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Propagation of Derzsy disease virus in goose embryo fibroblasts.
An application of the Celligen Plus bioreactor

Summary:

Derzsy desease is a fatal hepatitis of young geese under the age of 5 weeks.
The etiological agent is a goose parvovirus (GPV) which is widespread in all ma-
jor goose farming countries in Europe and Asia. At present, vaccination is the
only method preventing the loss of animals. In vitro GPV replicates only in goose
embryo fibroblasts (GEF) and this way the virus is propagated in order to obtain
the material for diagnostic tests and vaccine production.

In this paper, we report the application of bioreactor Celligen Plus for GEF
culture and Derzsy disease virus propagation. The method is based on immobi-
lization and culture of cells on porous glass carriers in bioreactor. Comparing to
the traditional cell culture techniques, the described method was over 12-fold
more efficient and allowed to obtain good quality virus pool for Derzsy disease
vaccine preparation.
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1. Wprowadzenie

Choroba Derzsyego jest wirusowg chorobg gesi oraz kaczek Barbarie i Mullard,
bardzo zakazng o gwattownym przebiegu konczacym sie $miercig gtdwnie miodych
ptakow, w wieku ponizej pigtego tygodnia zycia (1,2).

Wywotujacy ja parwowirus (Goose parvovirus, GPV) jest matym, ikozaedralnym wi-
rusem o $rednicy 20-22 nm, nalezacym do rodziny Parvoviridae (3,4). Genomowy
DNA parwowirusow jest jednoniciowg czasteczkg o masie wahajacej sie pomiedzy
1,2-2,2 x 10" Da (5). Replikacja parwowiruséw odbywa sie w jadrze komoérkowym
intensywnie dzielgcych sie komorek. Cykl zyciowy parwowirusOw jest jednak po-
wolny. Adsorpcja na komdrkach gospodarza nastepuje w ciggu 1-2 godzin, a okres
eklipsy wynosi okoto 10-16 godzin. Synteza dojrzatych czastek wirusa trwa kolejne
8-12 godzin. Catkowity cykl replikacyjny dojrzewajgcego w jadrze wirionu trwa za-
tem okoto 24-30 godzin (5,6).

W warunkach in vitro GPV namnaza sie jedynie w hodowli fibroblastéw zarodkéw
gesi (GEF), do sporzadzenia, ktdrej stuzag zarodki gesie dostepne w trwajgcym od
stycznia do czerwca sezonie legowym.

Zwalczanie choroby Derzsyego polega na stosowaniu szczepieri ochronnych. Do
tego celu stuzy szczepionka zawierajgca namnozony w hodowli GEF atenuowany wi-
rus. Diagnostyka serologiczna choroby opiera sie gtéwnie na odczynie seroneutrali-
zacji (SN), ktéry wykonywany jest w hodowli GEF oraz na testach immunoenzyma-
tycznych (ELISA) (1,7,8).

Do produkcji szczepionki i antygenu do testu SN i ELISA potrzebny jest wirus
w duzej ilosci.

Gesi majg krotki okres legowy i w zwigzku z tym konieczne jest opracowanie
metody pozwalajacej na uzyskanie duzych (pokrywajacych catoroczne zapotrzebo-
wanie) ilosci komérek GEF i wirusa do produkcji szczepionki oraz testéw serolo-
gicznych.

Odpowiednig ilos¢ komorek zwierzecych mozna uzyska¢ hodujac je na powierzchni
porowatych nosnikéw, ktére maja duzg powierzchnie dostepng dla komorek przy
stosunkowo malej objetosci. W prezentowanej pracy komérki GEF hodowano na
nosnikach ze spiekanego szklta porowatego, ktére dzieki rozwinietej powierzchni
(okoto 0,4 m™g nosnika) i porowatosci (wielko$¢ poréw 2-3 razy wieksza od rozmia-
row komorki) stwarzajg dobre warunki do penetracji poréw przez komorki i skiad-
niki odzywcze (9,10).

Celem pracy byto zastosowanie hodowli komoérek GEF immobilizowanych na
spiekanym szkle porowatym w bioreaktorze Celligen Plus*, do namnazania wirusa
choroby Derzsyego i poréwnanie wydajnosci tego procesu z tradycyjng metoda ho-
dowli komorek na szklanych powierzchniach ptaskich.

* Bioreaktor Celligen Plus zakupiono ze $rodkéw Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej w ramach progra-
mu Bitech’95.
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Fot. 1. Nosniki ze spiekanego szkla porowatego.

