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Badaniom wirusa pomoru rzekomego drobiu (NDV) po$swiecono bardzo
duzo prac. Stanowi on przedmiot zainteresowania wirusologow wetery-
naryjnych jako czynnik etiologiczny choroby waznej pod wzgledem gos-
podarczym, a ponadto jest dogodnym wirusem modelowym w badaniach
wirusologicznych.

Szerokie zastosowanie metod hodowli tkanek stworzylo dalsze mozli-
wosci poznania jego cech biologicznych. Szczegélnie wazne sg proby na-
mnazania go w hodowlach tkankowych w celu produkeji szczepionki.
Hodowla tkankowa umozliwia $cistg kontrole warunkéw namnazania wi-
rusa i mozliwosé ich zmiany przez dobér réznych tkanek, réoznych gatun-
kéw zwierzat, zarowno wrazliwych, jak i niewrazliwych na NDV w wa-
runkach naturalnych, dalej temperatury namnazania, skiadu ptynow
odzywczych itd. Przy stosowanej do niedawna wylacznie metodzie namna-
zania wirusa pomoru rzekomego kur w rozwijajacym sig zarodku kurzym,
mozliwosci te byly znacznie ograniczone koniecznoscig zapewnienia wlas-
ciwych warunkéw dla rozwoju zarodka.

Stwierdzenie mozliwosci namnazania wirusa pomoru rzekomego w ho-
dowlach tkanek zwierzat niewrazliwych na te chorobe ma duze znaczenie.
Stosowane dotychczas zywe szczepionki stwarzajg niebezpieczenstwo prze-
niesienia zarazk6éw innych chorob drobiu, np. zjadliwego wirusa pomoru
rzekomego, S. pullorum, PPLO, wiruséw ornitozy, a szczegdlnie wirusow
limfomatozy. Szczepionki sporzadza sie bowiem przez namnazanie wirusa
w zarodkach kurzych, ktére moga pochodzi¢ od kur-nosicielek, a brak

* Autoreferat — praca in extenso opublikowana zostala w Medycynie Doswiad-
czalnej i Mikrobiologii 14(1) 51—68, 1962.
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dotychczas prostych i nadajacych sie do masowego stosowania metod umo-
zliwiajgcych wykrycie stanu nosicielstwa. Cottral i wspotpracownicy
(1954) wykazali w szeregu doswiadczen, ze w $rodowisku zakazonym po-
zornie zdrowe kury znoszg jaja zawierajgce czynnik wywolujgcy limfo-
matoze wisceralng i osteopetroze; w zarodkach jaj pochodzgcych od kur
ze stada zakazonego neurolimfomatozg nie stwierdzono czynnika wywo-
tujacego te posta¢ choroby. Burmester i wspétpracownicy (1955) po-
twierdzili w doswiadczeniach terenowych na duzym materiale zwierze-
cym mozliwo§¢ rozprzestrzeniania limfomatozy przez szczepienia szcze-
pionkami zywymi, sporzadzonymi z zarodkéw kur z ferm objetych ta
choroba. ‘

Uzycie hodowli tkanek ssakéw do namnazania wirusa w celu produkcji
szczepionki usuwa to niebezpieczenstwo.

Badania wtasne

Mezogeniczny szczep Roakin wirusa pomoru rzekomego drobiu wyka-
zywal przy namnazaniu go w hodowlach tkankowych komoérek nerki swini
stosunkowo slabe dzialanie cytopatogenne. Pojawialy sie jedynie wstepne
zmiany zwyrodnieniowe. W wielu przypadkach nawet w hodowlach za-
kazonych wigkszymi stezeniami wirusa, obserwowano cofanie sie zmian
cytopatogennych i niekiedy regeneracje tkanki. Shimizu i wspélpra-
cownicy (1957) wykazali znaczne dzialanie cytopatogenne 3 innych szcze-
pow tego wirusa, jednak w odmiennych warunkach hodowli tkankoyej
(przy uzyciu plynu odzyweczego utrzymujgcego o innym skladzie). Podobne
stabe dzialanie cytopatogenne i zdolnosé do regeneracji tkanki wykazal
Hallauer (1958), nawet dla zjadliwego szczepu wirusa pomoru rzeko-
mego, przy namnazaniu go w przeszczepach tkanek ludzkich. Wyrazne
roéznice dzialania cytopatogennego szczepéw zjadliwych i niezjadliwych
mozna stwierdzi¢ w hodowlach tkanek zarodka kurzego, jak to wykazali
Bang i Warwick (1957) w hodowlach rotacyjnych, a Mussgay
iRussew(1960) w hodowlach jednowarstwowych.

