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HOOFSTUK I

INLEIDING EN DOELSTELLING

1. tinleiding

Wanneer beter beheer oor 'n virussiekte beoog word, is dit nodig om die ver-

skillende beheermetodes met hul moontlikhede en beperkings goed te oorweeg.

Die oudste metode is immunologiese beheer wat in 1798 ingelui is toe

Edward Jenner mense teen pokke beskerm het deur inenting van koeipokvirus. Immuni-

sering is vandag nog die belangrikste metode in die beheer van virussiektes. Die ge-

bruik van entstowwe gaan egter ook met heelwat probleme gepaard. 'n Probleem

wa t alle entstowwe raak is die merkbare verskil in die reaksie van individ ue teenoor

'n antigeen as gevolg van hul besondere genetiese samestelling. Dooie entstowwe,

wat soms gebruik word weens gebrek aan beter alternatiewe, het 'n baie swak

immuniserende potensiaal in vergelyking met lewende entstowwe. Dit kan waarskyn-

lik toegeskryf word aan die feit dat hul kort in die sisteem van die dier bly, aan-

gesien die virus nie vermenigvuldig nie.

Die metodes om 'n lewende verswakte entstof te produseer is meestal empiries

en word dikwels nie deur die nodige basiese kennis ondersteun nie. Min is bv. bekend

oor die eienskappe wat virulensie aan 'n virus verleen en die veranderings wat nodig

is om verswakking te weeg te bring. Lewende entstowwe, aan die ander kant, hou

die gevaar van infeksie in en moet dus baie noukeurig gekontroleer word vir veiligheid

en kwaliteit.

Die grootste nadeel van meeste entstowwe is hul spesifisiteit. Hierdie probleem

kom veral na vore in gevalle waar meer as een serotipe van 'n virus voorkom. Dit

geld ook in die geval van Bloutongvirus (BTV) waarvan 'n aantal serotipes dikwels

gelyktydig in 'n ensoótiese gebied van Afrika aktief kan wees. Polivalente immuni-

sering word dan vereis wat baie bemoeilik word deur die onderlinge inmenging tussen

scrotipcs, verskille in die irnmuniserende potensiaal van die verskillende serotipes en

die verskille in die groeitempo's van die verswakte serotipes (Howell en Verwoerd, 1971).

Ten einde die probleme wat verbonde is aan huidige entstowwe te verlig,

maar die voordele aan die metode van immunelogiese beheer nog te benut, is nuwe
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moontlikhede ondersoek. Subvirale partikels van verskeie virusse is geproduseer met

die oog om te bepaal in watter mate hulle beskerming kan verleen (Mautner en

Willcox 1974, Rubin en Tint, 1975, Goldblum et al. 1972, Norrby et al. 1972 en

Neurath en Benjamin, 1971). Verder kan die antigene wat belangrik is vir beskerming

as suiwer proteïene geisoleer word (Arnon, 1972). Indien aanduidings gevind word

dat die produksie van suiwer proteïene as entstowwe 'n praktiese moontlikheid is,

kan gepoog word om hul in molekulêre terme te definieer. Daarna kan oorweeg

word om hul sinteties te berei (Jenner, 1972a).

Subvirale partikels, gesuiwerde proteëiene en sintetiese antigene sou die voor-

dele besit dat inenting daarmee sensitisering deur bykomstige proteïene uit sou skakel,

asook die inokulasie van nukleiensuur. Laasgenoemde hoef nie infektief te wees nie,

maar kan onwenslike koderingspotensiaal besit. Verder sal groter immuniseringsdosisse

gebruik kan word en die entstowwe sal volgens biclogiese en chemiese maatstawwe

gestandaardiseer kan word. 'n Stam met hoë groei potensiaal sal dan nodig wees

om die nodige hoeveelheid materiaal te voorsien (Perreira, 1972).

Die gebruik van temperatuursensitiewe ,(TS) mutante is ook 'n belangrike

alternatief. Wanneer hulle geselekteer word vir hulonvermoë om by liggaamstempera-

tuur te groei, is hul reeds verswak. Hulle is dus baie aantreklik vir entstofbereiding.

Vir entstowwe is dit egter baie belangrik dat hulle stabiele mutante moet wees soos

verkry kan word deur, veelvuldige of deJesie mutasies eerder as mutasies met sub-

stitusie van enkele basisse. Temperatuursensitiewe mutante kan veral belangrik wees

by infeksies waar die temperatuurgradiënt wat in die liggaam bestaan, benut kan

word bv. in respiratoriese infeksies. Die moontlikhede is ondersoek in die gevalle van

bv. Semlike-Forest-Virus, Respiratoriese sinsitiumvirus en Influenzavirus en dis ge-

toon dat dit heelwat belofte inhou (Jenner, 1972b) deurdat 'n mate van beskerming

deur hul TS mutante verkry is (Beare, 1975).

Interferon as profilaktiese middel besit die belangrike voordeel dat dit spesie-

spesifiek is maar nie-spesifiek is vir die virusse van 'n bepaalde gasheer spesie. Op die

Ander mutante wat op grond van hul biochemiese, fisiologiese of morfologiese

eienskappe onderskei word, kan ook van nut wees soos in die geval van Oostelike

enkefalitisvirus (Brown en Officer, 1975).
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oomblik is bereiding egter 'n probleem. Die enigste hoop om dit as profilaktiese of

terapeutiese middel van nut te laat wees is deur dit te induseer met poli-inosien-

sitosien (Hilleman, 1972). Produksie kan moontlik verder gestimuleer word deur be-

straling (Mozes et al. , 1974).

Chemoterapie is 'n belangrike beheer metode by bakteriese siektes, maar by

virussiektes kon tot dusver nog nie veel sukses daarmee bereik word nie (HilIeman,

1972).

Laastens bestaan daar ook die moontlikheid om insekoorgedraagde virusse

te beheer deur die vektor te beheer. Daar is op gewys dat dit waarskynlik beter sou

wees om die vektor se kapasiteit te beheer eerder as om die spesie self te beheer.

Die teling van 'n weerstandige Cullicoides spesies is bv. ondersoek met die oog om

die oordrag van BTY te beheer (Jones en Foster, 1974).

Die immunelogiese benadering ontvang steeds die meeste aandag in onder-

soeke wat beter beheer van virussiektes beoog. Die antigeniese eienskappe van die

virus en die reaksie teen hierdie antigene bepaal die vlak van weerstand wat in die

dier opgewek word en dus die doeltreffendheid van immunologiese beheer. Hierdie

twee aspekte vorm dus die kern van hierdie studie en sal in die literatuuroorsig

verder bespreek word.

1.2 Doelstelling en motivering

Die doel van hierdie studie was om meer kennis en perspektief op te doen

van twee aspekte wat van primêre belang is in die opwekking van immuniteit teen

BTY. Dit moes as grondslag kon dien vir 'n meer uitgebreide studie later. Eerstens

was daar 'n studie van BTY as antigeen en tweedens van die reaksie wat dit in

diere uitlok.

Motivering om juis hierdie twee aspekte te ondersoek is gegrond daarop dat

dit al die faktore insluit wat die doeltreffendheid van 'n entstof bepaal en dus van

aansienlike praktiese nut sou kon wees.

'n Studie van die antigenlese eienskappe van BTY het as uiteindelike mikpunt

die molekulêre definiering van die antigene wat die weerstand teen infeksie uitlok.

Om dit te bereik moe t die betrokke antigene eers geisoleer word en daarna kan
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die moontlikheid ondersoek word om hul te sintetiseer. 'n Sintetiese molekuul kan

verder gemodifiseer word om al die eienskappe te besit wat nodig is om 'n bevredi-

gende immuniteit op te wek.

'n Beter kennis van die immuunreaksie teen BTV is om verskeie redes van

belang in die ontwikkeling van 'n meer poeltreffende entstof. In die eerste plek is

daar verskillende. komponente wat 'n rol speel in die immuniteit teen 'n virus

(Allison, 1972). lndien vasgestel kan word watter komponente van besondere belang

is in immuniteit teen BTV -infeksies, kan hierdie komponente geaktiveer en versterk

word, terwyl reaksies wat die opbou van immuniteit belemmer, onderdruk kan word.

Om ekonomiese redes was dit in hierdie studie nodig om die immuunreaksie

in konyne te bestudeer en orn dieselfde rede sal die gebruik van proefdiere in die

toekoms nodig wees. Vorige studies oor die immuunreaksie is in skape gedoen. 'n

Vergelyking van die reaksie in skape en ander proefdiere is baie belangrik sodat

vasgestel kan word in watter mate dit wat vir die proefdier geld op die skaap van

toepassing gemaak kan word.

Laastens is 'n goeie kennis 'van die immuunreaksie teen natuurlike BTV nodig,

sodat pogings om daarop te verbeter, daarmee vergelyk kan word. Om die doeltref-

fendheid van subvirale partikels of suiwer virusproteiene as immuniserende antigeen

te bepaal moet dit met intakte virus vergelyk word.
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HOOFSTUK II

EKSPERIMENTELE PROSEDURES

2.1 Materiaal

2.1.1 Chemikalieë

Aminosure en soute is verkry van Merck Chemicals (E. Merck, Darrnstad,

Duitsland) en agarose van Miles Laboratories (Posbus 141, Goodwood, Kaapstad,

7460), tensyanders aangedui is.

