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Wplyw nieoptymalnych temperatur na wiasciwos$ci biologiczne
wirusow ECHO 9, ECHO 6 i Coxackie By

Bananue xHeonTMMaJbHBIX TeMIepaTyp Ha GuoJiormueckme cBoiicTBA
BupycoB ECHO 9, ECHO 6 u Coxackie Bg

The Influence of Non-optimal Temperatures on Biological Properties
of Virus Strains ECHO 9, ECHO 6, and Coxackie By

Wirusy zwierzece namnazaja sie w zakresie temperatur zblizonych do cieploty
ciala ssakéw., Temperatury wyzsze (superoptymalne) lub nizsze (infraoptymalne)
dzialajace podczas poszczegolnych faz cyklu rozwojowego wirusa majg wplyw na
wlasciwosci biologiczne nowo powstajgcych czasteczek. Znaczna liczba badaczy stoi
na stanowisku, ze zmiany zachodzace w kodzie genetycznym wirusa sg bezkierun-
kowe, a podwyzszona, wzglednie obnizona temperatura dziala selekcyjnie i sprzyja
rozmnazaniu sie tych czasteczek, ktore sg bardziej przystosowane do aktualnego
srodowiska (5, 11).

Wplywem zmienionym temperatur na rozwoj wirusa (in vitro) interesowalo sie
niewielu badaczy (1, 3, 6, 12). Teoretyczne rozwazania nad wplywem temperatury
na cykl rozwojowy wirusa opublikowal L woff (11). Praktycznie, zmieniona tem-
perature, najczesciej obnizong, stosowano celem atenuacji wiruséw, ktére nastepnie
uzywano do szczepien. Sabin (16) zastosowal obnizong temperature do wyosobnie-
nia niepatogennych poliowiruséow. Inni badacze (1, 2, 3, 10, 12) wykazali, ze pasa-
zowanie wiruséw w obniZzonej temperaturze ma duzy wplyw na szereg cech gene-
tycznych wiruséw, a szczegdlnie na zjadliwo$é wirusa, ktéra ulega znacznemu
obnizeniu.

W naszej pracy przedstawiamy badania nad wplywem super- i infraoptymalnej
temperatury zastosowanej podczas pasazowania wirusow: wirus ECHO 9, wirus
ECHO 6 i wirus Coxackie B..

MATERIAL I METODYKA

Do badania uzyto szczepéw prototypowych wirusa ECHO 9 (Hill) i ECHO 6
(D’Amori), otrzymanych z Zakladu Wirusologii PZH, oraz szczepu wirusa Coxac-
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kie B; (Schmitt) otrzymanego z National Institutes of Health, Bethesda, USA.
Przed rozpocz¢ciem pasazowania populacje wirusa ujednolicono metodg trzykrotnych
kraficowych rozcieniczen. Tak otrzymang populacje wirusa nazwano szczepem wyj-
Sciowym.

Szczepy WwyjSciowe wymienionych wirus6w pasazowano w pierwotnej hodowli
komoérek nerek malp Macacus rhesus (ECHO 9 i ECHO 6) i Cercopithecus aetiops
(szczep Coxackie Bg). Pasazowanie przeprowadzono réwnolegle w trzech temperatu-
rach w 301 0,5, 36 + 0,5, 40 £ 0,3°. Pasaze wykonano przecietnie co pie¢ dni. Z pro-
bowki do probéwki przenoszono od 1000 do 5000 TCID;, kazdego szczepu. W ten
sposéb wykonano po 25 pasazy. W czasie pasazowania co 5—8 pasazy wykonywano
odczyn neutralizacyjny z surowicag homologiczng celem stwierdzenia obecno$ci ba-
danego wirusa.

Po ukonczeniu pasazowania otrzymano trzy odmiany kazdego szczepu wyjscio-
wego, to jest szczep pasazowany 25 razy w temp. 40°; szczep pasazowany 25 razy
w 30° i — jako kontrola wplywu liczby pasazy na populacje — szczep pasazowany
w 36° Celem otrzymania jednorodnych populacji odmian szczepéw poddano je
ponownie trzykrotnemu przesianiu metoda krancowych rozcienczen. Nastepnie kazdy
ze szczepOw przebadano, czy wykazuje wlasciwos$ci» charakterystyczne dla enterowi-
rus6w. Badano:

1. Wrazliwo§¢ na dzialanie eteru wg metody opisanej przez Melnicka (14).

2. Stabilizacje kationami na dzialanie temp. 50° przez godzine, wg metody po-

danej przez Melnicka (14).
3. Opornos¢ na dzialanie obnizonego pH wg metody opisanej przez Ketlera
i wspolprac. (9).

