu pokarmowego w postaci biegunki.

Oceny zjadliwosci szczepow, poza obserwacja kliniczna pro-
siat po zakazeniu, dokonywano na podstawie badan laborato-
ryjnych.
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Dla oceny siewstwa rotawirusow w kale zainfekowanych
zwierzat wykonywano badanie elektronomikroskopowe (EM ).
Prébki katu do badan pobierano 2. 4. 7 i 14 dni po zakazeniu
prosiat. Przygotowywano 30% zawiesing katu w buforowanym
roztworze soli (PBS), ktéra wirowano przez 15-20 minut (1500—
2000 obrotéw/minute) (obr./min.). Uzyskany po odwirowa-
niu supernatant sgczono przez saczki membranowe o srednicy
poréw 0.45 pm. Zawiesiny rotawiruséw nanoszono pipetka
pasterowska na siateczke, uzywana jako szkietko podstawowe
w mikroskopii elektronowej. pokryta btona z 0.5% roztworu
butvar B-98 (Electron Microscopy of Science) w chlorofor-
mie. Nadmiar zawiesiny odciggano bibuta filtracyjna a nastep-
nie nakraplano 2% molibdenian amonu i niesuszona siateczke
wprowadzano do kolumny mikroskopu (Tesla BS-500). Pre-
paraty oceniano stosujac powigkszenie 44 000-60 000x. Mik-
rofotografie wykonywano na btonach Agfa Scientia 23D56.

Podstawowa metoda wykrywania 1 okreglania przynaleznosci
grupowej ocenianych szezepdw rotawirusowych byla elekiro-
foreza w zelu poliakrylamidowym (PAGE). W tym celu ho-
dowle komorkowe zakazano poszezegdlnymi szczepami rota-
wirusa §witi. Zbioru wiruséw dokonywano, gdy obserwowano
wyrazny charakterystyczny efekt cytopatyczny (cpe), poprzez
3-krotne zamrozenie i rozmrozenie hodowli. Supernatant znad
hodowli komérek zawierajacy zawiesing wirusa klarowano
wirowaniem stosujac 3000 obr./min. przez 15 minul i zaggsz-
czano przy pomocy 20% glikolu polietylenowego w 2.5 M
NaCl. Precypitacj¢ materialu wirusowego przeprowadzano w
temperaturze 4°C w okresie 12 godzin. Agregaty wirusa osa-
dzano wirowaniem stosujac 12 000 obr./min. przez 30 minut.
Peletke wirusa poddawano lizie w 1% SDS i 0,1 M octanie
sodu i ekstrahowano rowna objetoscia fenolu. Faze wodng
precypitowano 95% ctanolem w obecnosci 3 M octanu sodu
przez noc 1| wirowano stosujac 14 000 obr./min. przez 30 minut.
Peletke RNA zawieszano w wodzie redestylowanej i okreslano
ilosé kwasu nukleinowego spektrofotometrycznie. przy diugosci
fali 260 nm. Ruchliwosé elektroforetyczng poszcezeglnych
segmentéw genomowego RNA rotawirusow 0dnoszono do elek-
troferogramu ds. RNA wyekstrahowanego z wzorcowego szeze-
pu OSU (3), Prébki kwasu nukleinowego, otrzymane w wyniku
ekstracji chemicznej. obciazone roziworem bromofenolu roz-
dzielano w 10% PAGE w 1X TBE, bez dodatku SDS, przez 15
godzin, przy 10 mA. Zele wybarwiano solami srebra przy
uzyeiu zestawu firmy Amersham lub bromkiem etydyny.

Przygotowanie szezepionki. Do namnazania szezepu rotawi-
rusa. wybranego do przygotowania szczepionki doswiadczal-
nej. uzyto wyrosnigtej, 1-2 dniowej hodowli komarek MA-104
kultywowanej w warunkach hodowli obrotowej. Po okresleniu,
przy pomocy testéw ELISA, immunofluorescencji bezposred-
niej (IF) i izolacji wirusa, miana TCIDso wybranego do produkeji
szezepionki szezepu, hodowle inkubowano zawiesing tego wi-
rusa w ilogei | TCIDsa/1 komdrke. W celu odslonigeia biatek
powierzchniowych rotawirusa przeprowadzano wstepng inku-
bacje wirusa z trypsyna krystaliczna (typ IX) w ilosci 10 pg/ml
w stezeniu koncowym. przez 30-60 min. w lemperaturze 37°c
bezposrednio przed zakazeniem komdrek (18). Do butelki ro-
lerowej typu NBS 4 250 ml wprowadzano 10 ml zawiesiny
wirusa. Inokulum dla jednej butelki NBS stanowil pamnozony
uprzednio wirus o mianie TCIDso co najmniej 10”. Po 1824
godz. inkubacji. kiedy efekt cytopatyczny (cpe) osiagal war-
(08¢ 80-90%. dokonywana zbioru wirusa. W tym celu zawar-
0S¢ butelek zamrazano 1 rozmrazano 3-krotnie. odwirowywa-
no resztki komorkowe przy 3000 obr./min. w ciagu 30 min., a
powstaly supernatant, po stwierdzeniu jalowoscei i okreSleniu
jego miana, zamrazano w temperaturze -80°C. W zaleznosci
od wysokosci miana szezepu produkcyjnego uzyskang hodow-
le wirusa rozcienczano tak. aby miano przed liofilizacjg wyno-
sito co najmnie) 107 TCIDsp. Po odpowiednim rozciefnczeniu
antygen szczepionkowy mieszano w stosunku 2:1 2 ostania-
czem laktoalbuminowym i liofilizowano. Objetos¢ jednej tere-