2. Materiaty i metody badan

2.1. Bioreaktor i nosniki

W badaniach zastosowano bioreaktor Celligen Plus (firmy New Brunswick Scien-
. tific., CO., INC., Edison, NJ, USA) o objetosci roboczej 1500 ml.
Powierzchnie do zakotwiczenia adherentnych komoérek GEF stanowito ztoze ze
' spiekanego szkla porowatego o objetosci 200 ml. Cylindryczne nosniki (fot. 1),
0 wymiarach 5/5-875 mm, o objetosci wewnetrznej poréw stanowigcej 53% catkowi-
i tej objetosci, Srednicy porow 180-480 pm i powierzchni catkowitej 0,4 m”/gram nos-
( nika, zaprojektowano i wykonano w Zaktadzie Fizyki Chemicznej UMCS (11).

2.2. Hodowla komérek GEF i namnazanie wirusa choroby Derzsyego w bio-
reaktorze

] Bioreaktor Celligen Plus wraz z upakowanym ztozem nos$nikéw ze szkta porowa-
| tego sterylizowano w autoklawie pod cisnieniem 0,075 MPa przez 20 minut. Na-
stepnie stabilizowano uklad podtozem hodowlanym sktadajgcym sie z 1200 ml
ptynu Eagle’a z dodatkiem 10% surowicy cielecej oraz antybiotykéw (100 U/ml peni-
cyliny, 100 pg/ml streptomycyny, 0,25 pg/ml amfoterycyny B). Po ustabilizowaniu
i podstawowych parametréw podtoza hodowtanego, takich jak temperatura (37°C),
;pH 7,3 i stezenie tlenu na poziomie 70% wysycenia podtoza powietrzem, wprowa-
i dzano do bioreaktora inokulum fibroblastow zarodka gesi (GEF) o gestosci 2x10™
komérek/ml i zywotnosci ponad 80%, zakazone wirusem choroby Derzsyego, zawie-
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szone w 200 ml podtoza hodowlanego. Zawiesine komérek sporzadzono z dziesie-
ciu 12-14-dniowych zarodkéw gesich, rutynowa metoda trypsynizacji (12).

Komdrki immobilizowano na no$nikach przez 3 godziny, przy wolnym miesza-
niu podtoza (25 obr/min). Po tym czasie zwiekszano obroty mieszadta do 40 obr/min
oraz ustawiono automatycznie regulowany (zmienny) przeptyw mieszanki gazéw
(tlen, azot, dwutlenek wegla, powietrze) przez bioreaktor. Hodowle prowadzono
przez 144 godziny. Codziennie pobierano prébki podtoza w celu okre$lenia miana
wirusa uwolnionego z komérek GEF. Schemat dziatania bioreaktora Celligen Plus
z upakowanym ztozem nos$nikéw ze spiekanego szkia porowatego przedstawiono
na rysunku 1.

W celu poréwnania wydajnosci hodowli bioreaktorowej, rownolegle prowadzo-
no hodowle stacjonarng w butelkach o powierzchni 75 cm” wprowadzajgc inokulum
komorek zakazonych wirusem o gestosci 4 x 10%/ml (I0ml). W obu typach hodowli
dawka wirusa uzyta do zakazenia byta identyczna (0,05 TCIDso/komorke).
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3. Analityka

Zywotno$¢ komorek GEF okreslano metoda barwienia 0,4% roztworem biekitu
trypanu i wyrazano jako procent komorek zywych na og6lng liczbe komorek (13).

Miano namnozonego wirusa okreslano metodg Reeda i Muencha miareczkujac
prébki ptynu hodowlanego z obu typéw hodowli, na stacjonarnych hodowlach ko-
moérek GEF w mikroptytkach (14).

Wydajnos¢ procesu (WP) okreslano dzielagc catkowite miano hamnozonego wiru-
sa (MW) wyrazone w TCIDso/ml na ilo$¢ uzytych zarodkéw (1Z2) lub ilo$¢ komorek (IK)
wedtug wzoréw: WP = MW/IZ lub WP = MW/IK.

4. Wyniki badan i ich omodwienie

Skutki zakazen duzych populacji gesi hodowlanych wirusem GPV, wywotujagcym
chorobe Derzsyego, stanowig powazny problem ekonomiczny. Skuteczng metodg
zapobiegania chorobie Derzsyego jest immunizacja ptakow szczepionka sporzadzo-
ng z atenuowanego parwowirusa. Opracowanie metod umozliwiajgcych uzyskanie
duzej ilosci wirusa szczepionkowego moze zmniejszy¢ koszt produkcji szczepionki
oraz antygendéw niezbednych do sporzadzania testow serologicznych, stosowanych
do wykrywania wirusa w hodowlach gesi.

