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Badania nad zmienno$cia wirusa Coxsackie B6 Schmitt
pod wplywem roézinych temperatur. Charakterystyka mutantow

Wccnepnosauua wnameHmumBocT BupycoB Coxsackie B 6 Schmitt mox BausHuem
pa3HbIX TeMreparyp. XapaKTePUCTUKa MYTaHTOB

Investigations on the Mutability of Coxsackie B 6 Schmitt Virus under the
Influence of Different Temperatures. Characteristics of Mutants

Szereg autoréw zajmowalo sie problemem wplywu S$rodowiska na zmiennosé
wirusow (1—10, 14—21, 23—27). Niewatpliwie przyczynily sie do tego takze osiag-
niecia w dziedzinie nowo stosowanych metod. Jak wiadomo, duzy wplyw na zmien-
nos$¢ genotypowa wiruséw oraz na uzyskiwanie réznych mutantéw wywiera srodo-
wisko, a jednym z czynnikéw sSrodowiska jest temperatura. Pasazowanie wiruséw
w temperaturze supra- i infraoptymalnej powoduje zmiane ich cech biologicznych
(1—3, 5—10, 14—20, 23—27).

Celem naszej pracy bylo badanie wplywu nieoptymalnych temperatur na powsta-
wanie odmian wirusa Coxackie B 6 Schmitt.

MATERIAYL, BADAWCZY

W przedstawionych badaniach postugiwano sie szczepem prototypowym Coxackie
B 6 Schmitt, otrzymanym z kolekeji szczep6w Narodowego Instytutu Zdrowia Stanéw
Zjednoczonych (Bethesda, USA). Do badan serologicznych oraz kontroli pasazowa-
nych szczepdéw uzywano surowic odpornosciowych otrzymanych po szczepieniu
krolikéow szczepem prototypowym Coxackie B 6 wedlug metody podanej w pracy
Jabloniskiego (14). Do odeczynu hemaglutynacji uzyto krwinek czerwonych
ludzi dorostych i noworodkéw grupy ,,0”, malp Cercopithecus aetiops oraz kurzych.

Wszystkie badania wykonano w hodowli komorek nerek matp (Cercopithecus
aetiops). Hodowle komoérek otrzymywano z Lubelskiej Wytwoérni Surowic i Szcze-
pionek. Jako pozywki podtrzymujgcej uzywano plynu Parkera i Earla. Ponadto
w dalszych badaniach uzywano hodowli komoérek linii pasazowanych Fl, KB, HeLa.

METODYKA BADAN

1. Pasazowanie szczepu Coxsackie B6 Schmitt w temperaturze 80°, 37° i 40°.
Przed przystapieniem do pasazowania ujednolicano sklad populacji prototypowego
szczepu za pomocy trzykrotnego zakazania hodowli komérek metoda krancowych
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rozcienczen, co Wwystarcza do otrzymania czystej populacji szczepu klonalnego,
ktéry pod wzgledem genetycznym jest jednorodny. Dalsze metody pasazowania
opisane sg3 w pracy Jablonskiego (15).

2. Obliczanie miana wiruséw uzywanych do badan przeprowadzano wg metody
Reeda i Muencha.

3. Surowice do badan otrzymano przez uodpornienie kroélikéw wg metody po-
danej w pracy (14).

4. W celu okreS§lenia budowy antygenowej badanych wirusow, wykonywano
odczyn krzyzowej neutralizacji metodsa ,alfa” i ,beta”. Odczyny te wykonywano
metodg opisang przez Przesmyckiego i Sawickiego (28).

5. Badanie cech fizykochemicznych wirusow:

a) Badania wrazliwosci szczepdw na dzialanie eteru przeprowadzano wedlug
metody opisanej przez Melnicka (22).

b) Badanie wrazliwosci szczepéw na dziatanie obnizonego pH wykonano metoda
podang w pracy (15).

c) Stabilizacje kationami na dzialanie temperatury 50° przeprowadzono wedlug
metody opisanej przez Melnicka (22).

