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Badania nad patogenno$cia wirusa Coxsackie B 6 i jego mutantéow
dla mysich oseskow

Uccaenosannsa naroreHHocTu sBupyca Coxsackie B 6 Schmitt m ero myrawros
AJIA MBIILBMX COCYHKOB

Inevstigations on the Pethogenicity of Coxsackie B6 Virus and its Mutants for
Suckling-mice

Badania nad zmiennoscig wirusé6w pod wplywem réznych czynnikéw sz jednym
z aktualnych probleméw wspolczesnej genetyki. Potrzeba prowadzenia tych badan
wynika z koniecznosci otrzymania oslabionych pod wzgledem zjadliwo$ci szczepow
wirusowych do produkcji szczepionek. Wobec braku specyficznej terapii zakazen
wirusowych, stosowanie szczepionek w profilaktyce tych zakazen jest konieczne.
Poznanie procesu otrzymywania zmienionych wiruséw byla przyczyng duzego zainte-
resowania sie tym =zagadnieniem, Wielu autoréw wykazalo zmiennos$é wiruséw
zar6wno w budowie antygenowej, jak i w cechach biologicznych pod wplywem
temperatury. Kirn i wsp. (12) wykazali zmienno§¢ u wiruséw krowianki, Soko-
low i wsp. (17) u wiruséw grypy, Jablonski (8—11) u wiruséw ECHO 9
oraz Gevandau (5—7) u wiruséw Coxsackie B 5. Badania autorow (2—4, 13—16)
potwierdzajg wplyw infraoptymalnych temperatur na zmienno$§é wiruséw w szero-
kim zakresie, a miedzy innymi i zjadliwosci wirusow.

Przedstawione w maszej pracy dos§wiadczenia mialy na celu zbadanie patogennosci
dla mysich oseskéw odmian wirusa Coxsackie B6 Schmitt, uzyskanych pod wply-
wem nieoptymalnych temperatur.

MATERIAY, BADAWCZY

Badania przeprowadzono z wirusami Coxsackie B6 Schmitt i jego odmia-
nami otrzymanymi w wyniku pasazowania w temperaturze 30° i 40°. Wirusy
namnazano w hodowli komérek nerek malp w odpowiednich temperaturach i okres-
lano miano metods Reeda i Muencha. Miano wiruséw ustalano na 105 TCIDj/ml.
Do doswiadczenn nad patogennosciag badanych wiruséw uzyto 267 oseskéw bialych
myszy rasy Swiss oraz 49 oseskéw, ktore stanowily grupe kontrolna.
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METODYKA BADAN

Przygotowanymi wirusami zakazano domiesniowo (0,02 ml) i domézgowo (0,01 ml)
24 godzinne oseski mysie. Obserwowano je przez 14 dni notujgc objawy kliniczne.
Niektére oseski z najbardziej nasilonymi objawami porazen miesniowych usypiano.
Po dekapitacji i otwarciu czaszki, jamy brzusznej oraz klatki piersiowej pobierano
narzady, ktére utrwalano w plynie Bouina przez 4896 godzin. Nastepnie preparo-
wano mézg, watrobe, $ledzione oraz miesnie wedlug metody podanej w pracy
Blooma i wsp. (1).

Po odpowiednim przygotowaniu narzadéw z 53 oseské6w mysich zakazonych
badanymi wirusami reizolowano wirusy w hodowli komérek nerek malp inkubo-
wanych w odpowiednich temperaturach. Narzady przygotowano wedlug metody
podanej przez Jablonskiego (18). Material do wykonania preparatéw histo-
patologicznych przygotowywano wedlug metody podanej przez Zulinskiego
i wsp. (19). Preparaty histopatologiczne barwiono hematoksyling i eozyng. Zdjecia
fotograficzne preparatéw histopatologicznych wykonywano aparatem Exacta Varex
z nasadkg obiektywowsa. Powiekszenie wynosi 185 X.

Istotnos$é statystycznie znamiennych sprawdzono wedlug testu X2 dla tablicy
czteropolowej 2X2.

WYNIKI BADAN

Zaszczepione oseski mysie obserwowano przez dwa tygodnie i noto-
wano zmiany kliniczne. Zbiorcze wyniki przedstawiono w tabeli 1.
Wirusy Coxsackie B6 Schmitt powodujg $mieré wszystkich zaka-
zonych oseskéw mysich (100%). Niezaleznie od drogi zakazenia (do-
moézgowo czy domie$niowo), $mieré oseskow wystepowala po 36—48 go-
dzinach. Porazenia mieéni obserwowano juz po 18—24 godzinach.