nowej dawki sz%epionki ustalono na 5 ml; winna ona zawierac
co najmniej 107> TCIDsp szczepu szczepionkowego.

Wyniki i oméwienie

Po doustnym zakazeniu prosigt poszczegélnymi szczepami
rotawirusa Swifi u wiekszosci (71) infekowanych zwierzat
wykazano zaburzenia stanu ogdlnego o réznym stopniu na-
silenia. Srednia grupowa w.c.c. zakazanych prosiat w okresie
14 dni po infekcji wahala si¢ w zaleznosci od uzytego szczepu
w granicach 38,5-41,7°C. Prosigta, u ktérych stwierdzono
podwyzszenie w.c.c. do 40.5°C wykazywaly apati¢, brak ape-
tytu, zmiany w zachowaniu manifestujgce si¢ odchodzeniem
od pozostatych prosiat w miocie oraz zaburzenia cZynnosci
przewodu pokarmowego w postaci intensywnej biegunki. Po
kilkunastu godzinach wystepowaly u wspomnianych zZwierzal
objawy odwodnienia organizmu. Dwa szczepy IWet 15 oraz
IWet 16 nie doprowadzily do wystapienia biegunki u zadnego
z 10 zainfekowanych prosiat.

Ryc. |. Elektronograf szczepu IWet 15 rotawirusa — widoczne wiriony
jednowarstwowe o charakterystycznej morfologii
(pow. 44 000 X, barwienie negatywowe molibdenianem amonu)

W badaniu elektronomikroskopowym préb katu pobranego
od zakazanych prosiat uzyskano zréznicowany obraz; widocz-
ne byty 2 formy kapsydéw rotawirusa — kompletne, dwuwar-
stwowe czasteczki wirionéw, wielkosci okoto 70 nm 1 poje-
dyncze czastki niepetne z brakujgca warstwg zewnetrzna,
wielkosci 60 nm. Dwadziescia préb uzyskanych od prosiat
zakazonych czteroma réznymi szczepami rotawirusa byto ne-
gatywnych. Na uwage zastuguje fakt, ze zaobserwowano ko-
relacje pomiedzy zjadliwoscia rotawiruséw dla prosiat bez-
siarowych i wystepowaniem u nich biegunki. Nie wykazano
obecnosci wirusa w kale prosiatinfekowanych szczepami IWet
15 1 IWet 16.

Za pomoca elektroforezy w zelu poliakrylamidowym uzy-
skano elektroferogramy $wiadczace o obecnosci rotawirusow
w wiekszosci badanych préb katu z wyjatkiem tych, ktore
uzyskano od prosiat infekowanych szczepami IWet 15 1 IWet
16. Uzyskane profile elektroforetyczne skladaty si¢ z 11 seg-
mentéw, ulozonych chrakterystycznie dla rotawirus6w nale-
zacych do grupy A. Ruchliwos¢ elektroforetyczna poszcze-
g6lnych segmentéw genomowego RNA badanych szczepow
réanita sie w sposéb wyrazny od rozkladu prazkow elektro-
foretycznych szczepu OSU.

Na podstawie wynikéw badan przeprowadzonych na pro-
sietach oraz badaf laboratoryjnych za prototyp szczepu szcze-
pionkowego uznano izolat terenowy rotawirusa IWet 15, ktory
nie byt patogenny dla prosiat bezsiarowych, cechowatl si¢
zdolnosciag do namnazania w hodowli komérkowej, brakiem
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osu Wet 15

Ryc. 2. Elektroferogramy dsRNA rotawiruséw — OSU i TWET 15
(elektroforeza w zelu poliakrylamidowym, barwienie bromkiem etydyny)

siewstwa w kale oraz zdecydowanie réznym profilem elektro-
foretycznym od zjadliwego szczepu referencyjnego.