Przy tak stabym dzialaniu cytopatogennym badanie zmian morfologicz-
nych wymagalo uzycia odpowiedniego ptynu odzywezego utrzymujacego.
Wybrano do tego celu ptyn owodniowy krowy. Jest to najdogodniejszy
ptyn naturalny, gdyz podobnie jak ultrafiltrat surowicy i ptyny synte-
tyczne, zapobiega tworzeniu sie kuleczek tluszczu w protoplazmie hodo-
wanych komorek i umozliwia utrzymywanie hodowli w dobrym stanie
przez diugi okres bez koniecznosci jego wymiany. K 16 n e (1958) podkresla
rowniez, ze nie hamuje on wzrostu szeregu wiruséw. Z uwagi na brak
danych z piSmiennictwa dotyczacych wplywu tego plynu na namnazanie
wirusa pomoru rzekomego nastawiono do$wiadczenie, ktoére nie wykazalo
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dzialania hamujgcego. Ptyn HSH byl plynem znacznie gorszym i hodowle
ulegaly doé¢ szybko zmianom, co uniemozliwiato prowadzenie dtuzszych
obserwacji.

W trakcie 36 pasazy nie wykazano zmian cytopatogennosci szczepu dla
hodowli komérek nerki §wini. Zalozenie pracy nie wymagato prowadze-
nia wigkszej ilosci pasazy, jak to ma miejsce w badaniach, ktérych celem
jest uzyskanie szczepu niechorobotworczego. W opisanych do§wiadczeniach
szczep wyjsciowy byl szczepem niezjadliwym.

Badanie ilosci wirusa w poszczegdlnych pasazach wykonywano przez
okreslanie TIDs;y w hodowlach tkankowych oraz LDs, na zarodkach ku-
rzych. Z reguly przy pierwszym pasazu na zarodkach materialu z hodowli
uzyskiwano miano nizsze, jednak juz w drugim pasazu osiggalo ono war-
tos¢ rowng wirusowi wyjsciowemu. Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi
Chanocka (1955), dotyczagcymi namnazania wirusa pomoru rzekomego
w hodowlach nerek malpy.

Dynamike namnazania sie wirusa w hodowli tkankowej okreslono droga
zakazania zarodkéw. Oznaczenie takie wykonano dla 5, 10 i 31 pasazu
wirusa w hodowli tkankowej. Wykres wskazuje réznice krzywej wzrostu
i utrzymywania sie wirusa. W wyzszych pasazach obserwuje sie przediu-
zenie okresu utrzymywania sie wirusa w hodowli i w 31 pasazu stwierdza
sie go jeszcze po 42 dniach. Swiadczyé ono moze w pewnym stopniu o po-
stepujgcej adaptacji wirusa do tkanki nerki $wini, co wyraza sie poja-
wieniem sie pewnego stanu réwnowagi miedzy komoérkg a wirusem. Ob-
nizanie sie poziomu miana wirusa po tak dilugich okresach namnazania
w hodowli jest w znacznym stopniu nastepstwem zmian starczych tkanki.
Niemniej jednak réznice miedzy badanymi pasazami sg wyrazne, zwlasz-
cza ze uzyskano je w tych samych hodowlach tkankowych.