6. Odczyn hemaglutynacji wykonywano metoda podang przez Goldfielda
i wsp. (11).

7. Badanie wzrostu wiruséw na roznych hodowlach komoérek. Badanymi szcze-
pami wiruséw zakazano po 9 probéwek hodowli komoérek nerek malp oraz hodowle
komoérek linii pasazowanych Fl, KB, HeLa, L. w ilosci 100 TCID;; w 0,1 ml. Nastep-
nie inkubowano w odpowiednich temperaturach. Po 4 dniach mieszano zawartosc
probéwek i oznaczano miano wirusé6w w hodowli komérek nerek malp.

8. Oznaczano cechy rcty, rotyy i rcty przy pomocy okreslania kinetyki wzrostu
badanych wiruséw w temperaturze 30°, 37° i 40°. Kazdym badanym szczepem
wirusa zakazano 3 butle Legroux, hodowli komérek nerek matp w ilosci
1060 TCID;,/0,1 ml. Kazdg butelke hodowli (po zakazeniu) umieszczano w tempera-
turze 30°, 37° i 40°, W ciggu 7 dni, codziennie o okres$lonej godzinie pobierano
0,2 ml plynu i oznaczano miano wirusé6w w hodowli komoérek nerek malp.

9. Zdolno$¢ wytwarzania lysinek — cecha ,S”, przeprowadzano w hodowli
komodrek nerek malp w butlach Legroux, metoda dwuwarstwowa wg metody podanej
przez Hsiunga i Melnicka (12, 13). Ceche ,d" oznaczano ta sama metoda
po wprowadzeniu modyfikacji wlasnej, polegajacej na tym, ze dodawano mniejsza
ilo§¢ NaHCO; 7,5%, a mianowicie 1,5%.

WYNIKI BADAN

Po wykonaniu 25 pasazy szczepu wirusa Coxsackie B 6 Schmitt
w temperaturach 30° (% 0,5°), 40° (£ 0,3°) otrzymano dwie odmiany
badanego szczepu: ,,zimng” Coxsackie B 6 i ,,gorgcg” Coxsackie B 6 40.
Réwnoczesnie przeprowadzono pasaie wirusa w temperaturze 37°
(£ 5,0°) w celu sprawdzenia wplywu temperatury optymalnej na wila-
Sciwosci tego wirusa. Otrzymane trzy odmiany 30, 37, 40 wykazywaly
wlasciwoscei fizykochemiczne charakterystyczne dla Enterowiruséow i za-
chowywaly sie jak szczep prototypowy (Coxsackie B 6 Schmitt).
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znajdujg sie czgstki zdolne namnazaé sie we wszystkich trzech tempera-
turach 30°, 37° i 40°.

Odmiana goraca pasazowana w 40° najlepiej namnaza sie¢ w tempe-
raturze optymalnej w mianie 1082, w temperaturze 37° w mianie 1045
Nie namnaza sie w temperaturze 30°. W populacji tego wirusa brak jest
czastek zdolnych namnazaé¢ sie w temperaturze 30° i posiada cechy
retge_ i retys. Wzrost odmiany pasazowanej w 30° rézni sie od po-
przedniej. Najlepiej namnaza sie ona w hodowli komoérek inkubowanych
w temperaturze 30°, w pigtym dniu od zakazenia w mianie 10587 oraz
w temperaturze 37° (10%5), Odmiana ta nie namnaza si¢ w temperatu-
rze 40. Posiada ona cechy genetyczne rctyy i rety—.

Nastepne badania dotyczyly zdolnosci wytwarzania tysinek — cecha
»S” przez szczepy wiruséw: Coxsackie B 6 prototypowy i odmiany 30, 37
140. Szczep prototypowy wirusa Coxsackie B6 Schmitt oraz odmiany
30 i 37 posiadajg zdolnos¢é wytwarzania lysinek po zakazeniu hodowli
komorek nerek malp. Jest to cecha genetyczna S+. Odmiana 40 nie
wytwarza lysinek jest to cecha S—. Dokladna analiza czasu powstawania
lysinek wykazala, ze najszybciej pojawiaja sie lysinki odmiany zimnej.