2.1.2 Medium

Gemodifiseerde Eagle se medium is berei volgens die resep van McPherson en

Stoker (1962). Waar nodig is 5 % beesserum bygevoeg.

2.1.3 Buffer

Tris-HCl-buffer is gebruik teen die verlangde konsentrasie en ingestel op die

vereisde pH (Vogel, 1953).

2.1.4 Selstamme

Baba Hamster Nier (BHK-21) selle is gebruik vir viruskweking en selle van die

L-Iyn van muisfibroblaste (LF selle) is gebruik vir virustitrasie. Beide stamme is

verkry van die American Type Culture Collection (1230 I Parklawn Drive, Rockville,

Maryland, V.S.A: 20852).

2.1.S Virusstamme

Geattenueerde tipe 10 virus (lOA), is verkry van die afdeling virusentstofproduk-

sie, Onderstepoort en geattenueerde tipe 4 (4A) van Dr. R.A. Oellerman, Onderstepoort.

(Navorsingsinstituut vir clie Veeartsenykunde, Onderstepoort 0 110.)

2.1.6 Proefdiere

Vyf maande oue wyfie konyne van die Onderstepoort-geteelde stamme is deur-

gaans gebruik. (Navorsingsinstituut vir Veeartsenykunde, Onderstepoort 0 Il 0.).
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2.l.7 Diëtiel Amino Etiel (DEAE-) Sellulose

2.1.10 Neutraalrooi-oplossing

Dit is verkry van Sigma (3500 de Kalbstraat, St. Louis, Missouri, V.S.A.). Dit

het 'n kapasiteit van 0,89 m ekw gehad en die maaswydte ("mesh") : medium.

2.1.8 Antiserum

Die reageuse is verkry van Cappel Laboratories, (Downingtown PA 19335, V.S.A.).

In albei gevalle is bok IgG gebruik. Die anti-IgM was JJ kettingspesifiek Lot 7751 en

die anti-IgG 'Y ketting spesifiek Lot 9051.

2.1.9 Reageuse vir sellulose-asetaat-membraanelektroforese

Hierdie reagense is amal van Beckman Instruments (Eiendoms) Beperk

(Posbus 8468, Johannesburg) verkry.

Daar is 'n I % oplossing van neutraalrooi in etiekalkohol gemaak. Dis geskud en

'n paar uur laat staan. Daarna is dit filtreer om enige onopgeloste materiaal te verwyder.

Hiervan is 60 ml by 2 L fosfaat- buffer gevoeg (0,2M, pH6,5).

2.1.11 Geaktiveerde Tripsien- Verseen-oplossing

Dit is soos volg opgemaak: 80gNaCI, 4gKCI, l Og Dekstrose, 5,8gNaHC03'

5,Og Tripsien, 2,Og E.D.T.A., 2,Og penisillien, 2,Og streptomisien, en IOml van 'n fenol-

rooi-oplossing (0,2%). Dit is opgemaak tot I OOOml en I: IO verdun vir gebruik.

2.2 Metodes

2.2.1 Selkweking

'n Roux fles waarop 'n digte laag BHK selle gegroei het is geneem en die

medium afgegooi. Ongeveer 60ml geaktiveerde tripsien-verseen-oplossing (ATV) is

daarop gegooi en ongeveer een minuut op die selle laat lê waarna dit afgegooi is.

Wanneer tekens gesien kan. word dat die selle van die glas begin los kom is 'n ge-

rieflike hoeveelheid medium geneem en op die selle gespuit. Om die selaggregate op

te breek is die suspensie dim ongeveer agt keer op en af gespuit deur 'n 20ml spuit.

Die suspensie is dan verdeel tussen 8-12 Roux flesse of 500ml McCartney bottels

waarin vooraf ongeveer 80ml van Eagle se medium met 5 % beesserum gevoeg is. Die

bottels is by 37C geïnkubeer totdat die selle 'n digte monolaag gevorm het (gewoon-

lik 3-4 dae).
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2.2.2 Viruskweking

Die metode van Verwoerd (1969) is gebruik. Bloutongvirus tipe 10A en 4A is

gebruik. Baba hamster nier (BHK) selle is as 'n digte. monolaag in Roux flesse of

SOOml McCartney bottels gekweek. Die medium is dan afgegooi en die selle is gespoel

met Eagles medium sonder serum. 'n Geskikte hoeveelheid van Eagle se medium

sonder serum is dan bygevoeg om die selle te onderhou tydens viruskweking. Die

selle is geënt deur virus in die fles te spuit teen 'n konsentrasie wat ooreenstem met

'n veelvuldigheid van IS plaket-vormende eenhede virus per sel. Daarna is dit vir 48

uur by 37C geïnkubeer waarna dit geoes is deur die sellaag van die wand van die

bottel af te skud.

2.2.3 Virussuiwering

Die metode beskryf deur Verwoerd et al. (1970) is gedeeltelik gevolg. Alle

werk is by 4C gedoen. Die selle waaraan die virus geheg is, is nadat dit geoes is,

afgeswaai teen I 400g vir I uur.

Die bostand is weggegooi maar die proppie is gesuspendeer in 2 mMTris-buffer

(10 ml/1S SOOml McCartney-bottels). Hierdie suspensie is dan afgeswaai teen 38 000 g

vir la minute in 'n Spineo 50 Ti rotor. Die bovloeistof is weggegooi en die proppie

by 4C gestoor todat dit benodig is. Die volgende stappe is dan gevolg:

(1) FREON 1

I) 'n Freon ekstraksie (sien punt No. 9) is op die gestoorde proppie

gedoen. Dit het gelewer bovloeistof I en proppie I.

2) Proppie I is gewas met soveel 2 mM Tris-buff'er as wat in die

eerste ekstraksie verloor is deur dit vir 60 sekondes te homogeniseer.

Die wasvloeistof is by bovloeistof I gevoeg - en proppie I wegge-

gooi.

(3) FREON III

'n .Verdere freon ekstraksie is dan op bovloeistof II gedoen en dit het

proppie III en bovloeistof III gelewer - proppie III is gehou.

(2) FREON II

'n Freon ekstraksie is op bovloeistof I gedoen en dit het bovloeistof Il

en proppie II gelewer - proppie II is gehou.
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(4) Was van proppie II en IJJ

Proppie II en III is bymekaar gevoeg en daarna gewas deur 'n volume

tris-buffer (2mM) wat gelykstaan in volume aan die verskil in volume

van bovloeistof III en die volume van die suspensie waarmee die suiwe-

ring begin is by te voeg en te homogeniseer vir 60 sekondes. Die. sus-

pensie is weer afgeswaai. Die bovloeistof is by bovloeistof III gevoeg

en proppies. II en III weggegooi.

(5) FREON IV

'n Ekstraksie is nou op bovloeistof III gedoen en die proppie is weggegooi,

maar bovloeistof IV is gehou.

(6) Eter-ekstraksie

By bovloeistof IV is 'n 1/25 volume 5% albumien (in 2mM Tris-buffer),

1/10 volume 10%Tween 80 (in 2mM Tris-buffer) en 'n gelyke volume herge-

distilleerde eter gevoeg. Die mengsel is goed geskud vir 60 sekondes en

daarna uitgeswaai teen 1 400g vir 10 minute.

(7) Die soutkonsentrasie van die waterige fase is tot 50 mM

aangepas deur 1/80 volume van 'n 4M NaCl oplossing by te voeg. Dit

is dan versigtig bo-op 'n 1/4 volume sukrose kussing gespuit en vir 90

minute uitgeswaai teen 100,000 g in 'n Spineo 60 Ti rotor. Die prop-

pie wat nou verkry is, is in 'n geskikte volume 2mM 'Iris-buffer gesus-

pendeer en as antigeen gebruik. Vir immuunelektronmikroskopie is die

virus verder gesuiwer soos beskryf in (8).

(9) Freon ekstraksie

Die virus proppie is in 2mM Tris-buffer gesuspendeer (150 ml vir

8-240 500ml McCartney bottels) en een tiende 1/10 volume 5%

(8) Die proppie is gesuspendeer. in ongeveer 6 ml 2mM Tris-buffer. Daarna

is 3 ml per buis bo-op 'n 4-40% sukrose gradient gespuit (sukrose in

2mM Tris-buffer, pH 8,8). Dit is gesentrifugeer teen 78000 g vir 50 min

in 'n SW 27 rotor. Die virus bande is dan op die buis gemerk en af-

gesuig met 'n spuit. Hierdie virus is vir immuunelektronmikroskopie

gebruik.
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Sephadcx G-200 (superfine) (verkry van Pharrnacia, Fine Chemicals AB,

Uppsala, Sweden) en 1/3 volume freon is bygevoeg. Die mensel is ge-

homogeniseer vir 60 sekondes en uitgeswaai teen 1 400 g vir 10 minute.