Dawka wirusa uzyta do zakazania hodowli nie miala wplywu na jego
koncowe miano w materiale pobieranym w 24 godziny’ po wystgpieniu
pierwszych zmian cytopatogennych. Poréwnanie miana wirusa w pelnej
hodowli tkankowej i w samym plynie odzywczym $wiadczy o szybkim
i pelnym uwalnianiu sie¢ namnozonego wirusa z komorek i przechodzeniu
do ptynu odzywczego. Wykazal to rowniez Mussgay dla szczepu zjad-
liwego oraz lentogenicznego szczepu Fjp;. Natomiast Henle i wspotpra-
cownicy (1958) podaja, ze w warunkach trwatego zakazenia hodowli loka-
lizacja wirusa pomoru rzekomego moze by¢ calkowicie odmienna i wtedy
tylko 1—10% jego ilosci stwierdza sie w plynie, a reszta zwigzana jest
z komoérkami.

Pieciokrotne zamrazanie i rozmrazanie hodowli zakazonej wirusem nie
wplynelo na jego miano, podobnie jak to ma miejsce przy tym wirusie
namnazanym w zarodkach kurzych (M ussgay— 1960).
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Material wirusowy uzyskiwany z hodowli tkankowych nie wykazywal
wlasciwosci hemaglutynacyjnych w stosunku do krwinek kurzych. Na
brak tych wlasciwosci u wirusa pomoru rzekomego namnazanego w.ho-
dowlach tkankowych wzglednie ich znaczne oslabienie w poréwnaniu
z wirusem namnazanym w zarodkach kurzych zwraca uwage szereg auto-
row (Chapronierei Pereira — 1955; Shimizu i wspoélpracow-
nicy — 1958; Chanock — 19535). Wydawalo sie, ze wirus pomoru rze-
komego wykazuje brak tych wlasciwos$ci przy namnazaniu go w hodowlach
tkanek ssakoéw, jednak podobne zjawisko stwierdzano réwniez w hodow-
lach tkanek zarodka kurzego (Tyrrel — 1955). Russe w na 4 badane
szczepy tylko u 1 (zjadliwego) stwierdzil pojawienie sie hemaglutyniny.
Goldwasser i Kohn (1957) otrzymali dodatnig reakcje HA jedynie
przy stworzeniu specjalnych warunkéw hodowli. Z drugiej strony H a -
lauer (1958) wykazal wysokie miano HA wirusa z hodowli tkanek ludz-
kich, a Russe w z hodowli nerki bydta dorostego. Mozna ogélnie stwier-
dzié, ze jedynie szczepy zjadliwe namnazane w hodowlach dajg miano HA
zblizone do warto$ci uzyskiwanych z wirusem zarodkowym. Réznice miana
otrzymywanego przez roéznych autoré6w mozna tlumaczyé odmiennoscia
metodyki hodowli, wyborem tkanki, a szczegblnie skladem plynu odzyw-
czego utrzymujgcego.

Dla wyjasnienia braku wlasciwosci hemaglutynacyjnych wirusa na-
mnazanego w opisanych doswiadczeniach wlasnych badano uzywany plyn
utrzymujacy na obecno$é¢ inhibitoro6w hemaglutynacji, a po ich stwier-
dzeniu stosowano zabiegi majgce na celu ich usuniecie. Niszczenie inhi-
bitorow dzialaniem nadjodanu sodowego (NaJO,), ktéore wedlug Gr a-
noffa (1955) umozliwia wykrycie nawet bardzo maltych stezen hema-
glutynin u wirusa grypy, nie dalo efektu. Stosowano roéwniez dziatanie
eteru na plyn hodowli tkankowej, gdyz wiadomo z doswiadczen wlasnych,
ze zabieg taki podnosit znacznie aktywnos$¢é hemaglutynacyjna kilku bada-
nych szczepow wirusa pomoru rzekomego, namnazanych w zarodkach ku-
rzych; rowniez ten sposéb dal wyniki ujemne.