Otrzymane odmiany wiruséw poddano badaniu na wzrost w réznych tempera-
turach. Badano ceche rcty, rcty i retzg . Do trzech probéwek dodawano po 100
TCID;, badanego szczepu i nastepnie umieszczano po jednej probéwce w tempera-
turze 30°, 36°, 40°. Po czterech dniach inkubacji oglgdano i opisywano zmiany de-
generacyjne w warstwie hodowli komérek oraz przeprowadzano mianowanie szczepu.
Mianowanie wszystkich szczepéw przeprowadzono metoda Reeda i Muencha.

Celem zbadania wplywu temperatury superoptymalnej i infraoptymalnej na ce-
chy patogenetyczne populacji wirusa, zakazono 24 godz. oseski myszek rasy Swiss.
Myszkom wstrzykiwano domiesniowo lub domézgowo 0,01 ml wirusa. Miano wirusa
wynosilo powyzej 105 TCID;, na ml. Myszki obserwowano przez 10 dni. Jako kon-
troli uzyto myszek niezakazonych lub wstrzykiwano myszkom analogiczne objetosci
plynu fizjologicznego. Dla kontroli namnazania sie wiruséw w miesniach lub
w mézgu oseskéw wykonywano reizolacje wirusa w hodowlach komérek nerek malip.

Do badania wirusa ECHO 9 i jego odmian uzyto 225 oseskéw mysich. Do ba-
dania wirusa Coxackie Bg i jego odmian uzyto 102 oseskéw mysich.

Wirus ECHO 6 i jego odmiany nie dzialaly patogennie na mysie oseski. Badano
wrazliwo$é réznych linii komoérek na zakazenie badanym szczepem. Uzyto hodowli
komorek nerek malp Cercopithecus aetiops, hodowle komérek tarczycy ludzkiej, kto-
rej metode otrzymywania opisano w innych pracach (7, 8), komérki linii Fl, komérki
linii HeLa, ktére pasazowano wg metod opisanych przez Polng (15).

WYNIKI BADAN

Badania wlasciwosci fizyko-chemicznych wykazaly, ze szczepy nalezg
do enterowirusow, tzn. oporne sg na dzialanie eteru, stabilizuja sie ka-
tionami w 50° przez 1 godzine, oporne sg na dzialanie pH 3,0. Wzrost
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poszczegolnych szczepoéw w odpowiednich temperaturach przedstawiono
na tab. 1.

Tab. 1. Wzrost poszczegélnych szczepéw w réznych
temperaturach
Growth of several strains at different temperature

Temperatura
Nazwa szczepu " S
30° | 36° 40
ECHO 9 — wyisciowy + + +
ECHO 9 — 25/36 T + 4
ECHO 9 — 25/40 - + +
ECHO 9 — 25/30 + + -
ECHO 6 — wyjsciowy + —+ +
ECHO 6 — 25/36 + + +
ECHO 6 — 25/40 — + +
ECHO 6 — 25/30 + - _—
Cox By — wyjsciowy + -+ +
Cox B¢ — 25/36 + + +
Cox Bg — 25/40 — + +
Cox Bs — 25/30 + + —
Objasnienia:
+ — dobry wzrost szczepu (CPE ++ -+, miano szczepu
ok. 106,0),
+ — slaby wazrost szczepu (CPE +, miano szczepu
ok. 103'0).
— — szczep nie ros$nie (CPE —, miano szczepu 10°).

Z tab. 1 wynika, ze szczepy pasazowane w 40° posiadaja ceche rctg,—,
a szczepy pasazowane w 30° posiadajg ceche retyy—.

Obserwacje zakazonych oseskow mysich wskazywaly, ze szczep
ECHO 9 i jego odmiana ,,gorgca” na 4—5 dzien od zakazenia powodowaty
zmniejszong aktywnosé ruchowa, zasinienie i pomarszczenie skoéry i nie-
dowlady. Oseski te oznaczono jako chore. Na 5—6 dzien od zakazenia
wystepowaly wiotkie porazenia stopy prawej lub lewej, czasem porazenia
wiotkie mieéni ledzwi i posladkéw. Niektore oseski padaly w czasie 4—7
dnia od zakazenia. Z narzadéw wewnetrznych tych oseskéw reizolowano
wirusa ECHO 9 lub jego odmiane ,,gorgca”. Na szczegdlne podkreslenie
zastuguje to, ze mutant ,,zimny” nie wywolal dostrzegalnych objawow
chorobowych u zakazonych oseskéw. Wirusa nie udalo sie reizolowaé¢ od
zakazonych oseskéw. '

Mechanizm patogennego dzialania wirusa Coxackie Bg by! odmienny
niz wirus ECHO 9. W 2—3 dni od zakazenia wszystkie oseski chorowaly
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wykazujgc najczeSciej objawy porazen spastycznych konczyn tylnych.
Wszystkie oseski padaly 3—4 dzien od zakazenia. Z narzadéw wewnetrz-
nych udawalo sie stale reizolowa¢ wirus. Mutanta ,,gorgcego” nie badano.
Na szczegélne podkreslenie zastuguje fakt, ze oseski mysie zakazone
mutantem ,,zimnym” nie wykazywaly uchwytnych objawéw chorobo-
wych.

