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1.Wstep

1983 r. w Finlandii zanotowano pierwsze przypadki zakazen parwowi-

Wrusowych u liséw niebieskich (14). Przebiegaty one bezobjawowo, z wy-
jatkiem samic ciezarnych, u ktérych prowadzity do zamierania i mumifika

ptodéw, co w sposéb niekorzystny wptywato na wyniki hodowlane i ekono-
miczne. Prowadzone w Polsce w latach 1993-1995 badania serologiczne lisow
pochodzacych z ferm, w ktorych stwierdzono zte wyniki w rozrodzie, w postaci
Znaczgcego zmniejszenia sie liczby mtodych urodzonych od jednej samicy, wy-
kazatly jednoznacznie szerzenie sie zakazen parwowirusowych (4,10). W ba-
daniach serologicznych przeprowadzonych w fermach norek, w ktorych
stwierdzono bardzo niski procent urodzonych miodych, wykazano w surowi-
cach i™erzat wysokie miana przeciwciat przeciwko parwowirusom (10). lIzo-
lacje parwowiruséw z katu lisbw oraz z macicy ciezarnej norki potwierdzity
udziat tych drobnoustrojow w etiologii wczesnych ronien (9,10).

Znaczace straty ponoszone przez hodowcdéw miesozernych zwierzat futer-
kowych w Polsce wskazywaty na pilng potrzebe opracowania krajowej szcze-
pionki przeciwko zakazeniom parwowirusowym dla lisow i norek.

W roku 1993 opracowano szczepionke doswiadczalng, zwierajacg atenuo-
wany szczep parwowirusa norek. Uzycie wirusa heterologicznego bylo uza-
sadnione znacznym pokrewienstwem serologicznym i genetycznym parwowi-
rusow zwierzat miesozernych (7,12). Ponadto potwierdzono najblizsze pokre-
wienstwo parwowirusa liséw niebieskich z parwowirusem norek (15). W roku
1995 szczepionka Foxvac Parwo zostala wpisana do rejestru preparatow do-
puszczonych do obrotu w Polsce. W latach 1994- 1995 wyprodukowano
i zastosowano w fermach lisow hodowlanych na terenie catego kraju ponad
150 000 dawek preparatu. Wiasciwosci immunogenne szczepionki przedsta-
wiono w pracy (11). Z uwagi ha tropizm parwowiruséw do komérek aktywnie
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dzielgcych sie, a takimi sg tkanki roz"“Adjjajacych sie w macicy ptodéw oraz
zwigzanej z tym koniecznos$ci rygorystycznego przestrzegania terminu szcze-
pien, minimum na 6 tygodni przed terminem krycia na fermie, przeprowa-
dzono badania nad uzyskaniem bezpiecznej i skutecznej szczepionki inakty-
wowanej. Ich wyniki stanowig temat tej pracy.

2. Komorki i szczepy wirusowe

w badaniach uzyto atenuowany wirus zakaznego zapalenia jelit norek
szczep MEV 143, namnazany w hodowli komorek ptuc kota (Fc). Podtoze
wzrostowe stanowit ptyn Eagle’a z dodatkiem 10% surowicy ptodowej oraz
gentamycyny. Miano TCIDso szczepu wynosito co najmniej log 3,5 za$ miano
okreslane testem hemagtutynacji byto rowne 512.

3. Przygotowanie szczepionki

Swiezo trypsynowang hodowle komoérek Fc zakazono szczepem MEV 143,
zgodnie z dokumentacjg technologiczna (6). Wirus zbierano po 48 i 72 go-
dzinach inkubacji, gdy efekt cytopatyczny stwierdzono w okoto 75% komorek.
Jednoczesnie potwierdzano namnazanie sie wirusa przez okre$lenie jego mia-
na hemaglutacyjnego (HA), w ptynie znad hodowli komorek. Wszystkie butle,
w ktérych stwierdzono wysokie miana HA, poddawano 3-krotnemu zamra-
zaniu i rozmrazaniu. Zebrang zawiesing wirusa wirowano przy 5000 g, fil-
trowano przez saczki Millipore o $rednicy por 0,22 pm i oznaczano miano
TCID50 oraz miano hemaglutynacyjne wirusa (8).