Tab. 1. Wyniki badan nad patogennoscig badanych wiruséw
The results of investigations on pathogenicity of the examined viruses

Obserwacje kliniczne Reizolacja
Gru-| p; bez Wyniki
Liczba . S
P2 | ceskow | % padlo porazone chore zmian Licz dodatnie
Wiru-| o vsich ba .
SOW y licz- o licz- | o, | licz- % licz~ A bada-| licz~ %
ba ° ba 1 bpa ba nych | ba
1 40 100 40 (100 | — |~ | — |—} — |—1 10 | 10 100
2 70 [100| 50 | 7,4 14 200 3 |43| 3 [43| 15 | 1 | 3
3 55 100| 55 |100 —_ — — — — — 10 10 {100
4 60 100 1 1,7 5 8,3 2 3,3| 52 (86,7 15 — —

Objasnienie (Explanation):

1 — wirusy Coxsackie B 6 Schmitt (viruses Coxsackie B 6 Schmitt)

2 — wirusy Coxsackie B 6 odmiana 30 (viruses Coxsackie B 6 variant 30)
3 — wirusy Coxsackie B 6 odmiana 37 (viruses Coxsackie B 6 variant 37)
4 - wirusy Coxsackie B 6 odmiana 40 (viruses Coxsackie B6 variant 40)
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W badaniach histopatologicznych moézgu wykazano nastepujgce
zmiany (ryc. 1): Opona miekka wyraznie przekrwiona, ponadto odcin-
kowo podminowana nagromadzonym surowiczym wysiekiem zapalnym.
W miejscach nacieczonych wysiekiem surowiczym zaznaczony byl wzmo-
zony odczyn histiocytarny w postaci powigkszenia i rozplemu komorek
jednojgdrzastych. Srodblonek naczyh krwionoénych byt na og6t obrzektly,
a na obwodzie naczyn dostrzegano niekiedy nieznaczny rozplem komoérek
przydanki. Aktywnosé komorek naczyniowych oraz mikrogleju w tkance
nerwowej byla bardzo slaba. Tkanka nerwowa podoponowa nieco roz-
luznjona. W mieé$niach nieznaczny rozplem komoérek jednojadrzastych
woko6t naczyn krwionosnych.

Badania nad reizolacjg wirusdéw z narzgdéw przeprowadzono
u 10 oseskéw mysich. Wirusy izolowano z mozgu 6 oseskéw, u 4 oseskow
z mieéni oraz z watroby i jelit u 3 i 4 oseskéw. Odmiana wiruséw
Coxsackie B 6 30 powodowala smier¢ 50 (71,4%) oseskéw mysich sposrod
70 zakazonych. U 14 obserwowano porazenia, 3 oseski byly chore, a 3 nie
wykazywaly zadnych zmian. Na 15 badanych oseskéw wirusy reizolo-
wano z moézgu u 6 oseskdéw, miesni u 1 oseska, z watroby u 3 oseskow
i u jednego z jelit. Oseski zakazone tym szczepem wirusa padaly po
48—96 godzinach od zakazenia. Pierwsze objawy porazenia zauwazono
po 48 godzinach. Przebiegaly one podobnie jak po zakaZeniu szczepem
prototypowym. Oseski, ktére przezyly zakazenie rozwijaly sie wolniej
od kontrolnych. Wzrost ich byl wolniejszy, sier§¢ bardzo rzadka, a poja-
wianie sie jej stwierdzano bardzo pdézno. Po 14 dniach byly one o polowe
mniejsze wagowo.

Wyniki badan histopatologicznych przedstawia ryc. 2. Widoczne wy-
razne przekrwienie opony miekkiej. Odcinkowe nagromadzenie wysigku
surowiczego, podminowujgcego opone. Zmianom wysiekowym towarzy-
szyl rozplem komérek histiocytarnych oraz obrzek srédblonka naczynio-
wego. W tkance nerwowej komoérki mikrogleju wykazywaly niewielkie
oznaki aktywnoéci. W miesniach natomiast stwierdzono rozlane nacie-
czenia tkanki srodmigzszowej komoérkami jednojgdrzastymi, wsrod kto-
rych wystepowaly pojedyncze granulocyty. Wzmozony odczyn komérkowy
dotyczyl rowniez naczyn krwionoénych (ryc. 3).

Wirusy odmiany 37 powodowaty $mieré wszystkich zakazonych
(55 osesk6w) oseskow mysich. Zmiany histopatologiczne byly bardzo
zblizone do zmian wywolywanych przez szczep prototypowy. Wirusy
izolowano z modzgu, watroby i jelit zakazonych oseskéw mysich.
Odmiana wiruséw Coxsackie B6 40 powodowala (w jednym przypadku
na 60) $mieré¢ zakazonego oseska. U 5 oseskow dawala porazenie, a dwa
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oseski byty chore. U pozostatych 52 oseskow zakazonych nie stwierdzono
zadnych objawéw klinicznych. Nie izolowano rowniez wiruséw z bada-
nych narzadow.