2.2.4 Virustitrasie

Die titer van ongesuiwerde en gesuiwerde virus is soos volg bepaal. Van die

suiwer virus voorraad is 106, 2xl06, 107, 2xl07, 108, 2x108, 109, lOla en 1011

verdunnings gemaak. Van die ongesuiwerde virus is 105, 2xl 05, 106 en 2x106 ver-

dunnings gemaak. Verdunnings is in 2mM Tris-buffer gemaak. Elke verdunning is in

duplikaat uitgeplaat op monolae van LF selle. 'n Laag voedings agar sonder serum is

bo-oor gegiet. Na 'n inkubasie periode van 4 dae by 37C in 'n vogbeheerde inkubator

wat met C02 voorsien is, is die bakkies gekleur met neutraalrooi-kleurstof vir 2-3 uur.

Die kleurstof is dan afgegooi en die helder plakette getel. Die titer van die virus is

uitgedruk as aantal viruspartikels per ml.

2.2.5 Stabiliteittoetse

Geoesde virus (kyk 2.2.l) is gebruik vir die toetse. Die titer van hierdie sus-

pensie was ongeveer 1xl 08 /ml. Dit is in Tris-buffer met die verlangde soutkonsentrasie

en pH (kyk hoofstuk III) verdun tot 'n uiteindelike verdunning wat ongeveer 100

plaketvormende eenhede (PVE) per 0,1 ml sout bevat. Daarna is dit vir 'n spesifieke

tyd en temperatuur geïnkubeer (kyk hoofstuk Ill) waarna 0,1 ml op 'n monolaag

LF-selle wat gekweek is op 'n petribakkie (60 mm) uitgeplaat is. Dit is later bedek

met 'n voedingsagar soos beskryf deur Howell et al. (1967). As kontrole is virus ge-

hou onder toestande waar dit volgens Verwoerd (1969) stabiel sou wees, nl. in

gaans aangegee as daardie verdunning waarby 50% neutralisasie plaasvind.

2mM Tris-buff'er, pH 9,0 by 4C.

2.2.6 Neutralisasie-toetse en bepaling van antiserum titers

'n Reeks tweevoudige verdunnings van die serum is in fisiologiese soutoplossing

(0,IS4M) gemaak. By elke serumverdunning is 'n konstante volume en konsentrasie

virus gevoeg. Die konsentrasie van die virus was dan sodanig dat dit PVE/O,l ml bevat

het ind ien geen neutralisasie plaasgevind het nie. 0 ie virus-antiserum suspensie is dan

vir die vereiste tyd en temperatuur (kyk hoofstuk IV) geïnkubeer en daarna is 0, I ml

uitgeplaat op 'n monolaag LF-selle in 'n 60 mm Petribakkie en geinkubeer (kyk 2.2.4).

Serum en virus kontroles is by elke eksperiment ingesluit. Antiserum titers word deur-
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2.2.7 Suiwering van immunoglobuliene

2.2.7.1 Presipitering van gammaglobuliene m.b.v. (NH4)2S04

Die metode van Hebert et al. (1973) is gevolg met 'n effense wysiging.

Honderd milliliter serum is versigtig geroer terwyl 50 ml ammoniumsulfaat bygevoeg

en goed gemeng is. Die reaksie mengsel is vir I uur by kamertemperatuur gehou en

daarna gesentrifugeer om die gepresipiteerde proteien te pak. Die bovloeistof is afge-

gooi en gehou vir latere suiwerheidsbepalings. Die presipitaat is hergesuspendeer en

opgelos in gedcioniseerde water tot 'n volume gelyk aan die oorspronklike volume

serum. Die presipitasie is 3x herhaal. Die finale fraksie is gedialiseer teen 0,0 IM fosfaat

buffer pH 8,0 totdat geen sulfaat meer in die dialisaat waargeneem kon word nie.

Die suspensie is gekonsentreer tot 'n konsentrasie wat 64 mg/ml proteien bevat het.

2.2.7.2 Fraksionering van die IgG fraksie deur kolomchromatografie

Voorbereiding, pak en laai van die kolom is gedoen soos beskryf in Williams

en Chase (1967a). Tweehonderd ses en vyftig mg 'Y globuliene in 'n 6 ml suspensie

is op 'n 1,5x30 cm glas kolom gelaai. Eluering van die kolom is gedoen volgens die

metode van Williams and Chase (l967b).

2.2.7.3 Die bepaling van die suiwerheid van die IgG fraksie

(a) Met behulp van poliakrielamiedjelelektroforese

Die metode van Summers et ál. (1965) is gebruik met 'n paar wysiginge.

'n Shandon pypies-jel elektroforese apparaat is gebruik. Dit hou 8 pypies

0,5 cm x 7,0 cm. Die jelkolom het uit 2 konsentrasies bestaan. Onder was ongeveer

1,3ml van 'n 8% poliakrielamied konsentrasie wat as skeidingsiel gedien het met bo-

op 0,1 ml gel met 3% konsentrasie wat gedien het om die monster te konsentreer.

Verder het albei bestaan uit 0,5% etileendiakrilaat as kruisbindingvormer, 0,2% N, N,·

N', N'-tetrametileendiamien (Terned), 0,2% natrium dodesiel sulfaat (SDS), 8M ureum,

0,02M EDTA (ctileendiamientetraasynsuur), O,OIM fosfaat-buffer (pH 7,2) en 0,08%

ammoniumpersulfaat as katalisator. Ureum is gedeionisecr deur 'n harskolom (Elgalite

219 Standard Resine 208) net voor gebruik. Akrielarnicd is omgekristalliseer volgens

die metode soos beskryf deur Leenning (1967).
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Die jelle is vir la minute geprc-elektroforetiscer. Die proteienmonsters is met

40% sukrose vermeng in 'n I: I verhouding en dan afhangend van die proteienkonsen-

. trasie van die monster is 4-7 pi van die mengsel op 'n pypie gesit. Elektroforese is

uitgevoer teen Sm Amps per jel vir 2 uur (Whipple, 1964).

Die konsentrasie van die buffer in die bakke was 0,0 IM fosfaat met 0,2 %

SDS en 0,02M EDIA by pH 7,2.

J elle is gefikseer vir 5 min in 40 % Trichloorasynsuur (ICA), gewas in water

en dan vir 15 min gekleur in 0,25 % Coomassie Brilliant Blue G-2S0 in 'n oplossing.

van ysasyn, Metanol en water in 'n 1:5:4 verhouding. Ontkleuring is gedoen in 5%asynsuur.

(b) Sellulose-asetaat-mem braanelektroforese

Die metode is gedoen met die Beckman Microzone apparaat en prosedure vol-

gens die meegaande handleiding (Beckman Instruments (Eiendoms) Beperk, Posbus

8468, Johannesburg.)

2.2.8 Immuunelektronmikroskopie

As uitgangspunt is die metode van Almeida en Waterson (1969) geneem, maar

die toestande wat die beste resultaat gee in die BIV sisteem is empiries bepaal.

Die serum is geïnaktiveer deur verhitting by S6C vir 30 minute om moontlike effekte

van komplement uit te skakel en daarna uitgeswaai teen 140000g in 'n SW 50 rotor.

Van die virussuspensie met 'n titer van Sxl09 is 0,1 ml gemeng met 1,8 ml 2mM

Tris-buffer, pH 8,8 en 0,1 ml van die antiserum (titer 1/32) of IgG fraksie (titer

1/64). Die reaksie mengsel is vir 15 minute laat staan by kamertemperatuur en daarna

gesentrifugeer teen 8 SaOg vir 15 minute by 4C. Die bovloeistof is afgetrek met be-

hulp van 'n spuit en die proppie opgeneem in 0,1 ml 2mM Iris-buffer. Daarna is dit

gemeng met 'n gelyke volume 3% fosforwolframsuur by pH 6,0. 'n Druppel van hier-

die mengsel is daarna geplaas op 'n 200-maaswydte siffie, die oormaat vloeistof afgesuig

met filtreerpapier en die siffie onmiddellik in die elektronmikroskoop geplaas.

2.2.9 Sukrosedigtheidsgradient-sentrifugering vir skeiding
van IgM en IgG

Die metode van Williams en Chase (1967) is effens gewysig. '11 Aaneenlopende

gradient is met 'n Beckman Gradient Former gemaak deur 40% sukrose as hoë kon-
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sentrasie geleidelik te meng met 4% sukrose. Die sukrose is opgemaak in Sórensen se

buffer pH 7,3 (Vogel, 1953). Na vorming van die gradient in 5 ml buise, is 0,5 ml

koue verdunde serum ('n 1: 1 verdunning in 'n fisiologiese soutoplossing) bo-op' gesit.

. Die monster grens is effens verswak deur dit versigtig te roer met die punt van die

pipet. Sentrifugering is so gou as moontlik begin teen 38 000 o.p.m. vir 18 uur by

4C (in '11 Beckman model L-2 of L2-50 sentrifuge in 'n SW 50 rotor). Fraksies is

druppelsgewyse van onder uit die buis opgevang. Eers is 3-0,5 ml fraksies opgevang,

dan 'n 1 ml fraksie en dan die res. Die uitvloei uit die buis is beheer deur 'n prop

en 'n pypie bo in die buis te plaas.