4. Inaktywacja wirusa

Inaktywacje wirusa przeprowadzono w fermentorach, przy cigglym mie-
szaniu, w temperaturze 30°C przez 16 godzin. Stosowano nhastepujgce in-
aktywatory:

1) formalina w stezeniu korncowym 0,2% (formaline 36-38% wstepnie roz-
cienczano w stosunku 1:10) — wg metody Rowlansa i Sangara (13 ),

2) 0,1 M Binary Ethylene Imine (BEl) — wg metody Bahnemanna
i wsp.(). W 0,2 N roztworze NaOH rozpuszczano BEI i inkubowano przez
1 godzine w temperaturze 37°C. Do inaktywacji zastosowano 0,1 M BEI
0 stezeniu koheowym 4%;

3) P-propiolakton — wg metody Fagga (2). Przygotowano 5% roztwor in-
aktywatora, nastepnie przesaczono go przez filtr Millipore o Srednicy por
0,22 pm i uzyto w stezeniu koricowym 0,05%;

4) kontrole stgnowit atenuowany szczep MEV 143, do ktérego w miejsce
inaktywatora dodano PBS. W celu okreslenia miana TCID50 i HA wirusa, prob-
ki do badan pobierano przed oraz po 2, 4, 6, 8 i 16 godzinach inaktywacji.
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5. Przygotowanie szczepionek

Zawiesine wirusa schtadzano do 4°C. Szczepionki doswiadczalne zawieraty
adiuwant mineralny — AI(OH)3 - Alhydrogel (Superphos, Dania), w stezeniu
koncowym 5% v/v (stezenie wyjsciowe adiuwantu wynosito 3%), lub osta-
niacz DSG-72, 30% (3). Przygotowano nastepujgce serie szczepionek do-
Swiadczalnych zawierajagcych wirus:

— inaktywowany formalina,

— inaktywowany formaling z dodatkiem AI(OH)3

— inaktywowany BEI,

— inaktywowany BEI z dodatkiem AI(OH)3

— inaktywowany (3-propiolaktonem,

— inaktywowany (3-propiolaktonem z dodatkiem AI(OH)3

Kontrole stanowity dwie szczepionki, w skitad ktérych wchodzit wirus ate-
nuowany, poddany ogrzewaniu w 30°C przez 16 godzin bez inaktywatorow.
Pierwsza, zawierata ostaniacz DSG — 30%, druga — 5% zelu wodorotlenku
glinu. Skutecznos¢ inaktywacji wirusa w badanych prébach okreslono w ho-
dowli komorek Fe. Miano HA wirusa w szczepionkach sprawdzono po 1, 2,
3, 4 i 5 miesigcach od ich sporzagdzenia.

6. Oznaczenie trwatosci wirusa w szczepionce

Miano TCID50 oraz HA atenuowanego wirusa w ptynnej szczepionce Fox-
vac Parwo okreslano metodg barskiego (8) po 3, 6, 8 i 12 miesigcach prze-
chowywania w temperaturze -25°C oraz 4°C.

7. Okreslenie czystosci eiektroforetycznej biatek wirusa
W szczepionce

Biatka szczepu MEV 143 w szczepionce Foxvac Parwo okreslano metodg
Western biot z zastosowaniem surowicy psiej hiperimmunizowanej o mianie
HI rownym 2560 oraz koniugatu (znakowane peroksydazg IgG krdlicze, prze-
ciwko immunoglobulinom psa).

8. Okreslenie skutecznosci szczepionek inaktywowanych

Doswiadczalne szczepionki inaktywowane oraz atenuowang szczepionke
Foxvac Parwo zastosowano u liséw jednorazowo, podskoérnie, w dawce 2 ml
na sztuke oraz u norek, w dawce | ml na sztuke. Do badan poréwnawczych
zastosowano szczepionki referencyjne Biovac D oraz Nordent vet, zawierajgce
inaktywowany parwowirus norek, a takze dostepne w kraju szczepionki za-
wierajgce parwovdrus psow (Canivac P, Canivac FHP, Parvodog). Szczepienia
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przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. Krew do badan w kie-
runku obecnosci specyficznych przeciwciat pobierano przed szczepieniem oraz
dwudziestego pierwszego dnia po immunizacji. Do badann wybierano tylko
zwierzeta w surowicy ktérych nie stwiercizono obecnosci przeciwciat w dniu
szczepienia. Poziom przeciwcial przeciwko parwowlrusom okreslano testem
zahamowania hemaglut}macji (HI).

9. Odczyn zahamowania hemaglutynacji

Test przeprowadzono w sposéb opisany przez Goérskiego i wsp. (5 ). Anty-
gen stanowit parwowirus pséw uzywany standardowo do kontroli skutecz-
nosci szczepionek parwowirusowych dla pséw oraz szczep norczy MEV, uzy-
wany do kontroli szczepionek dla lisow.