Szczep wirusa ECHO 6 oraz jego odmiany nie dziatajg patogennie na
mysie oseski i inne zwierzeta doswiadczalne, dlatego nie mozna bylo
przeprowadzi¢ badan poréwnawczych.

Na tab. 2 w sposéb przegladowy przedstawiono dzialanie szczepow
na mysie oseski.

Tab. 2. Patogenne dzialanie badanych szczepéw
na mysie oseski
Pathogenic action of the examined strains on suckling mice

Szczep Zachorowanie | Smiertelno$é
ECHO 9 — wyjéciowy + *
ECHO 9 — 25/36 + +
ECHO 9 — 25/40 + -+
ECHO 9 — 25/30 —_ -
Cox By — wyijsciowy + +
Cox By — 25/36 + +

Cox By — 25/40 nie
Cox By — 25/30 — —

ECHO 6 — wyjsciowy — —

ECHO 6 — 25/36 — —

ECHO 6 — 25/40 — —_

ECHO 6 — 25/30 — —
Obja$nienia:

+ — oseski chorowaly i padaly
— — oseski nie chorowaly i nie padaly
+ — czesé oseskow padala

Na tab. 3 w sposéb skrécony przedstawiono wzrost szczepéw na réz-
nych liniach komérek. Szczepy wyjsciowe i ich odmiany nie wykazywaly
réznic w dzialaniu na linie komorek. Na linii HeLa szczepy nie rosly.
Wirus Coxackie Bg nie rést na komoérkach z tarczycy ludzkiej, bardzo
stabo namnazat sie na linii komoérek Fl. Z tab. 3 wynika, ze linie komdr-
kowe nie sg przydatne do réznicowania odmian od szczepow wyjsciowych.
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Tab. 3. Wzrost wiruséw na réznych liniach komoérek
Growth of viruses on different cell lines

Hodowla komoérek
Wirus
! nerek malp tarczy.csf Fl HeLa

ludzkiej ’
ECHO 9 + -+ + -
ECHO 6 -+ -+ + —
Cox Bg + ' — + —

Objasnienia:

— — szczep nie rosnie
+ — szczep roénie
+ — szczep rosnie slabo

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Dzialaniem podwyzszonej i obnizonej temperatury na wlasciwosci biologiczne
wirusow interesowalo sie szereg badaczy. Burnet (2) pierwszy wykazal, ze wirus
grypy typu A powoduje uszkodzenie i Smieré¢ zarodkow kurzych w 36°. Hodujac
zakazone zarodki kurze w 39° nie stwierdzil charakterystycznych zmian. Swiadczylo
to, ze podwyzszona temperatura hamowala namnazanie sie wirusa typu A. Dubes
i Chaplin (3) pierwsi stwierdzili, Ze cecha wzrostu w odpowiedniej temperaturze
jest genetycznie zwigzana z cechg zjadliwosci wiruséw poliomyelitis. Badania te
zostaly nastepnie rozszerzone przez Sabina i Lwoffa (11, 16). Okazalo sie,
ze szczepy dzikie poliowiruséw rosng w temperaturze 40°, a szezepy atenuowane
w tej temperaturze nie namnazajg sie. Boundreault i Pavilanis (1) wykazalij,
ze szczepy grypy pasazowane w 41° uzjadliwiajg sie; szczepy pasazowane w 29°
wplywajag na komorki gospodarza tak, ze wytwarzajg one wieksze ilosci interferonu.
Przy pomocy pasazowania szczepoéw grypy w temperaturze 28 i 32°, Loziiska
i wspoélprac. (12) otrzymali mutanty niezjadliwe dla myszy. Pasazujgc szczep kro-
wianki w obnizonej temperaturze, Kirn i Braunwald (10) otrzymali mutanty
pozbawione zjadliwogei dla kurzych zarodkéw. Lwoff (11) badal wplyw pod-
wyzszonej i obnizonej temperatury na poszczegdlne fazy cyklu rozwojowego wirusa
i doszed! on do wniosku, ze zmiana cech wirusa moze zaleze¢ od zaburzen syntezy
wirusowej RNA — polimerazy.