Celem zniszczenia inhibitor6w w ptynie utrzymujgcym stosowano takze
poddawanie go dzialaniu wyzszych temperatur przed uzyciem do hodowli.
Skuteczne okazalo sie ogrzewanie przez godzine w 100°C, co wyrazalo
sie znacznym spadkiem ilosci inhibitorow. Ogrzewanie plynu umniejsza
co prawda jego wartos¢ jako plynu odzyweczego utrzymujgcego, jednak
jest on jeszcze w pelni przydatny dla zapewnienia odpowiednich warun-
kow dla komoérek przez okres, ktéry wystarcza dla obserwacji zmian mor-
fologicznych przy namnazaniu wirusa. W hodowlach na takim ptynie
uzyskano dodatni odezyn hemaglutynacji. Stwierdzano go od 4 do 11 dnia
po zakazeniu; miano bylo niskie i odpowiadalo wartosciom uzyskanym
przez Chanocka (1955) dla innych szczepow tego wirusa przy namna-
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zaniu w hodowli nerki malpy. Dodatnig reakcje HA uzyskano réwniez
przy uzyciu plynu HSH. Dane te wskazujg, ze szczep Roakin przy na-
mnazaniu sie w hodowli nerki §wini wykazuje stosunkowo stabsze wlasci-
wosci hemaglutynacyjne niz wirus zarodkowy, i ze w zwigzku z tym
obecnos¢ inhibitoréw w ptynie hodowli uniemozliwia ich wykazanie,

Dalszg metods, majgcg na celu usuniecie inhibitoréw z pltynu zawie-
rajgcego wirus, bylo jego czeSciowe oczyszczenie za pomocg riwanolu.
Przydatnos$¢ tej metody wyprébowano najpierw przy oczyszczaniu wirusa
zarodkowego. Celem jej nie bylo uzyskanie wysoce stezonych preparatéw
wirusa, a jedynie proba usuniecia pozawirusowych substancji uniemozli-
wiajagcych wykazanie hemaglutynin. Wyniki uzyskane z wirusem zarod-
kowym byty zachecajace, gdyz otrzymany material przy 18-krotnie mniej-
szej ilosci N ogoélnego wykazywal 4-krotnie wyzsze miano HA w poroéw-
naniu z wirusem wyjsciowym. Jednakze przy oczyszczaniu tg metodg
wirusa z hodowli tkankowej (szczep RH) nie udalo sie usungé inhibitorow
i wykaza¢ hemaglutynin w zadnej z frakcji.

Reakcja hemadsorpcji w hodowlach z pltynem odzywczym HSH dawala
dodatnie wyniki. Umozliwia to w sposéb prosty okreslanie zakazenia
hodowli, w ktérych efekt cytopatogenny jest staby lub maskowany przez
szybko wystepujace zmiany morfologiczne komérek na skutek wlasciwosci
samego plynu utrzymujgcego.

Przy badaniu zjadliwosci szczepu z hodowli tkankowych (RH) stwier-
dzono na zarodkach nizszg warto$é LDsy oraz nieznaczne przedtuzenie
Sredniego czasu obumierania w poréwnaniu ze szczepem wyj$ciowym, co
pozwala na zaszeregowanie szczepu RH do szczepéw mezogenicznych.
Rowniez aktywnosé aldolazy dla obu szczepéw jest taka sama. Podstawa
uzycia odczynu aldolazowego bylo doniesienie Smitha i Kuna (1954),
ktéorzy stwierdzili wzrost aktywnosci aldolazy plynu omoczniowego za-
rodkéw zakazonych wirusem pomoru rzekomego oraz praca Mierze-
jewskiego (1961), wskazujgca na jej zalezno$é¢ od zjadliwosci szczepu.

Natomiast znaczne roéznice wykazano przy uzyciu proby zjadliwosci
domoézgowej (IPI Hansona — 1956) i domie$niowej dla pisklat jedno-
dniowych. Wartosci te dla szczepu wyjsciowego potwierdzajg jego mezo-
geniczny charakter, natomiast uzyskane dla szczepu RH z hodowli tkan-
- kowych kwalifikujg go jako szczep lentogeniczny.