10. Oméwienie wynikow

Miano TCID50 wirusa MEV uzytego do inaktywacji wynosito log 3,5. Ana-
liza biatek wirusa metoda Western biot wykazata obecnos¢ czystych protein
VP1 i VP2 parwowirusa norek. Trwato$¢ szczepu atenuowanego MEV 143
oznaczano po 3, 6, 8 i 12 miesigcach przechow}wania w temperaturze 4
i -25°C. Jego miano TCID50 i HA nie ulegto zmianie przez 8 miesiecy prze-
chowywania w wymienionych temperaturach, a po 12 miesigcach miano TCID50
i HA wirusa obnizyto sie do wartosci log 3,0 oraz 256 jednostek HA. Wyniki
badan swiadcza zaréwno o wysokiej trwatosci, jak i stabilnosci szczepu MEV
uzytego do produkcji szczepionki Foxvac Parwo.

Poréwnanie dynamiki narastania przeciwciat poszczepiennych u lisow, po
stosowaniu szczepionki Foxvac Parwo oraz szczepionek referencyjnych Biovac
D i Nordent vet, ktére sg w krajach skandynawskich uzywane do szczepien
profilaktycznych przeciwko zakazeniom parwowirusowym liséw i norek, przed-
stawiono w tabeli 1. Szczepionki referencyjne sg sporzadzone réwniez z wirusa
zakaznego zapalenia jelit norek. W badaniach zastosowano takze szczepionki
komercyjne zawierajace atenuowany parwowirus psow: Canivac P, Canivac
FHP oraz Parvodog. OdpowiedZ immunologiczng badano po 10-14 i 28 dniach
od szczepienia. Najwyzszy poziom przeciwciatl zanotowano u lisow immunizo-
wanych szczepionkag Foxvac Parwo oraz szczepionkami referencyjnymi. Uzy-
skane wyniki byty poréwnywalne. Mniej skuteczne okazaty sie immunopre-
paraty zawierajagce parwowirus pséw. Nalezy jednak podkresli¢, ze szczepionki
te spowodowaty u liséw, po jednokrotnym podaniu, powstawanie swoistych
przeciwciat. Odsetek zwierzat produkujacych przeciwciata i poziom przeciwciat
w ich surowicach byly jednakze nizsze od indukowanych szczepionkami za-
wierajacymi wirus zakaZznego zapalenia jelit norek. U ponad 95% immunizo-
wanych zwierzagt maksymalne poziomy przeciwciat stwierdzono w dwudzie-
stym 6smym dniu po szczepieniu. Dlatego tez zaleca sie stosowanie szcze-
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pionek przeciwko zakazeniom parwowimsowym u lisow na minimum 6 tygodni
przed przewidywanym terminem pokryc¢.
Prezentowane wyniki badan potwierdzajg trwato$¢ uzytego szczepu i jego
wysokie whasciwosci immunogenne.
Tabela 1

Poréwnanie odpowiedzi humoralnej liséw
NA SZCZEPIONKE FOXVAC PARWO | PREPARATY REFERENCYJNE

Nazwa Liczba zwierzat Dni po szczepieniu
szczepionki szczepionych 10-14 28 miano HI**
Foxvac Parwo 20 8/20* 20/20 640
Nordent 12 9/12 12/12 320
Biovac D 15 10/15 14/15 640
Canivac P 10 3/10 8/10 80
Canivac FHP 15 8/15 13/15 80/160
Parvodog 10 4/10 4/10 80
Kontrola 6 0/6 2/6 10

— W liczniku liczba zwierzat z przeciwciatami, w mianowniku liczba zwierzat szczepionych,
— miano HI w 28 dniu po szczepieniu.

W dalszych badaniach zmierzano do przygotowania szczepionek doswiad-
czalnych zawierajgcych inaktywowany wirus MEV 143 oraz poréwnania wia-
Sciwosci immunogennych szczepionek inaktywowanyeh i szczepionki Foxvac
Parwo. Okreslono wiasciwosci hemaglutynacyjne wirusa w szczepionce ina-
ktywowanej 0,2% formating, 0,1 M BEI lub 0,05% (3-propiolaktonem, przez
16 godzin. Miano HA wirusa przed inaktywacja wynosito 512 i nie ulegto
zmianie w zadnej inaktywowanej probie. Skutecznos$¢ inaktywacji wirusa
okreslono w hodowli komérek Fe, w ktérych nie stwierdzono efektu cyto-
patycznego. Wyniki badania stabilnosci antygenu w czasie jego przechowy-
wania w temperaturze 4°C przedstawiono w tabeli 2. Miano HA wirusa ina-
ktywowanego formaling obnizyto sie z 256 do 4 jednostek HA po 4 miesig-
cach przechowywania szczepionki w chtodni. Miano wirusa inaktywowanego
0,1M BEI obnizyto sie nieznacznie z 512 do 256 jednostek HA, za$ miano
HA wirusa inaktywowanego 0,05% (3-propiolaktonem, jak i atenuowanego
(kontrola) zostato zachowane na nie zmienionym poziomie.