Z genetycznego punktu widzenia mutanty badanych szczepéw mogtly
pojawia¢ sie w naszych doswiadczeniach na skutek dzialania warunkow
sprzyjajacych mutacji spontanicznej, dzialania mechanizmu populacyjnej
selekeji oraz mechanizmu adaptacji fenotypowej. Za pomocg metody
krancowych rozcienczen, zastosowanej przy otrzymywaniu szczepu wyj-
$ciowego jak i po ukonczeniu pasazowania kazdej odmiany, staraliSmy sig,
by wykluczy¢ mechanizmy adaptacji fenotypowej i populacyjnej selekeiji.
Z praktycznego punktu widzenia rodzaj mechanizmu biologicznego ma
drugorzedne znaczenie. Wazne jest, ze za pomocg nieoptymalnych tem-
peratur otrzymano mutanty badanych szczepéw, ktére réznig sie dwoma
cechami genetycznymi od szczepu wyjsciowego. Mutanty ,zimne” nie
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rozmnazajg sie w temperaturze 40°, co upodobnia je do atenuowanych
poliowiruséow (3, 16).

Mozna przyjaé, ze w czasie pasazowania badanych szczepéw w jednej
lub kilku czasteczkach miala miejsce mutacja spontaniczna, a obnizona
lub podwyzszona temperatura byla , biologicznym sitem”, ktére sprzyjalo
rozwojowi populacji o nowych cechach genetycznych.

Badania nad patogennoscia wirusa ECHO 9 potwierdzaja spostrze-
zenia Eggersa i Sabina (4). W naszych badaniach szczep wyj-
Sciowy nie mial ustalonej patogennosci. Nasilenie patogennosci zalezalo
od wielu nie zawsze uchwytnych czynnikéw. Ocena patogennego dziala-
nia wyjsciowego szczepu Coxackie By wskazuje, ze jest on silnie pato-
genny, mimo ze posiada szereg cech biologicznych odroézniajacych go od
pieciu pozostalych typéw serologicznych Coxackie B (6).

Z przedstawionej pracy wynika, ze obnizona temperatura dziala na
populacje wirusa ECHO i Coxackie, podobnie jak na poliowirusy, wirusy
grypy i inne (5, 12, 16). Mialo miejsce zjawisko atenuacji szczepow.

WNIOSKI

1. Nieoptymalne temperatury (30°, 40°) stosowane podczas pasazo-
wania powoduja powstawanie mutantéw o nowych cechach genetycznych.

2. ,,Zimne” mutanty wirusa ECHO 9, ECHO 6 i Coxackie By posia-
dajg ceche rcty—_, oraz sg niepatogenne dla mysich oseskéw.

3. Mutanty ,gorace” 3 badanych wirusébw posiadaja ceche gene-
tyczng retso—.
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PE3IOME

IIrammer Bupycos ECHO 9 (Hill), ECHO 6 (D’Amori) u Coxackie By
(Schmitt) maccaxmupoBasu B Temneparypax 40°, 30°, 36°. B xyabType
KJeTOK mnodek obespsH Cercopithecus aetiops, Macacus rhesus nposenn
o 25 maccaxeit. ITomyunay 3 BapMaHTa MCXOZHOTO ILUTAMMA — I1aCCAXKII~
poBaHHble mrTaMMbI 25/30, 25/40, 25/36.

Mcenenopany reHeTM4YeCcKMit NpU3HAK TCt Y MATOTEHHOCTb JAJA MBILIAT-
COCYHKOB. YCTaHOBJIEHO, 4TO ,,XOJIOJHbie” MyTaHTBI 06JIafaI0T reHeTHdec-
KVM HIPU3HAKOM TClgy— M He ABJAIOTCA IMATOIEHHBIM JJIS MbILIAT-COCYH-
KOB; ,ropa4ue’ MyTaHTBHI O0JIafal0T IeHEeTMYECKUM NIPU3HAKOM TClgg—.

ABTOpBI CYUMTAIOT, 4TO IIPUMEHEHNE HEONTUMMAJLHBIX TEMIOEPaTyp BO
BpeMA NAacCaXkKMpPOBaHUA IPUBOAUT K BOSHMKHOBEHMIO HOBBIX MYTaHTOR
supycos ECHO u Coxackie.

SUMMARY

Virus strains ECHO 9 (Hill), ECHO 6 (D’Amori), Coxackie Bg (Schmitt)
were passaged at 40°, 30°, 36°. Twenty five passages were performed in
Cercopithecus aetiops and Macacus rhesus kidney tissue culture. Three
variations (25/30, 25/40, 25/36) of the prototypic strain were obtained.

The rect genetic marked and the pathogenicity for suckling mice were
determined. It was found that ”cold” mutants possess the genetic marker
rcty— and are not pathogenic for suckling mice: "hot” mutants possess
the genetic marker rtcgy—.

The authors are of the opinion that not-optimal temperatures during
virus passages could be the cause of a generation of new ECHO and
Coxackie varieties.
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