2.2.10 Immunodiffusietoetse

Oradientfraksies is kwalitatief getoets teen anti-IgG en anti-Iglvl reagense deur

immunodiffusie. Die toetse is gedoen deur 2,5 ml van 'n 0,8% agar in Sërensen se

buffer (pH 7,3) in 35mm Petri-bakkies te gooi. Natriurn-azied (0,01% is bygevoeg

orn die groei van bakterieë te inkubeer. Die holtes van die patroonplaat was 5 mm

van die middelste een af en 2 mm in deursnit. Die bakkies is vir 48 uur by 37C ge-

inkubeer, en daagliks ondersoek.
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HOOFSTUK III

DIE STABILITEIT VAN BLOUTONGVIRUS

3.1 Inleiding

Bloutong is 'n akute insekoorgedraagde siekte van skape. Dit kan klinies her-

ken word aan die inflammasie van die slyrnvliese van die respiratoriese en spysver-

teringskanale wat geassosieer is met degeneratiewe veranderings in die skeletspiere. Die

groot mate van uittering en swakheid wat op die akute siekte volg veroorsaak 'n

uitgerekte herstelperiode wat weer lei tot ernstige ekonomiese verliese as gevolg van

verminderde produktiwiteit (Howell en Verwoerd, 1971). Die ekonomiese belang van

die merino in wolproduksie (Howell, 1969) was seker meer as enige iets anders 'n

aansporing om die biofisiese (Verwoerd, 1969), morfologiese (Els en Verwoerd, 1969)

genetiese en molekulêre (Huismans, 1970; Huismans en Howell, 1973 en Shipharn, 1973)

asook die immunologiese eienskappe (Howell, 1969) van BTV te ondersoek.

Die bg. bevindings het baie daartoe bygedra om 'n beter begrip van die virus

te kry. Dit is bv. vasgestel dat die virus 'n deursnit van 54 nm het en dat sy kapsied

uit 32 kapsomere bestaan. Die virus besit geen egte omhulsel nie (Els en Verwoerd,

1969), maar twee van sy polipeptiede vorm 'n diffuse proteien laag om die nukleo-

kapsied (Verwoerd et al., 1972). Die genetiese materiaal bestaan uit dubbeldraad rib-

onukleiensuur (RNA) wat na isolasie altyd as 10 afsonderlike segmente voorkom

(Verwoerd, 1969). Tydens replikasie word 10 boodskapper RNA segmente gemaak

(Huismans 1970). Hierdie feit is in vitro bevestig (Verwoerd en Huismans, 1972).

lndien elke genoomsegment as 'n geen funksioneer, sou 10 ooreenstemmende polipep-

tiede verwag word. Daar is egter net 7 polipeptiede in die kapsied van die virus

gevind (Verwoerd et al., 1972).

Met die oog op suksesvolle beheer van bloutong is die immunologiese eien-

skappe van die virus van besondere belang. Tot dusver is 16 serotipes aangetoon.

(Howell en Verwoerd, 1971). Hierdie onderskeiding is op genoomvlak bevestig met

behulp van kruishibridisasie eksperimente en die aanduidings is dat die verskille

tussen serotipes relatief groot is (Huismans en Howell, 1973). Aangesien die serologiese

deterrninante van die virus in die proteïenkapsied geleë is, sou verwag kon word
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dat die ooreenstemmende polipeptiede van die verskillende serotipes van mekaar sal

verskil. Die belangrikste fisies-chemiese kenmerke van 'n polipeptied wat gebruik word

vir sy karakterisering is sy molekulêre gewig, aminosuursamestelling en die volgorde

van die aminosure. In 'n vergelyking van die BTV kapsied polipeptiede se molekulêr

gewigte het De Villiers (1974b) gevind dat die polipeptiede 2 en 6 wat deel uitmaak

van die diffuse bui telaag, bed uidend tussen die serotipes verskil.

Hierdie resultaat stem ooreen met die verwagting dat hulle as gevolg van hul

posisie 'n belangrike rol speel in die bepaling van die serologiese spesifisiteit van die

virus. Ander immunologiese aspekte van die virus wat bestudeer is, raak veral die

immuniteit teen die virus en die ontwikkeling van 'n geskikte entstof.

Die stabiliteit 'van die virus onder verskillende fisiese en chemiese toestande

is in hierdie studie van belang sodat 'n aanduiding gekry kan word onder watter toe-

stande die neutralisasie reaksie betekenisvol ondersoek kan word. Die stabiliteit is in

immunologiese werk belangrik omdat dit die versekering gee dat die antigene wat

virusneutraliserende- teenliggaam uitlok behoue bly. Die fisiese stabiliteit van die virus

is ook belangrik met die oog op die bereiding van subvirale partikels. lndien die toe-

stande bekend is waarby die virus onstabiel is, kan dit gebruik word om hom op te

breek. In feitlik alle werk oor die virus is sy biologiese stabiliteit van belang.

3.2 Literatuuroorsig

Die term "stabiliteit" word in hierdie hoofstuk gebruik om die behoud van

. infektiwiteit aan te dui wat dien as maatstaf van onopgebreekte virus en kan dus as

biologiese stabiliteit beskryf word. Dit is in hierdie studie gemeet aan die hoeveelheid

plaketvormende eenhede (PVE) wat na 'n sekere tyd teenwoordig is in 'n suspensie

in vergelyking met waarmee begin is. Fisiese en chemiese stabiliteit word nie nood-

wendig geïmpliseer nie. By die interpretasie van die literatuur moet die term "stabiliteit"

versigtig beskou word aangesien dit 'n relatiewe begrip is. Dit hang af van die tegnieke

waarmee dit bepaal is en die tydsbestek waaroor dit bepaal is. In die geval van BTV

kan die bepalings ook beïnvloed word deur die hoeveelheid proteiene in die suspensie.

Verder moet die tipe virus gespesifiseer word, aangesien verskillende serotipes van

dieselfde virus kan verskil in stabiliteit bv. in die geval van poliovirus (Davis et al., 1967)

en ook in die geval van BTV (De Villiers, 1974a).
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Die ondersoeke wat reeds na die stabiliteit van die virus gedoen is, sluit

hoofsaaklik die in van Owen, 1964, Howell et al., 1967 en Verwoerd, 1969. In al

hierdie gevalle is die stabiliteit oor 'n veel langer tydsbestek ondersoek as wat nodig

is vir die neutralisasie reaksie. Dit is dus nodig geag om die stabiliteite te bepaal

onder toestande wat vir hierdie studie van belang is d.w.s. wat nodig sou wees t.o.v.

die neutralisasie reaksie.

Termostabiliteit

Die termostabiliteit van BTV is deur verskeie werkers bestudeer. Neitz (1948)

het die virus "baie termostabiel" genoem omdat daar nog infektiewe virus in serum

gevind is, nadat dit vir 25 jaar by kamertemperatuur gestaan het. Andersyds is egter

gevind dat laer titers gemeet word in eiers wat by 37C geïnkubeer word teenoor dié

wat by temperature effens onder liggaamstemperatuur geinkubeer word (Alexander, 1947)

Svehag (1963b) wat bepalings op BTV -8 gedoen het, noem die virus opmerklik terrno-

stabiel omdat 10% van die infektiwiteit demonstreerbaar is na verhitting by 37C vir

48 uur. Hy toon ook dat daar min verskil in die stabiliteit na 20 uur by SC en kamer-

temperatuur is. Nadat 'n plaket-telmetode vir BTV ontwikkel is, is dit ook gebruik

om die termostabiliteit van BTV te ondersoek (Howell et al., 1967). Hy bevind dat

die virus baie meer stabiel is by 4C as by 37C waar dit relatief onstabiel is.

pH Stabiliteit

Owen (1964) het twee tipes, nl. 1 en 111ondersoek. Sy in vitro studies het ge-

toon dat die virus stabiel is tussen .pfl 6,2 en pH 7,5 .en buite hierdie gebied is

daar 'n skerp afname in stabiliteit. Hy het verder gevind dat die punt waarby BTV

in vleis geïnaktiveer word, tussen pH 5,4 en pH 6,3 is. Svehag et al., (1966) het die

stabiliteit van 'n BTV stam nl. BT-8. ondersoek en vind 'n nou gebied van stabiliteit

tussen pH 6,0 en pH 8.0. Verwoerd (1969) het vir die eerste keer gesuiwerde virus gebruik

en ook vir die eerste keer die plaket-telmetode om sy bepalings te doen .. Hy het 'n opti-

muum stabiliteit by pH 9,0 gevind en heelwat minder stabiliteit by pH 7,0 en pH 8,0.

Stabiliteit by verskillende soutkonsentrasies

Die enigste vorige werk is gedoen deur Verwoerd (1969). Hy het egter net twee

sout konsentrasies ondersoek nl. 2 mM Tris en 2 mM Tris + IN NaCI en bevind

dat die virus meer onstabiel skyn by die hoë molariteit:
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Die stabilisering van BTV

Verskeie werkers het aangetoon dat die virus meer stabiliteit vertoon as daar

vreemde proteien by die oplossing bygevoeg word. (Alexander, 1947, en Neitz 1948).

Svehag (l963b) het aangetoon dat die inaktiveringstempo van BTY omgekeerd ewere-

dig is aan die hoeveelheid uitwendige proteien wat teenwoordig is. Howell et al. (1967)

het ook aangetoon dat die byvoeging van protelene soos 1% albumien, serum, peptone

of ander proteïenderivate, die stabiliteit van die virus (in die geval tipe-4) in 'n

verskeidenheid toestande verhoog. Die stabiliserende vermoë van 0,5 % albumien in 'n

verskeidenheid behandelings is ook aangetoon deur Verwoerd (1969).