Wyniki badania skutecznosci inaktywowanych szczepionek doswiadczal-
nych po ich zastosowaniu u liséw hodowlanych, przedstawiono w tabeli 3.
Najlepszymi wiasciwosciami immunogennymi charakteryzowata sie szczepionka
zawierajgca wirus inaktywowany (3-propiolaktonem oraiz zel wodorotlenku gli-
nu. Miana przeciwciat poszczepiennych w surowicach zwierzat otrzymujacych
te szczepionke, okreslone w dwudziestym pierwszym dniu po immunizacji,
utrzymywalty sie na poziomie 160-640 jednostek HI. Po zastosowaniu innych
inaktywatorow obserwowano stabszg produkcje przeciwciat, w granicach 10-
80 jednostek HI. Poziomy przeciwcial indukowanych przez szczepionke za-
wierajgca wirus atenuowany byly porownywalne z wystepujacymi po szcze-
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Tabeij\ 2
Okreslenie stabilnosci miana ha szczepionek przechowywanych w 4'c

Czas Inakt}ovator — Miano HA

przechowywania . .

w miesiacach formalina bp:i (3-propiolakton kontrola
0 256 512 512 512
1 128 512 512 512
2 32 512 512 512
3 16 512 512 512
4 4 256 512 512
5 4 256 512 512

pieniu: preparatem zawierajgcym wirus inaktywowany [3-propiolaktonem oraz
zelem wodorotlenku glinu. Analogiczne wyniki uzyskano po stosowaniu
szczepionek u norek. Miano HI u zwierzat szczepionych wirusem inaktywo-
wanym P-propiolaktonem, z dodatkiem wodorotlenku glinu byto najwyzsze
i wahato sie od 160 do 640 jednostek HIl. Na uwage zastuguje fakt, ze prze-
ciwciala poszczepienne po immunizacji liséw wirusem inaktywowanym (3-pro-
piolaktonem stwierdzono w surowicach zwierzat juz po 21 dniach od szcze-
pienia. Ich miano byto poréwnywalne z obserwowanym u liséw w dwudzie-
stym 6smym dniu po podaniu szczepionki Foxvac Parwo. Ponadto przeciw-
ciata parwowirusowe stwierdzono u wszystkich lisow szczepionych szczepion-
kg inaktywowana.

Tabela 3
Poréwnanie immunogennych wiasciwosci
INAKTYWOWANYCH SZCZEPIONEK PARWOWIRUSOWYCH U LISOW

Liczba zwierzat Rodzaj szczepionki Poziom przeciweiat HI w surowicach lisow:
szezepionych przed szczepieniem 21 dni po szczepieniu
6 inakt. BEI + Al (OH) 10 10-40
6 inakt. BEI 10 10-20
6 inakt. form. + Al(OH)3 10 20-80
6 inakt. form. 10 20-40
6 inakt. (i-prop. + AUOHJg 10 160-640
6 inakt. (3-prop. 10 40-80
6 aten. 10 80-320
6 aten. + Al(OH)cj 10 80-160

inakt. - szczepionka inaktywowana, alen. - szczepionka atenuowana, form. - formalina, prop.
- p-propiolakton, BEI - Binary Ethylene Imine.

Przedstawione wyniki jednoznacznie wskazujg na mozliwo$¢ uzycia w immu-
noprofilaktyce zakazen parwowirusowych liséw i norek szczepionki zawiera-
jacej wirus inaktywowany P-propiolaktonem. Jej wiasciwosci immunogenne
sg réwnorzedne z immunogennos$cia szczepionki Foxvac Parwo.
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Inactivated vaccine against fox and mink parvovirus infection
Summary

Parvovirus infections were demonstrated to be the main reason for reproductive losses in

fox and mink breeding farms in Poland. A close serological and genetical relationship between
blue fox parvovirus and mink enteritis virus was confirmed. Based on this finding, experimental
vaccines containing live attenuated and inactivated mink enteritis virus (strain MEV-143) were
prepared. Both vaccines were safe and immunogenic when administered in foxes and minks.
Among the inactivated vaccines, the MEV-143 virus inactivated with p-propiolactone demonstra-
ted best antigenic properties. The level of antibodies in the sera of immunized animals was
equal to antibody titre induced by attenuated virus of Polish vaccine Foxvac Parwo or reference
vaccines Biovac D and Nordent vet.
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