Tab. 1. Zdolnos¢ wytwarzania lysinek przez wirusy Coxsackie B#6
Size of plaques produced by Coxsackie B6 viruses

|
WiTUSY‘ * Cecha Srednia wielko§é Iysinek w mm
Coxsackie g7 l
B6 ” po 5 dniach I po 7 dniach
Schmitt + 5,0—5,3 6,1—6,4
30 + 7,6—7.9 8,4—9,1
37 -+ 5,1—5,6 6,0—6,5
40 — — —
Objasnienie:

+ wirusy wytwarzajg lysinki (viruses produce plaques)
— wirusy nie wytwarzajg tysinek (viruses do not produce plagues)

Stwierdzono je juz po 36 godzinach inkubacji. Po 48—60 godzinach inku-
bacji obserwowano 1lysinki wytwarzane przez szczep prototypowy Wwi-
rusa Coxsackie B 6 Schmitt. Poczgtkowo lysinki te byly mate
o rozmytym i bardzo niewyraznym brzegu. Po 96 godzinach inkubacji,
wielkoé¢ lysinek znacznie sie powiekszala, ale brzeg pozostawal nadal
nieregularny i niewyrazny. W tab. 1 przedstawiono srednig wielkoé¢
tysinek wytwarzanych przez badane wirusy po 5 i 7 dniach inkubacji.

Wirus Coxsackie B 6 Schmitt, wytwarza tysinki wielkosci
5,0—6,4 mm Srednicy (tabl. I/1). O zblizonej wielkosci od 5,1—6,5 mm
srednicy tysinki, wytwarzaja wirusy Coxsackie B 6 odmiany 37 (tabl. 1/2).
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Tab. 2. Zdolnos§¢ wytwarzania lysinek przez wirusy Coxsackie B 6 w zmniejszonej
koncentracji NaHCO,
Size of plaques produced by Coxsackie B 6 viruses in the reduced concentration

of NaHCO;,
Wirusy Cecha Srednia wielkosé lysinek w mm
Coxsackie .

B6 ” po 5 dniach po 7 dniach
Schmitt + 3,1—3,5 4,0—42

30 + 4,2—5,0 5,4—6,0

37 + 3,3—3,9 4,2—49

40 — — —

Objasnienie:

+  wirusy wytwarzajg lysinki (viruses produce plaques)
— wirusy nie wytwarzajg lysinek (viruses do not produce plaques)

Wieksze lysinki natomiast wytwarza szczep wirusa Coxackie B 6 od-
miany 30 (tabl. I/3). Badania nastepne dotyczyly wytwarzania lysinek
przez wirusy w zmienionej koncentracji NaHCO; — cecha ,,d”. Podob-
nie jak w wypadku oznaczenia cechy ,,S”, lysinki wytwarzaja szczepy
wiruséw Coxsackie B 6 Schmitt oraz odmiana ,,zimna” i 37, posiadajg
wiec ceche d+. Nie wytwarza tysinek odmiana ,gorgca” — cecha d-.
Obserwowane lysinki wytwarzane sg przez badane wirusy nieco po6zniej
jak przy oznaczaniu cechy ,,S”, dopiero po 48—60 godzinach inkubacji.
W tab. 3 przedstawiono Srednie wielkosci lysinek wytwarzanych przez
wirusy Coxsackie B 6 Schmitt i odmiany 30 i 37 po 5 i 7 dniach
inkubacji. Lysinki wytwarzane w zmniejszonej koncentracji NaHCO,
sg $rednio 0 2 mm mniejsze od lysinek wytwarzanych w warunkach
optymalnych. Wielkos¢ lysinek wytwarzanych przez szczep prototypowy
i odmiane 37 osigga wielkosé od 3,1 do 4,9 (tabl. I/4 i 5). Lysinki wytwa-
rzane przez odmiane ,zimng” sg nieco wieksze 1 wielko§¢ ich wynosi
od 3,9 do 6 mm (tabl. 1/6).