Szczep RH wykazywat dobre dzialanie uodporniajgce u szczepionych
domiesniowo kurczat, przy czym poziom przeciwciatl i czasu utrzymywa-
nia sie ich w podanym okresie byt podobny jak po szczepieniu wyjscio-
wym szczepem Roakin. Przy dalszych badaniach ilosciowych wykazano,
ze ImDjy szczepu wyjsciowego jest wyzsze i ze réznica ta jest statystycz-
nie znamienna.

14 — Zeszyty problemowe — Zeszyt 56
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Oceniajgc dane dotyczace nieszkodliwosci i wartosci uodporniajacych
szczepu RH mozna stwierdzi¢, ze namnazanie wirusa w hodowlach tkan-
kowych pozwala otrzyma¢ material o dobrych wlasciwosciach uodpornia-
jacych, zupelnie nieszkodliwy. Stwierdzone obnizenie indeksu zjadliwo$ci
domoézgowej do wartosci charakterystycznej dla szczepu lentogenicznego
Swiadczy, ze materiat taki bedzie caltkowicie bezpieczny w uzyciu, gdyz
usuwa mozliwosci powiklan poszczepiennych, co jak wiadomo z obserwa-
cji terenowych, wystepuje dos¢ czesto przy uzyciu szczepionki R. Zasto-
sowanie tkanki heterologicznej umozliwia eliminacje innych czynnikow
zakaznych dla drobiu, czego nie mozna uzyskaé przy namnazaniu wirusa
w zarodkach kurzych.

Pismiennictwo obejmujace 42 pozycje podano przy pracy in extenso.

3. JIapcku

BUOJIOTMYECKUE CBOVICTBA ILITAMMA ROAKIN
BUPYCA NEW-CASTLE IIACCAXKMPYEMOI'O B OI[HOCJIOMHOM
KVYJBTYPE KJIETOK IIOYKU CBUHbBU

PeswomMme

IIIramm Roakin asmaTckoit 4YyMbl JOMAaLIHEl) IITULBI JETKO Pa3MHO-
JKaeTcs M Iacca*XMpyeTcd B ORHOCJIOMHOM KYJbTYpPE KJETOK II0OYKM CBU-
HbJM, NIPUYEM €ro IMTONATOTeHHOe HeMCTBHUEe ABJSAETCS CPaBHUTENBHO CJa-
ObIM B IpUMEHAEMBIX YCJOBMAX KYJbTYPBL THUTP BUpyCa SABJIAETCA HU3-
IIMM, YeM IIpM Pa3sMHOKEHMM B KYPHMHBIX oaMOpmoHax. VccienoBanme nu-
HaMMKY Pa3MHOIKEHMS BMUpyca M ero HajJguuue B KYJbType B pPaHHUX
M JaJBbHEMIIMX IIaccazkaX, YKa3bIBaeT Ha IIPOTPECCHUPYIOLLYIO aXalTalyio
BMpyCa TKaHBLIO. BUpyC, pasMHOKAIOLMIICA B KJIETKaX KyJIbTypsl, OBICTPO
ocBODOOIKZIaeTCs M IEPEeXOAUT K IIMTATEJbHON ZXKUIKOCTH.

OTcyTcTBME reMarJIIOTMHAIMOHHBLIX HPM3HAKOB BMPYCHOrO MaTepuaJla
M3 KyJbTYpPhl CBA3aHO C TPUCYTCTBMEM MHIUOMTOPOB B TIPMMEHSEMO
PUKCUPYIOLIET NUTATENBLHOM XuAKocTH. IIpyM NpMMEHEHMM XKUAKOCTU,
IIOABEPIKEHHOM AeiicTBuio TeMmmneparypsl 100°C mam XUAKOCTHM [ApPYroro
cocTaBa, ObLIa moJsydyeHa IOJIOXKMTENLHad peakimsa Ha. Ownienye c 1mo-
MOLIIBIO PMBAHOJS OKa3aJIOCh METOZAOM, IIPUTOAHBIM XIJIA BHpyca M3 aj-
JIAHTOMCHOI IKMIKOCTM SMOpPMOHa, pe3yJbTaToM yero 61 poct Turpa Ha.
3aTo B ciydyae BMpyca M3 TKaHEBOM KYJBTYPBI 3TOT METOZ OKa3aJICHA
6e3ycneniHbIm.