3.3 . Proefuitleg

3.3.1 Tennostabiliteit

Die biologiese stabiliteit van BTV tipe lOA is ondersoek by verskillende

temperature nl. 4C, 27C, 32C en 37C, terwyl die soutkonsentrasie op lOmM en die

pH by pH 9,0 konstant gehou is. Ongesuiwerde virus is verdun orn ongeveer

100 PV Eper petri-bakkie te gee is by die betrokke toestand gehou en na verskillende

periodes uitgelaat om te sien hoeveel infektiwiteit behou is.

·3.3.2 pH stabiliteit

Die biologiese stabiliteit van die virus is by pH 7,0, pH 8,0, pH 9,0, pH 10,0

en pH 11,0 ondersoek, terwyldie temperatuur by 4C en die soutkonsentrasie by 10mM konstant

gehou is. Ongesuiwerde virus is verdun om ongeveer 100 PVE per petri-bakkie te gee. Dit is by die

betrokke toestand gehou en na verskillende periodes uitgeplaat om te sien hoeveel

infektiwiteit behou is.

3.3.3 Stabiliteit in verskillende soutkonsentrasies

Die biologiese stabiliteit van die virus is ondersoek by la mM, 50 mM,

100mM en 150 mM terwyl die pH en temperatuur konstant gehou is by 4C en

pH 9,0. Ongesuiwerde virus is verdun om ongeveer 100 PVE per petri-bakkie te gee.

Dit is dan by die betrokke toestand gehou en na verskillende periodes uitgeplaat om

te sien in watter mate die infektiwiteit afgeneem het. Die virus skyn ongevoelig te

wees vir konsentrasieveranderings tussen la mM en 150 mM. (Kyk fig. 3.3.3a). In 'n

tweede reeks eksperimente is hoër soutkonsentrasies vergelyk met 2mM Tris, nl.

200 mM, 600 mM en 1 000 mM NaCI in la mM Tris. Ander toestande is weer kon-

stant gehou.
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3.4 Resultate

3.4.1 Termostabiliteit

Die termostabiliteit van ongesuiwerde BTV tipe lOA word aangedui in fig. 3.3.1.

Die stabiliteit verskil min tussen 4C en 32C, maar neem vinnig af by 37C.

3.4.2 pH stabiliteit

Die pH stabiliteit soos aangedui in fig. 3.3.2 dui aan dat die virus baie on-

stabiel is by pH 7,0 en pH 11,0. Tussen hierdie waardes d.w.s. pH 8,0 - pH 10,0

is BTV taamlik stabiel.

3.4.3 Stabiliteit in verskillende soutkonsentrasies

Dit is duidelik dat 'n heelwat laer titer gemeet word in oplossings. waar

die soutkonsentrasie 200 mM of meer is (kyk fig. 3.3.3b), aangesien die begin titer

heelwat laer is. Die stabiliteit geneem oor tyd blyegter nagenoeg konstant.'

3.5 Bespreking

In die geval waar Neitz (1948) die virus baie termostabiel noem, is dit belang-

rik om te let op die hoë konsentrasie vreemde proteïen wat teenwoordig was. Hy het

residuele infektiwiteit vir skape na blootstelling aan kamertemperatuur gemeet. Die

bevinding van Alexander (1947) wat minder termostabiliteit aangedui het, is by 37C gedoen.

Svehag (l963b) het termostabiliteit weer 'volgens 'n heel ander tegniek gemeet. Sy

gevolgtrekking dat die virus opmerklik termostabiel is, is dus op heel ander eksperi-

mentele bewyse gegrond. Al hierdie werkers het ongesuiwerde virus gebruik en in 19.

2 gevalle is die oorblywende infektiwiteit bepaal in 'n toetssisteem wat self 'n hoë

konsentrasie proteïene bevat het nl. die eier. Die eiersisteem het ook die nadeel dat

dit kwantitatief _minder akkur~at is as die plaketsisteem waar elke in fektiewe virus

partikel waargeneem kan word. Howell et al. (1967) was die eerste wat die plaket-

telmetode gebruik het. Sy resultate 'kon egter ook nie in hierdie studie gebruik word

nie, aangesien hy BTV Tipe 4 gebruik het. Sy bepalings is ook oor lang tydperke

(0-25) dae gedoen en 'die bepalings is etlike dae uitmekaar.

In die huidige studie is ongesuiwerde virus gebruik sonder byvoeging van

vreemde proteïen. Dit is ook belangrik om daarop te let dat BTV tipe WA gebruik

is. Die resultate wat moontlik die meeste ooreenkoms met die huidige sou toon is

die van Howell et ·al. (1967) omdat dieselfde toetssisteem gebruik is.
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Ten spyte van verskille in tegnieke, tipe virus wat gebruik is en die afwesig-

heid of teenwoordigheid van vreemde proteïene is deurgaans gevind dat die virus

redelik stabiel is tussen 4C en 32C.

In die huidige studie is die virus eers verdun tot 'n konsentrasie wat 100 PVE

per petri-bakkie gee en daarna is dit op die betrokke tye uitgeplaat. Ander werkers

wat ook die plaket-telmetode gebruik het, het 'n hoë konsentrasie virus aan die ver-

eiste toestande onderwerp en dit op die betrokke tye getitreer. Uit die resultate blyk

egter dat die verskil in die tegnieke nie belangrik is nie.

Die belang daarvan om onder gekontroleerde pH toestande te werk in eksperi-

mentele ondersoeke met BTV, is reeds deur die eerste werker op die gebied beklem-

toon (Owen, 1964). Ondersoeke na die invloed van pH op die inf'ektiwiteit van die

virus het soms tot. uiteenlopende resultate gelei. Die verklaring hiervoor lê waarskynlik

ook in die verskille in toetstegniek en die tipe virus wat gebruik is.

Owen (1964) en Svehag et al. (1966) het albei 'n nou sone van stabiliteit ge-

vind tussen ongeveer pH 6,0 en pH 8.0. Verwoerd (1969) het 'n optimum stabiliteit

gevind by pH 9,0 en heelwat minder stabiliteit by pH 8,0 en pH 7,0.

Die bevindings in die huidige studie kom meer met die van Verwoerd (1969)

ooreen. In albei die gevalle is tipe 10 virus gebruik en die plaket-telmetode, terwyl

die vorige 2 werkers die bepaling intraserebraal in muise gedoen het. 'n Verskil wat

moontlik belangrik kon wees, is die suiwerheid van die virus. Die ooreenkoms tussen

hierdie werk en die wat hy met gesuiwerde virus gedoen het, dui egter daarop dat

die teenwoordigheid van weefselmateriaal nie 'n groot invloed op pH stabiliteit het

nie.

Min werk is gedoen op die invloed van verskillende soutkonsentrasies op die

. stabiliteit van die virus. Die resultate in die huidige studie kom ooreen met die van

Verwoerd (1969), nl. dat die stabiliteit veel beter by laer molariteit (2 mM) as by

hoër molariteit (1000mM) is. As figure 3.3.3a en b vergelyk word is dit nou duidelik

dat die nadelige effek. eers vir molare konsentrasies bo 150 mM geld. Figuur 3.3.3b

gee ook In aanduiding dat die nadelige effek van die hoër konsentrasies oplossings

op 'n ander manier verklaar kan word as deur onstabiliteit. Dit is nl. dat die 0 uur

uitplating reeds veel laer is as die kontrole en dat die titer daarna min of meer
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konstant bly. Dit dui op 'n aggregasie van viruspartikels wat daartoe sal lei dat

meer as een infektiewe viruspartikel as een plaket getel word en die indruk van

onstabiliteit word dan geskep. Die bevinding in die huidige studie dat konsentrasies

so hoog as fisiologiese konsentrasie nie nadelig vir die virus is nie, word ondersteun

deur Howell et el. (1967).

Hierdie resultate het dit moontlik gemaak om te besluit onder watter toe-

stande die neutralisasiereaksie betekenisvolondersoek kon word.
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HOOFSTUK IV

DIE NEUTRALISASIE VAN BLOUTONGVIRUS

4.1 Inleiding

Wanneer polivalente immunisering en die probleme daaraan verbonde ondersoek

word, is dit nodig om die basiese aspekte wat daarby betrokke is goed te begryp.

Immunisering berus deels op die induksie van teenliggame waardeur beskerming gebied

word. Die neutralisasie reaksie is die model in vitro sisteem met behulp waarvan die

meganisme waardeur hierdie beskerming gebied word bestudeer kan word. Die proses

van neutralisasie bestaan uit twee fases nl. 'n primêre monovalente reaksie van die

antigeen en teenliggaam wat gevolg word deur sekondêre reaksies wat die stabiliteit

van die kompleks kan verhoog. Belangrike inligting oor die proses kan verkry word

deur 'n studie van die vorming en dissosiasie van die virus-teenliggaam kompleks. Dit

is slegs die binding van sekere virus-antigene en teenliggame op 'n spesifieke wyse wat

lei tot neutralisasie.

Drie aspekte van die neutralisasie proses by virusse word vervolgens beskou nl:-

1. die an tigeen,
2. die teenligaam, en
3. die reaksie tussen die twee.