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Rozpatrujgc zmienno$¢é wlasciwosci antygenowych i patogennych
u wirusé6w stwierdzono, ze u jednych zaznacza sie¢ sklonno§¢ do zmien-
nosci w zakresie chorobotworezosci (5, 8§, 9—11, 18—20) u innych zas
do zmiennoéci w skladzie antygenowym (14—16, 26, 27). Zmiennosc¢
wirulencji obserwuje sie czesto w grupie enterowiruséw, ktére stanowig
dobry model do badania mechanizmu zmiennosci pod wplywem czynni-
kow srodowiska.

Wspblczesnie istniejg dwa przeciwstawne poglady tlumaczace zmien-
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nos¢ wiruséw pod wplywem srodowiska: Pierwszy, ktérego przedsta-
wiciele uwazajg, ze mutacje powstajg na drodze adaptacji do srodowiska.
Poglad ten zostal obalony po zastosowaniu analizy klonalnej szczepéw
wyjsciowych, Gendon i wsp. (8), Lwoff (18—20), Sabin (23)
wykazali, ze populacja wirusow jest niejednorodna pod wzgledem cech
genetycznych. Przedstawicielami drugiego natomiast s3 Burnet (2, 3),
Findley (7) i Luria (21), ktorzy interpretujg zjawisko zmiennosci
W sposob zgodny z zasadami genetyki klasycznej. Populacje mikroorga-
nizmoéw, a szczegdlnie populacje wirusow sg bardzo liczne, przy duzej
wiec liczbie pokolen istnieje mozliwo§é zjawiania sie wiekszej liczby
mutantéw. Srodowisko dziala w tym wypadku jako czynnik selektywny.
Selekcja prowadzi do reprodukcji mutantéw zdolnych do wzrostu w da-
nym Srodowisku.

Z naszych badan wynika, ze temperatura podwyzszona 40° i obni-
zona 30° powoduje zmiane cech genetycznych wiruséw. W wyniku prze-
prowadzonych 25 pasaiy w temperaturach nie optymalnych otrzymano
odmiane ,zimng” i ,goraca”. Roéinig sie one cechami genetycznymi
rctgg i rety , zdolnosciy wytwarzania lysinek — cecha ,,8” i ,d”.
Odmiany te mogly powsta¢ na skutek dzialania trzech mechanizmoéow
biologicznych; adaptacji fenotypowej, selekcji i mutacji spontanicznej.
Zastosowana w naszych badaniach metodyka, nie wyklucza zadnej
z przedstawionej mozliwosci. Populacja wiruséw jest niejednorodna
i moze zawiera¢ czgsteczki o roznych wilasciwosciach. Zostato to potwier-
dzone w przeprowadzonych badaniach. Wirusy Coxsackie B 6 Schmitt
namnazaly si¢ w niskich mianach w temperaturze 30° i 40°. W otrzy-
maniu mutantéw duzg role odgrywal rowniez mechanizm selekcji wiru-
sow pod wplywem temperatury inkubacji. Odpowiednie warunki hodowli
sprzyjaty rozwojowi mutantéw spontanicznych najbardziej przystosowa-
nych do zmienionych warunkéw.

Wnioski

1. Metodg pasazowania w nie optymalnych temperaturach (30° i 40°)
szczepu prototypowego wirusa Coxsackie B 6 Schmitt otrzymano
odmiane ,,zimng” i ,,gorgcg”.

2. Za pomocyg badan genetycznych wykazano, ze odmiana ,zimna”
posiada cechy rctso4, rety—, St i d+, a odmiana ,,goraca” cechy rcty_,
rctegs, S— i d-.

3. W badaniach poréwnawczych ze szczepem wyjsciowym stwierdzono,
ze cechy fizyko-chemiczne odmian wiruséw Coxsackie B 6 nie ulegly
zmianie pod wplywem pasazowania w nie optymalnych temperaturach.
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4. Za pomocy krzyzowych badan serologicznych stwierdzono, ze

otrzymane odmiany nie roéznig sie budowg antygenowsg od szczepu

wyjsciowego.
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OBJASNIENIA TABLICY

Tabl. I/1. Wyglad lysinek wytwarzanych przez wirusy Coxsackie B6 Schmitt

po 96 godzinach inkubacji.

po

Tabl. 1/2. Wyglad lysinek wytwarzanych przez wirusy Coxsackie B 6 odmiane 37
96 godzinach inkubacji.
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Tabl. 1/3. Wyglad lysinek wytwarzanych przez wirusy Coxsackie B 6 odmiane 30
po 96 godzinach inkubacji.