W badaniach histopatologicznych stwierdzono zmiany o mniejszym
nasileniu jak przedstawiono poprzednio. Przekrwienie opony miekkiej
mézgu bylo niewielkiego stopnia. Odcinkowe nagromadzenie niewielkiej
ilosci wysieku surowiczego, ktéremu towarzyszyl niewielki odczyn ko-
moérkowy (komorek jednojgdrzastych). Tkanka nerwowa pod opong wy-
kazywala nieco luZniejsze utkanie. W mie$niach wzmozony odczyn ko-
moérkowy w tkance $réodmigiszowej w poblizu naczyn krwionosnych
(ryc. 4). W watrobie i sledzionie u badanych oseskéw nie stwierdzono
zmian histopatologicznych po zakaZeniu badanymi wirusami. W prepa-
ratach histopatologicznych sporzadzonych z mézgu, watroby, miesni
i $ledziony oseskéw nie zakazonych barwionych hematoksyling i eozynag
zmian histopatologicznych nie stwierdzono. W watrobie zachowany byl
czynny uklad krwiotwoérczy.

W wysoce istotny statystycznie sposob w patogennosci dla oseskéw
mysich rézni sie odmiana wirusow Coxsackie B 6 30 (x2=20,62, P=0,001)
od wiruséw odmiany 40 (¥2==55,21, P = 0,001). Poréwnanie wlasciwosci
patogennych pozostatych badanych wiruséw przy pomocy obliczen sta-
tystycznych miatoby charakter losowy, wyniki badan sg zblizone.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Otrzymane przez Sabina (16) atenuowane szczepy poliomyelitis
charakteryzujg sie zdolno$cig wzrostu w temperaturze 25° i sg niepato-
genne. Lwoff (15) uzyskal wyselekcjonowany szczep polio typ 2 MEF,
zaadoptowany do noworodkow mysich, ktéory namnazat sie dobrze w ko-
moérkach KB w 40° i byt stabo wirulentny dla malp dajgc zmiany w mézgu
bez paralizu. Uzyskanie szczepu MEF; o braku cech neurowirulentnych,
rctyo+ jest dotychezas niewyjasnione zwlaszeza gdy badania mutantéw
poliowiruséw wykazuja, ze cechy genetyczne rety i1 neurowirulencja
sg $cisle zwigzane. Przedstawione wyniki badan sg odmienne od wynikow
uzyskanych przez Sabina (16), Dubesa i wsp. (2), Gendona (3,4),
Gevandau (5—7) i innych. Zgodne sg z badaniami Lwoffa (15)
przeprowadzonych ze szczepem MEF;,

W badaniach nad wirusami poliomyelitis, ECHO, Coxsackie, grypy
i innymi (2, 6, 9, 14, 15) wykazano, ze odmiany ,zimne” tracg swoje
wlasciwosci patogenne. W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze
odmiana ,,zimna”’ jest patogenna dla oseskow mysich tak jak szczep
prototypowy. Inne odmiany sg mniej lub niepatogenne dla oseskéw.
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Ryc. 3. Zmiany histopatologiczne w miesniach oseskow mysich zakazonych wiru-
sem Coxsackie B 6 30.

Ryc. 4. Zmiany histopatologiczne w miesniach oseskow mysich zakazonych wiru-
sem Coxsackie B 6 40.

PE3IOME

CpaBHUTENBHBIE MCCICAOBAHMA MYTAaHTOB, IOJYYEHHBIX OT IIPMTOTHIIA
wramma Coxsackie B 6, morazamu, 4TO 9TOT IUTAMM M ,,XOJIOOHBINA'’
MyTaHT 00JaJaloT [IATOr€HHOCTHIO IJI MBIIIBMX COCYHKOB. ,I'opadgmit”’
MYTaHT IIOTEPAJ [aTOTEHHOCTH. IIpM TIMCTOMATONOTMYECKUX MCCIENO-~
BaHMAX BHYTPEHHMX OPTaHOB COCYHKOB KOHCTATMPOBANYM WU3IMEHEHMs
B MBIUIAX ¥ Mo3ry. McciemoBamma mokasanyu, 4YTO IIpM Iaccaxke BUpyca
Coxsackie B 6 npu nmosbhnuenHol Temneparype (40°) oH TepseT HaTOreH-
HOCTH JAJISI MBIIBEMX COCYHKOB.

SUMMARY

Comparative studies of mutants derived from a prototype Coxsackie
B6 virus showed that the parent strain and its ”cold” mutant are
pathogenic for suckling-mice while the "hot” mutant does not show
any pathogenicity towards the animals tested.

Histopathological preparations of organs showed the changes in
muscles and brain. The present results indicate that Coxsackie B 6 virus
loses its pathogenicity for suckling-mice during incubation at a higher
temperature (40°).

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Histopathologic changes in the brain of suckling-mice infected with
Coxsackie B6 Schmitt virus.

Fig. 2. Histopathologic changes in the brain of suckling-mice infected with
the virus Coxsackie B 6 30.

Fig. 3. Histopathologic changes in the muscles of suckling-mice infected with
the virus Coxsackie B 6 30.

Fig. 4. Histopathologic changes in the muscles of suckling-mice infected with
the virus Coxsackie B 6 40.
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