W uzyskanych w tej pracy wynikach wykazano, ze w hodowli bioreaktorowej
mozna uzyskaé wiekszy w poréwnaniu z metodami klasycznymi koncowy zbiér wi-
rusa (tab. 1 i 2). Przeliczajac uzyskane miano wirusa (TCID50/ml ptynu hodowlanego)
na | komorke GEF jak i na | zarodek gesi stwierdzono, ze w hodowli bioreaktoro-
wej GPV replikuje sie wydajniej. Przypuszczamy, ze warunki hodowli takie jak pH
i stopien natlenienia stworzone w bioreaktorze byly korzystniejsze do namnozenia
komorek GEF, a takze replikacji wirusa w trakcie 144-godzinnej hodowli, niz w ho-
dowli stacjonarnej. W hodowli bioreaktorowej stwierdzono dwukrotne uwolnienie
z komorek GEF duzych ilosci dojrzatych czastek wirusa. W poczatkowym okresie,
miedzy 48 a 72 godzing ti*wania hodowli stwierdzono wzrost miana wirusa
zwigzany z jego uwolnieniem z komorek (tab. 1). Po pierwszym wzroscie miano wi-
rusa ustabilizowato sie az do 144 godziny trwania hodowli, kiedy uzyskano maksy-
malny zbior wirusa (10N TCIDso/ml). Natomiast w hodowli stacjonarnej stwierdzo-
no stopniowy wzrost miana wirusa miedzy 96 (10"~ TCIDso/ml) a 144 godzing ho-
dowli (10~ TCIDso/ml). Podczas catego doswiadczenia nie stwierdzono kontamina-
cji hodowli bakteriami czy grzybami.
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Tabela 1
Dynamika namnazania wirusa choroby Derzsyego w bioreaktorze oraz hodowli stacjonarnej
Liczba czastek wirusa (log TCll)so/ml)
Czas inkubacji (godz.)
hodowla w bioreaktorze hodowla stacjonarna

48 2,75 2,37

72 4,25 3,00

96 4,5 4,38

120 4,75 5,25

144 5,75 5,75
Tabela 2

Poréwnanie zbioru wirusa choroby Derzsyego namnozonego w bioreaktorze oraz w hodowli stacjonarnej

. . Miano wirusa w TCIDso Liczba czastek wirusa
Rodzaj hodowli . . . . . .
w przeliczeniu na 1 zarodek gesi w przeliczeniu na 1 komoérke GEF
w bioreaktorze 6,95 X 107 1,74
stacjonarna 57 x 10 0,14

Uzyskana w bioreaktorze Celligen Plus pula wirusa zostata wykorzystana w 1999 r.
do przygotowania w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym w Pufawach szcze-
pionki przeciwko chorobie Derzsyego.

Zastosowanie bioreaktora umozliwito cigglg kontrole i regulacje parametrow
procesu, bez potrzeby bezposredniej ingerencji w srodowisko hodowli. Ograniczo-
no tym samym zagrozenie przypadkowego zakazenia hodowli i zwigzanej z tym
utraty wyjsciowego materiatu do przygotowania szczepionki. Miato to istotne zna-
czenie praktyczne, gdyz zarodki gesie, stuzace do sporzadzania wrazliwej na zaka-
zenie wirusem choroby Derzsyego hodowli GEF dostepne byty tylko przez okoto 5-6
miesiecy, tj. od stycznia do czerwca, w okresie niesnosci gesi. Uzyskana z tej pracy
pula wirusa byta wysokiej jakosci i odpowiadata wymaganiom stawianym mate-
riatom biologicznym przeznaczonym do produkcji szczepionek. Dwunastokrotnie
wyzszy zbiér wirusa z hodowli bioreaktorowej pozwolit na proporcjonalne zmniej-
szenie kosztow produkcji szczepionki przez zmniejszenie ilosci zastosowanych za-
rodkéw gesich i ptynéw hodowlanych.

5. Wnioski

1. Proces namnazania wirusa choroby Derzsyego w komdrkach GEF, w bioreak-
torze Celligen Plus o pojemnosci roboczej 1500 ml, z zastosowaniem upakowanego
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ztoza porowatych nosnikéw pozwala na uzyskanie okoto 12-krotnie wyzszej wydaj-
nosci koncowego zbioru wirusa w poréwnaniu z klasycznymi hodowlami stacjonar-
nymi.

2. Zastosowanie bioreaktora pozwala rowniez na zredukowanie kosztow proce-
su, a tym samym ceny szczepionki.

3. Hodowla w bioreaktorze ogranicza przypadkowe zakazenia, a takze pozwala
na utrzymanie statych parametréw w czasie trwania procesu. Wiaze sie to z uzyska-
niem wysokiej jakosci produktu koncowego.
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