Tabl. 1/4. Wyglad lysinek wytwarzanych przez wirusy Coxsackie B6 Schmitt
w zmniejszonej koncentracji NaHCO; po 120 godzinach inkubacji.

Tabl. 1/5. Wyglad tysinek wytwarzanych przez wirusy Coxsackie B 6 odmianeg 37
w zmniejszonej koncentracji NaHCO; po 120 godzinach inkubacji.

Tabl. 1/6. Wyglad tysinek wytwarzanych przez wirusy Coxsackie B 6 odmiane 30
w zmniejszonej koncentracji NaHCO; po 120 godzinach inkubacji.

PE3IOME

Ilpu mnaccazxe B HEONTUMAJBHBIX TeMmmeparypax 30° u 40°C mramma
Bupyca Coxsackie B6 (Schmitt) momyunam pea myranra — ,,X0J0n-
HBIt' U ,ropaumit’”’. IlpM cpaBHMTEIBHBIX MCCJICAOBAaHMAX MYTAHTOB
¢ MCXOAHBIM ILITAMMOM HE KOHCTATUPOBAJM Pasiudna PU3MKO-XMMMUYE-
CKMX M CEpPOJIOTMYECKUX IPHU3HAKOB. C IIOMOILIBIO CEPOJIOTMYECKUX MCCJIe-
JoBaHMIT OOHAPYZKUJIM, YTO NOJYy4YEHHbIe MYTaHTHI HE OTJIMYAIOTCA AHTU-
TEeHHOJ CTPYKTYPOM OT MCXOZHOTO INTaMMma. IIpyu TeHeTHMHYeCKUX MCCIeHO-
BaHMAX KOHCTATHMPOBAJM, YTO ,,XOJIOOHBIA’ MyTaHT oOJamaer reHeTute-
CKMMM CBOMCTBaMy ItCgy, rtCy—, St mu d; ropsaumit myrant wumeer
reHeTU4eCcKue OpM3HaKM TiCgg—, T'tCy+, S~ u d~. MccaenoBaHus mokasbI-
BaloT, 4TO mpu mnaccaxe Bupyca Coxsackie B 6 mpu Temmeparypax 30°
M 40° oH M3MEHAET CBOM OMOJIOTMHECKME CBOICTBA.

SUMMARY

The strain of Coxsackie B6 Schmitt virus was passaged at the
temperatures of 30° and 40° C and two variants ”cold” and “hot” were
obtained.

The comparative studies of new variants and the original strain
of virus did not show any physico-chemical and antigenic changes.
Genetic investigations, on the other hand, demonstrated that the “cold”
variant has rctge4, retyy—, S+ and d+ markers, whereas the “hot” variant
— rctye—, retyos, ST and d- markers.

The investigations showed that Coxsackie B 6 virus changes its bio-
logical properties during passage at the temperatures of 30° and 40°.

EXPLANATION OF TABLE

Tabl. I/1. The plaques produced by Coxsackie B 6 Schmitt viruses after
96 hours of incubation.

Tabl. 1/2. The plaques produced by Coxsackie B 6 viruses, variant 37, after
¢6 hours of incubation.
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Tabl. 1/3. The plaques produced by Coxsackie B 6 viruses, variant 30, after
96 hours of incubation.

Tabl. I/4. The plaques produced by Coxsackie B 6 Schmitt viruses at the
reduced concentration of NaHCO; after 120 hours of incubation.

Tabl. 1I/5. The plaques produced by Coxsackie B6 viruses, variant 37, at the
reduced concentration of NaHCOQO; after 120 hours of incubation.

Tabl. I/6. The plagques produced by Coxsackie B 6 viruses, variant 30, at the
reduced concentration of NaHCO; after 120 hours of incubation.
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