TxkaHeBble KyJbTYpPHI ¢ xuaroctbio HSH, 3apazkeHHbIE BUPYCOM, IIPO-
ABJAIOT reMazacopbimmo. Cpemamii cpok oTMMpaHMs SMOPMHOB, 3apazKeH-
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HBIX mraMMmMoM RH, sBaserca sus HeMHOro 6oJsiee IPOOJIZKUTEIBHBIM,
YyeM IIOCJIe 3apazKeHMs MCXOAHBIM BUPYCOM. AKTMBHOCTbL aJIbA0JIA3bI
B aJIJIAHTOMCHOM XMUIKOCTU ABJISETCS TaKOIl Xe.

IIIramm RH, mosydeHHBIVI IIyTeM Me30T€HMYECKMX ITaccaxKkeil LITaMMa
Roakin B TKaHeBBIX KyJAbTypaX, IPOABJAET MHAEKC MHTpalepedbpabHOMN
BUPYJIEHTHOCTM, XapaKTepHbII IJs JIEHTOTeHMYECKMX ILITaMMOB. VIMMmy-
HM3aIMOHHOe KadecTBO mtamMmMa RH xopoinee, a ypoBeHb aHTUTEJ M CPOK
UX YIAEPXKUBAHUSA SABJSETCA CXOOHBIM CO CPOROM IIOcje BaKLMHMPOBAa-
HuA mramMMoM Roakin. ImDs; sToro mociemHero ImTaMMa OfHAKo Gojee
BBICOKMII M pPa3HMIA CTATUCTUYECKM XapaKTepHas.

Bupyc, pa3MHOXKEHHbBIJI B TKAHEBBIX KYJbTypax, MMEET NPUEMYILeCT-
Ba, yKasbIBaloll[Me Ha €ro IPUTOAHOCTb JJI IIPOM3BOACTBA BaKIVHBI
IIPOTUB a3MATCKOM YyMbI JOMAIlIHE! IITULIBI.

Z. Larski

BIOLOGICAL PROPERTIES OF NEW CASTLE DISEASE VIRUS
(ROAKIN STRAIN) AS PASSAGED IN THE MONOLAYER
PIG KIDNEY’'S TISSUE CULTURE

Summary

The New Castle disease Roakin strain can be easily multiplied and pas-
saged in the monolayer pig kidney’s tissue culture and its cytopathogenic
effect is comparatively weaker under the applied conditions of virus culti-
vation in the tissue culture than when it is multiplied in the chicken
embryo. The studies on the dynamics of virus multiplication and its viabi-
lity in the tissue culture, in the first and following passages indicates
the progressive adaptation of the virus to the tissue. Multiplying virus
in the tissue culture releases itself quickly to the medium.

The lack of hemaglutination properties of the virus from tissue cul-
ture is connected with the presence of inhibitors in the medium, when
medium imposed to 100°C temperature or when medium with different
composition was applied, a positive HA reaction was observed. Rivanol

_purification was a useful method for the virus from amnion liquid of the
chicken embryo because it increase the HA of the virus. However, in the
case of a virus material from the liquid of tissue culture this ‘method was
without.

Tissue culture with HSH liquid, infected with virus showed the pheno-
menon of hemadsorption. The average surviving period of embryos in fac-
ted with the RH strain is a little longer than after infection of the
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outcoming virus. Also the activity of aldolase in the amnion liquid is the
same.

The RH strain acquired through mesogenic passages of the Roakin
strain in the tissue culture shows index of cerebral virulence characte-
ristic for the lentogenic strains. The resistance of the RH strain is good
and the level of antibodies and the period of their duration is similar to
the one after vaccination with the Roakin strain. However ImDsy of this
last strain is higher and the difference statistically significant.

The virus which is multiplied in tissue culture has qualities which make
it useful for preparation of the vaccine against New Castle disease.