Ten einde die antigene te karakteriseer of in molekulêre terme te definieer

is dit nodig om hul te isoleer. Die antigeniese komponente van verskillende virusse

is dus berei (Neurath en Benjamin 1971), veralom hul immunologiese belangrikheid

beter te verstaan (Cowan, 1973).

Die bek-en-klouseervirus bevat 4 polipeptiede wat aangedui word as VPl'

VP2' VP3 en vr 4 (Stohmaier en Adam 1974). Slegs die volledige virus partikel (met

'n sedimen tasie koëffisient van 140S) bevat egter immuniserende potensiaal wat ge-

korreleer kan word met VP1. Die leë partikels (75S) het ook 'n goeie vermoë om

irnmuniserende teenliggaam uit te lok onder spesiale omstandighede. Die 12S subeen-

heid wat natuurlik voorkom of geproduseer kan word deur milde suurbehandeling,

besit 'n baie swakker vermoë om neutraliserende teenliggaam uit te lok.
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'n Ander picornavirus waarvan die antigenlese komponente ook bestudeer is,

is poliovirus wat ook uit 4 polipepticdc bestaan. Poliovirus bereidings bevat 2 anti-

genies onderskeibare partikels - die wat nukleiensuur bevat (D partikels) en dus vol-

ledig is en die leë partikels (C partikels) (Hurnmeler en Anderson, 1962) wat nie

nukleiensuur bevat nie en ook nie die vierde polipeptied nie. Aangesien die C partikels

ook minder immunogenies is speel die nukleiensuur en die vierde polipeptied moontlik

bydraende rolle in die antigeniese struktuur van die virus (Cowan, 1973).

Antigeniese eienskappe van subvirale komponente van influenzavirus is ook

deeglik ondersoek (Neurath en Rubin, 1971). Die tipe spesifisiteit word bepaal deur

die oplosbare (S) of ribonukleoproteien antigeen (Duesberg, 1968 en Pous, 1968). Die

belangrikste antigene t.o.v. imrnunisering is waarskynlik die 3 oppervlakte antigene nl.

die hernagglutinien- en neuraminidase- antigene wat op die verskillende uitsteeksels voor-

kom (Laver en Valentine, 1969 en Webster en Darlington, 1969) en 'n gasheersel-

antigeen. Die hernagglutinien subeenheid is die eenheid waarmee die virus aan die selle

heg en induseer neutraliserende teenliggaam (Webster et al., 1968a en Schulze, 1970).

Die neuraminidase- antigeen lok nie neutraliserende teenliggaam uit nie, maar kan 'n

beduidende rol speel in die beskerming teen die siekte (RoU et al., 1974 en

Schulman et al., 1968). Die rol en betekenis van die gasheer- antigeen is nie bekend

nie (Knight, 1944) en die ribonukleoproteiene speel 'n minder belangrike rol in

imrnunisering (Davenport et al., 1960).

Die antigene en subvirale komponente van die adenovirus is ook deeglik onder-

soek, omdat dit 'n ideale sisteem is orn die gebruik van subeenhede in immunisering

te ondersoek. Die belangrikste subkomponente van die virus is die heksons en pen tons

wat bestaan uit 'n penton basis en 'n vesel (Philipson en Petterson, 1973). Suiwer hekson

en vesel lok teenliggaam uit wat muise teen 'n letale dosis virus kan beskerm en

die virus neutraliseer. Die heel virus is egter nog meer immunegenies as die subkompo-

nente (Mautner en Willcox, 1974).

Die tweede reagens wat deelneem aan die neutralisasicreaksie, is die teen-

liggaam. Teenliggaam aktiwiteit en konsentrasie word meesal gemeet deur gebruik te

maak van hul vermoë om die infcktiwiteit van virusse te neutraliseer. By die gebruik

van neutralisasietoctse moet steeds in. aanmerking geneem word dat hierdie prosedure
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net teenliggame teen sekere deterrninantc meet, terwyl teenliggame teen baie ander

antigeniese detenninante ook gemaak word (Haimovich en Sela, 1969). Die ontwik-

keling van 'n plaket-toetstegniek vir dierevirusse op sel monolae (Dulbecco, 1952)

het dit moontlik gemaak om sekere aspekte van die immuunrespons te bestudeer en

ook om neutralisasie kwantitatief te bestudeer (Dulbecco , 1956). Neutralisasie gee

egter geen aand uiding van die eienskappe van die neutraliserende teenliggame, bv. die

klas van die teenliggaam, idiotipe, allotipe, ligte ketting-tipe en affiniteit nie. Die

klasse en eienskappe van die teenliggame kan ook aansienlik varieer tydens die immuun-

reaksie, waarvan die neutralisasie reaksie geen aanduiding gee nie (Macario en de

.Macario , 1975; Blank et al., 1972; Finkelstein, 1966 en Webstcr, 1968b).

Wanneer die neutralisasiereaksie self in die laaste plek beskou word, moet 'n

paar basiese aspekte in gedagte gehou word. Die reaksie volg basies die wet van massa-

werking. Ewewigskonstantes kan dus bepaal word om aanduidings te gee van die tipe

bindings wat 'n rol speel, asook die doeltreffendheid van die teenliggaam om virus te

neutraliseer. Die aard van die antigeen-teenliggaam kompleks word bepaal deur die

antigeniese groepe op die oppervlakte van die viruspartikel en die bindingsplekke op die

teenliggaammolekuul. Geen unieke spesifieke bindings is betrokke nie, maar wel Van

der Waals kragte, elektrostatiese bindings, polêre nie-ioniese bindings, waterstofbindings

en moontlik hidrofobiese bindings. Aangesien geen unieke spesifieke bindings betrokke

is nie, is die spesifisiteit van die reaksie 'n gevolg van die komplementariteit van die

groepe. Die tempo van assosiasie van antigeen en teenliggaam is baie hoog (Svehag,

1968).

Teenliggaam kan virus infektiwiteit op verskillende wyses neutraliseer (Dulbecco

et al., 1956; Fazekas de St. Groth, 1962; Dales en Kajioka, 1964; Mandel, 1967a,b;

Fenner, 1968 en Silverstein, 1970) afhangende van die virus-gasheersel wat betrokke is.

Die mees bekende maniere waarop teenliggaam virus kan neutraliseer is inhibisie van

aanhegting van virions aan selle, die voorkoming van opname van geadsorbeerde virions,

belemmering van die vrystelling van virus nukleiensuur en 'n versnelling van die af-

breking van virusnukleiensuur.

Die vermoë van teenliggaam om 'n VIfUS te neutraliseer, hang af van die

tipe sel wat betrokke is, en die fisiologiese toestande in die reaksie mengsel (Neurath en

Rubin, 1971).
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Dit is ook belangrik om die rol van komplement in" gedagte te hou aangesien

dit op verskillende maniere neutralisasie kan beïnvloed bv. deur 'n "kombers effek",

aggregasie van virus teenliggaam komplekse, virolise of direkte neutralisasie

(Oldstone, 1975).

Met die oog op die belang van die neu tralisasiereaksie. in 'n studie van die

immuunreaksie teen BTV is in hierdie studie veral gepoog orn toestande te vind waar

neutraliasie optimaal plaasvind.

4.2 Literatuuroorsig

Serum-virus neutralisasie is die serologiese toets wat mees algemeen gebruik

word vir die bepaling van BTV teenliggame en ook vir die tipering van BTV stamme.

Die tegniek is in verskeie gasheersisteme gebruik bv. intraserebraal in muise (Kipps,

1958) en hamsters (Cabasso ef al., 1955). Hoenderembrio's is aanvanklik as ongeskik

beskou om die reaksie in te doen (MeKereher, 1954) maar is later wel redelik alge-

meen gebruik (Svehag 1963; Klontz ef al., 1962 en Goldsmit en Barzilai 1965). Die

resultate van hierdie neutralisasietoetse moet egter versigtig vergelyk word aangesien

daar aansienlike variasie in die tegnieke was. Sulke variasies was bv. in die serum- en

viruskonsentrasies, roete van infeksie, dosis en die metode waarvolgens die eindpunte

bepaal is. Svehag (1963a) het met sy studies met eieraangepaste virus gewys op die

belangrikheid van "kontakkondisies" in die neutralisasie reaksie. Hy het verder aange-

toon dat meer gunstige kontakkondisies die sensitiwiteit van die neutralisasietoets

aansienlik kan verhoog. Verder merk hy ook op dat die "persentasie wet" by lae

toetsdosisse van BTV slegs geldig is as verlengde kontakkondisies gebruik word. Hy

het hierdie resultate meer akkuraat probeer beskryf. deur die gegradeerde respons

kurwe. te gebruik (Svehag, 1966br Die meer verfynde en akkurate plaket-telmetode

is egter vir die eerste keer' in die huidige studie gebruik vir bepalings' t.o.v. die neu-

tralisasie reaksie, hoew'el die plaket-telmetode reeds lank in gebruik is. (Howell ef al.,

1967).