Rotawirusy posiadaja genom zbudowany z 11 segmentéw
dwuniciowego kwasu rybonukleinowego dsRNA (3). Zewngt-
rzna warstwa dojrzatego kapsydu utworzona jest gléwnie z
biatek VP4 i VP7, na ktérych obecne sg epitopy neutralizujace,
natomiast dominujacym elementem struktury rdzenia jest biat-
ko VP6 (14, 17). Uwaga badaczy jest skupiona na tych trzech
biatkach strukturalnych wirionu i kodujacych je segmentach
genomu, poniewaz stanowia one kryteria oceny zasadniczych
cech wirusa — zjadliwosci i jego wlasciwosci immunogennych.
Wiekszo$¢ przeciwcial neutralizujacych indukowanych w or-
ganizmie infekcja lub immunizacja reaguje z determinantami
na glikoproteinie VP7, co spowodowane jest jej wysoka immu-
nogennoscia oraz masa, glikoproteina ta tworzy 30% wszyst-
kich biatek wirusa (6, 7. 13). Determinanty antygenowe zloka-
lizowane na VP4 réwniez s immunogenne i indukuja odpornos¢
ochronng u zwierzat, a stymulowane przez nie przeciwciala
neutralizuja wirus in vitro oraz biernie chronia przeciw za-
kazeniom heterologicznym szczepem rotawirusa in vivo (5,
6, 10, 12). Oprécz struktury pierwszorzedowej, wptyw na aktyw-
noéé immunologiczna biatek antygenowych rotawiruséw ma
ich budowa przestrzenna oraz wzajemne oddziatywania biatek
i struktur kapsydu (9, 15).

Jak wskazuja dane pi$miennictwa, na $wiecie produkowa-
nych jest szereg szczepionek (Ambico, SolcoEnterit 2, Sol-
coEnterit 3) przeznaczonych do profilaktyki swoistej zakazen
rotawirusowych u prosiat. Wytwarzane biopreparaty zawieraja
w swoim skladzie Zywe szczepy rotawiruséw cechujace si¢
brakiem zjadliwosci dla prosiat. Ze wzgledéw oczywistych
brak jest szczegétowych danych odnosnie zasad selekeji szeze-
pow rotawirusowych do produkcji szczepionek. Poza nieszkod-
liwoscia, charakteryzuja si¢ one na pewno zdolnoscig indu-
kowania odpornosci miejscowej 1 ogélnej przeciw zakazeniom
rotawirusowym.

Celem dalszych badafi bedzie ustalenie wartosci ochronnej
szczepionki whasnej oraz ewentualne poréwnanie jej z innymi
— odpowiednimi biopreparatami.
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NELSON K. M., DARIEN B. J., KONKLE D. M., HART-
MANN F. A.: Posocznica na tle Actinobacillus suis u dwoéch
irebiat. (Actinobacillus suis septicaemia in two foals). Vet.
Rec. 138, 39-40, 1996 (2)

Posocznica jest czesta przyczyna padnigé nowo narodzonych Zrebiat. Uspo-
sabia do jej wystapienia zaburzenie przekazywania odpornosci z matki na
potomstwo, Czynnikiem etiologicznym jest najczesciej Escherichia coli, Kleb-
siella, Actinobacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Citrobacter, Staphylococcus
i Streptococcus. U Zrebiecia w wieku 24 godzin wystapila depresja, zaburzenie
ssania, ostabienie, zaostrzeniec szmeréw nad ptucami. Natomiast u drugiego
rebiecia w wicku 48 godzin, u ktérego pobieranie pokarmu nie byto zabu-
rzone. wystapila ostra biegunka prowadzaca do ostabienia. Poziom SUrowi-
czych IgG u obydwu Zrebiat wynosit okoto 800 mg/dl. Jednakze wystgpowata
ostra neutrofilia z przesunigciem obrazu krwi w lewo. Z krwi wyizolowano
w czystej hodowli Actinobacillus suis. Jeden izolat byt w petni wrazliwy na
amikacyne, ampicyling, cefazoling, ceftiofur, cefalotyng, chloramtenikol, cy-
profoksacyne, klawamox, gentamycyng, penicyline G, tetracykling i TMP+
sulfadiazyng. Natomiast drugi izolat A. suis byl oporny na amikacyne, peni-
cyline G, stabo wrazliwy na ceftiofur, gentamycyne, tetracykling i tobramy-
cyne,

G.