4.3 Proefuitleg

Die effek van verskillende eksperimentele toestande op die neutralisasiereaksie

is eerstens ondersoek:-
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4.3.1 Die effek van pH op die neutralisasie reaksie

Die neutraliserende vermoë van 'n bepaalde antiserum is vergelyk by pH 7,0,

pH 8,0, pH 9,0 en pH 10,0, deur die neutraliserende titer by hierdie toestande te

bepaal soos onder metodes beskryf is. Die soutkonsentrasie en temperatuur is konstant

gehou by 10mM en 4C respektiewelik.

4.3.2 Die effek van verskillende soutkonsentrasies op die
neutralisasie reaksie

Die neutraliserende vermoë van 'n bepaalde antiserum is vergelyk by 10 mM,

50 mM, lOO mM en 150 mM deur die titer van die antiserum by die betrokke toe-

stand te bepaal. Die pH en temperatuur is konstant gehou by pH 9,0 en 4C respektiewelik.

4.3.3 Die effek van verskillende temperature op die neutralisasie
reaksie en die kinetika van die reaksie

Die neutraliserende vermoë van 'n bepaalde antiserum is vergelyk by 4C en

28C deur die antiserum titer by die betrokke toestand te bepaal. Die soutkonsen-

trasie was 10mM en die pH 9,0 in albei gevalle.

Dit is duidelik dat daar meer neutralisasie plaasvind by die fisiologiese pH, as

4.4 Resultate

4.4.1 Die effek van pH op die neutralisasie reaksie

by die hoër pl-l's (fig. 4.3.1.2). Daar vind egter nog 'n groot mate van neutralisasie

plaas by pH 10,0.

4.4.2 Die effek van verskillende soutkonsentrasies op die
neutralisasie reaksie

Die meeste. neutralisasie is gevind by 150 mM en 'n klein hoeveelheid minder

by soutkonsentrasies van 10mM tot 100mM (kyk fig. 4.3.2.).

4.3.3 Die effek van verskillende temperature op die neutralisasie
reaksie en die kinetika van die reaksie

Daar is feitlik geen -verskil in die hoeveelheid neutralisasie wat by 4C en 28C

plaasvind nie. Wat betref die tempo van neutralisasie het dit ewe vinnig by die. twee

temperature plaasgevind vir sover meetbaar deur die metode. Na 15 minute was die

neutralisasie volledig en geen verdere neutralisasie het daarna plaasgevind hie (tot en

met 5 uur) (kyk fig. 4.3.3.).
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4.5 Bespreking

Die resultate (figs. 4.3.1 en 4.3.2) dui op 'n effense toename in neutralisasie by fisio-

logie toestande. Die toename by pH 7, kan egter moontlik toegeskryf word aan die groter

onstabiliteit van die virus by hierdie pH (sien hoofstuk II) wat kan lyk na meer

neutralisasie. Die toename in sensitiwiteit is in elk geval nie soveel soos wat Svehag

(1963a) gevind het nie.

Die toestande waarby minimale neutralisasie plaasvind is egter ook van belang.

Indien die hoeveelheid geneutraliseerde virus bepaal wil word of die teenliggaam uit

die kompleks herwin wil word, moet die virus-teenliggaam kompleks gedissosieer word.

Dit is uit die resultate duidelik (figs. 4.3.1 en 4.3.2) dat in die gebiede wat ondersoek is nie vol-

doende dissosiasie plaasvind vit sodanige herwinnings nie. Die toestande waarbyassosiasie en

dissosiasie van die virus-teenliggaam kompleks bestudeer kan word, word beperk deur

die stabiliteit van die virus. Spesifieke teenliggaam kan moontlik berei word deur die

kompleks onder. toestande te bring waar die virus opbreek en die teenliggaam vry kom,

maar dit sou 'n uiters onekonomiese proses wees en bereiding tot 'n baie klein skaal

beperk.

Die kinetika-eksperiment (fig. 4.3.3) toon dat daar nie beduidend meer neutralisasie

plaasvind by hoër temperatuur as by laer temperatuur nie en ook dat die tempo van

neutralisasie nie beduidend verskil nie. Verdere werk sou nodig wees om te bepaal of

die aard van die kompleks onder die verskillende toestande verskil bv. ten opsigte van

stabiliteit van die kompleks.

Dit word duidelik uit die resultate dat indien die effektiwiteit van die neutrali-

sasie toets verhoog wil word, dit skynbaar by laer pH gedoen moet word (fig. 4.3.1). Terself-

dertyd dui die ooreenkoms van teenliggaamtiter by verskillende toestande op aansienlike

stabiliteit van die kompleks, d.w.s. dissosiasie vind, nie maklik plaas nie.
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HOOFSTUK V

DIE IMMUUNREAKSIE TEENOOR BLOUTONGVIRUS

5.1 Inleiding

By 'n ondersoek van die eienskappe en hoeveelhede van teenliggame wat ver-

skyn na 'n antigeniese stimulus, moet al die aspekte van die immuunreaksie in gedagte

gehou word. 'n Veralgemeende siening van die humorale immuunreaksie teen virusse is

dat dit bifasies is, met 'n aanvanklike piek van antivirale aktiwiteit binne 5 tot 8 dae,

gevolg deur 'n tweede piek na 15-20 dae. Die bitasiese aard van die responskurwe

kan toegeskryf word aan die algemeen aanvaarde opeenvolgende verskyning van immunoglobu-

lien M (IgM) en immunoglobulien G (lgG) teenliggame (Svehag, 1964 en Cow an, 1973).

Die vertraagde verskyning van komplementbindende teenliggaam kan moontlik toegeskryf

word aan die IgM wat gewoonlik vroeg verskyn en nie komplement bind nie (Graves

et al., 1964; Cowan en Trautman, 1965; Bellanti et al., 1965 en Schmidt, 1968). lmmunoglobu-

lien M oorheers die vroeë respons, maar of dit IgG vooraf gaan, is nie bekend nie. In die ge-

valle van antigene soos bv. serum albumien- en 'Y globulien is getoon dat IgG en IgM

gelyktydig verskyn (Freeman en Stavitsky , 1965 en OsIer et al., 1966).

In vroeëre werk was dit voldoende om die humorale immuunreaksie net te

bepaal en te beskryf in terme van serum teenliggaam titers. Later is die reaksie meer

akkuraat beskryf toe 'n onderskeid tussen IgG en IgM gemaak is. Om 'n akkurate

beeld van die humorale immuunreaksie te gee moet assosiasie konstantes van die teen-

liggame op verskillende tydstippe gedefinieer word en die allotipe en idiotipe ook

aangedui word (Macario en de Macario, 1975).

Dit is verder van belang om te let na die verband tussen die titer van neutrali-

serende teenliggaam en beskerming teen infeksies. In verskeie gevalle is gevind dat die

neutralisasie toets nie 'n betroubare aanduiding gee van die immuunstatus van die

dier nie. In die gevalle is gevind dat die diere ten spyte van hoë vlakke neutraliserende

teenliggaam, nie daging met die betrokke infektiewe agent kan weerstaan nie bv. bek-

en -klouseervirus (Cowan, 1973) en Oostelike enkefalitisvirus (Brown en Officer, 1975).

Om die beskermende effek van antivirale teenliggaam te begryp, moet die

belang van die verskille in biologiese aktiwiteit van 'die klasse en subklasse van teen-
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liggaam in gedagte gehou word (Old stone, 1975). In voorafgaande is op enkele ver-

skille in die aktiwiteit van IgG en IgM gewys. Die subklasse van IgG van 'n verskei-

denheid spesies, bv. marmot, konyn, hond en rot vertoon ook verskille in biologiese

aktiwiteit (Bloch ef al., 1963; Ovary et al., 1963 en Davis ef al., 1967). Die manier

van immunisering kan 'n rol speel in die relatiewe hoeveelhede IgG I en IgG2 wat ge-

produseer word (Benacerraf, et al., 1963). Immunisering met oplosbare antigene ge-

emulsifeer in 'n volledige olie adjuvant prikkel die vorming van beide subklasse, hoewel

IgG2 vroeër verskyn. Intraperitoneale immunisering sonder adjuvant kan daartoe lei dat

hoofsaaklik IgGl gevorm word. In die geval van konyne wat geimmuniseer is met

poliovirus het IgG 1 voor IgG2 verskyn (Svehag, 1964). Marmotte geimmuniseer met

Herpes Simplexvirus (HSV) het 'n ietwat hoër vlak IgG2 as IgGl geproduseer na

primêre immunisering, maar na 'n "opjaag" inspuiting was die IgGl op 'n hoër vlak as die

IgG2 (Tokumaru, 1967). Min of meer dieselfde situasie geld vir mense wat besmet

is met varicella zostervirus (Leonard et al., 1970). Hieruit blyk dus dat die wyse en

roete van toediening 'n belangrike faktor kan wees in die mate van beskerming (Fine

et al., 1974) en die aard van die immuun reaksie (Kerbel en Davies, 1974). In sommige

ander gevalle het dit skynbaar nie 'n effek nie (Ganguly et al., 1974). Daar kan ook

'n verskil wees in die beskermende vermoë van stadige en vinnige IgG teenliggame

(Tokumaru, 1967).

Dit is lank reeds bekend dat die vermoë van 'n individu om teenoor 'n sekere

antigeen te kan reageer gekorreleer kan word met sy genetiese samestelling. Dit is 'n

feit wat belangrik is om te onthou wanneer reaksies in diere getoets word soos in die

huidige projek. Dit lyk asof die gene wat die reaksie van individue beheer, ook hul

vatbaarheid teenoor siektes bepaal. Genetiese beheer bepaal nie net of 'n dier teen 'n

sekere antigeen kan reageer nie, maar ook hoe sterk hy sal reageer (Mozes ef al., 1972).

Wanneer die immuniteit van individue teen infeksie beskou word is dit belang-

rik om in gedagte te hou dat sodanige weerstand uit verskillende komponente opgebou

kan wees. Die belang van 'n bepaalde komponent hang van die besondere virus-gasheer

kombinasie af (Allison, 1972). Die eerste lyn van verdediging is die beperking wat die

gasheersel kan plaas op virusvermeerdering. Dit kan plaasvind deurdat adsorpsie van die

virus aan die sel (MeLaren, 1959) verhinder word of die vrystelling van die virus se

nukleiensuur kan gekeer word (DarneIl en Sawyer, 1960) of die virus nukleiensuur kan
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afgebreek word (Sturman en Tamm, 1969 en Wall en Taylor, 1970). lndien struk-

turele protelene wel gesintetiseer word, kan virus samevoeging in sekere gevalle ge-

blokkeer word (Taylor et al., 1969).

lmmunoglobulien A (IgGA) of makrofage speelook 'n belangrike rol vroeg in

infeksies. Immunoglobulien A is veral belangrik by infeksies van die spysverterings- of respira-.

toriese kanaal. Dit word lokaal geprikkel en is teenwoordig in sero-mukus sekresies (Schwartz

en Buckley, 1971 en Waldman et al., 1972). Makrofage speel weer 'n belangrike rol

om virusse uit die weefsel of bloed te verwyder. Makrofage van volwasse diere beperk

verspreiding deurdat dit nie virusvermeerdering toelaat nie (Allison, 1972) .. Hierdie

eienskap word geneties bepaal en is gekoppel aan virulensie soos getoon in byvoor-

beeld die geval van die Wesselsbron en Gerrniston virusse, waar gevind is dat die

virulente virus in die makrofaag kan vermeerder, maar nie die avirulente virus nie

(Olson et al., 1975). Die rol van makrofage in immuniteit kan geillustreer word deur

eksperimente waar hul funksie benadeel word deur die toediening van silika (Selgrade

et al., 1974). Die aktiwiteit van makrofage kan verhoog word deur 'n immuun-

reaksie (Allison, 1972).

In gevalle waar vermeerdering van die virus by die primêre setel van infeksie

nie beperk kan word deur bogenoemde meganismes nie, speel sirkuierende teenliggaam

. 'n baie belangrike rol om die viremiese verspreiding van die virus te beperk en aldus

beskerming teen infeksie te verleen (Oldstone, 1975). Hierdie feit kan onteenseglik

bewys word waar teenliggaam passief oorgedra word na diere waarin hul eie immuun-

apparaat onderdruk word (Allison, 1972). Hierdie werker toon aan dat humorale

immuniteit veral '11 baie belangrike rol speel in die immuniteit teen arbo- en entero-

virusse. Die binding van virus aan teenligga~lm kan egter ook nadelige effekte hê en

'n rol speel in die patogenese van sekere siektes (Oldstone, 1975).

Sellulêre immuniteit kan ook '11 belangrike rol speel in 'n dier se weerstand

teen infeksies. Dit speel in die geval van Herpes- en pokvirus infeksies 'n belangrike

.rol. Dit kan aangetoon word deur neonatale timektornie uit te voer en anti-limfosiet-

serum toe te dien. Hierdie behandeling onderdruk die sellulêre imrnuniteitsmeganisme

grootliks en weerstand teen infeksie word daardeur verlaag (Kozinowski en Brandlow,

1975; Gardner et al.. 1974 en Allison, 1972).
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5.2 Literatuuroorsig

Die vroegste studies oor die immuunrespons teen BTV het 'n beter beskerming

teen BTV-infeksies beoog. Die belangrikste probleme t.O.V. BTV immunisering in die

vroeë stadium was die herhaaldelike voorkoms van die siekte by diere wat tevore

al geinfekteer was en die kort duur van die immuniteit, wat toegeskryf is aan die

veelvuldigheid van stamme wat in die natuur voorkom (SpreulI, 1905 en Theiler, 1906).

Theiler se entstof wat bestaan het uit virus wat verswak is deur 'n serie van oor-

spuitings in skape (Theiler, 1908) is ten spyte van hierdie probleme lank gebruik.

Die eerste vordering om 'n beter begrip van die probleme te verkry was toe

Neitz (1948) deur sy werk in vivo die bestaan van 'n veelvuldigheid van

stamme met verskillende serologiese eienskappe bewys het. Hy het verder aangetoon

dat een rede vir die ondoeltreffendheid van Theiler se entstof is dat 'n serie van

oorspuiting in skape in werklikheid nic verswakking van die virus veroorsaak het nie.

Die veelvuldigheid van stamme is verder gestaaf toe Howell (1960) ook in vitro 12

immunologiese tipes onderskei het deur 'n reeks neutralisasie toetse in kulture van

lamnierselle in rolbuise. Later is nog 4 addisionele serotipes geklassifiseer (Howell, 1960

en Howell, 1969).

Die immuunreaksie is ten opsigte van die verskyning, duur en verdwyning

van teenliggame deeglik ondersoek. Du Toit (1929) het van daageksperimente in

skape afgelei dat daar 'n stadige afname in immuniteit is vanaf die derde tot die

twaalfde maand na infeksie, waarna dit nie meer betekenisvol teenwoordig is nie.

Neitz (1948) kon hierdie resultate nie bevestig nie en het verklaar dat daar na 12

maande geen merkbare afname is in die immuniteit teen 'n homoloë tipe virus nie.

Hy het die korte duur van immuniteit wat die vorige werkers gerapporteer het toege-

skryf daaraan dat 'n heteroloë stam moontlik vir die daging gebruik is. Klontz et al.

(1962) het die verband tussen neutraliserende en presipiterende teenliggaam ondersoek.

Hy het 2 skape gebruik om die verskyning, duur en verdwyning van die teenliggaam

te ondersoek. By albei skape is sirkuierende neutraliserende teenliggaam waargeneem

van 4 tot 8 dae na infeksie met virulente virus en het 'n piek bereik binne een tot

twee maande. Die twee skape het meer verskil van mekaar in hul reaksie t.o.v.

presipiterende teenliggaam. Verskyning was na ongeveer dieselfde tyd as neutraliserende

teenliggaam nl. 4-8 dae. Neutraliserende teenliggaam het 'n piek bereik na 24 dae,
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terwyl presipiterende teenliggaam na 96 dae 'n piek bereik het. Presipiterende teen-

liggaam is egter langer op 'n hoë vlak gehandhaaf. Slegs die neutraliserende teen-

liggaam vertoon 'n amnestiese reaksie.

Komplementbindende .teenliggaarn kan reeds teen die 10e dag nadat die koors

die eerste keer begin styg het, aangetoon word en bereik 'n hoogtepunt teen die

36ste dag. Dit word gehandhaaf vir 6 tot 8 weke, maar is na 12 maande nie meer

betekenisvol teenwoordig in die sirkulasie nie (Verwoerd en Howell, 1971). Howell

(1969) wys daarop dat die konsentrasie van die antigeen 'n belangrike rol speel in

die uitslag van die komplementbinding toets. Hy het ook gevind dat die verswakte

stamme min of geen komplementbindende teenliggame uitlok nie. Die komplement-

bindende reaksie kan groepspesifiek of serotipe spesifiek wees, afhangende van die

prosedure wat gebruik word en die betrokke virus. In die geval van BTV het hy ge-,

vind dat die neutralisasie reaksie serotipe spesifiek is, maar die komplement binding

reaksie groepspesifiek. Die bestaan van groep spesifieke en tipe spesifieke antigene

kan verklaar word in terme van die bevindings van De Villiers (1974). Dit blyk nl.

uit hierdie werk dat polipeptiede 2 en 6 wat die serotipespesifisiteit bepaal in die

buiteste proteien laag geleë is, terwyl <.lie ander polipcptiedc dieselfde is by die ver-

skillende tipes is en waarskynlik dus die groepspesifieke antigeen of antigene bevat.

5.3 Proefuitleg

Verskeie aspekte van die immuunreaksie teenoor BTV is ondersoek>

5.3.1 Die effek op die immuunreaksie van verskillende wyses
van toedienings van die virus

Om vas te stelof die wyse van toediening van die virus 'n belangrike rol

speel in die aard van die immuunreaksie wat uitgelok word, is die virus soos in

tabel 5.3.1 aangedui aan konyne toegedien.
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Tabel 5.3.1.l. Die verskillende wyses waarvolgens BTV toegedien is.

Virus Roete Byvoegings Titer/ml

A. Gesuiwer . b.s. - 1 x 1010/

B. Gesuiwer b.s. - 1 x 105/

C. Gesuiwer b.s. onvolledige Freunds 2 x 1010/

D. Gesuiwer b.a. - 1 x 108

E. Gesuiwer o.h. - I x 108

F. Ongesuiwer b.s. - 1 x 108

G. Ongesuiwer b.s. en b.a. - 1 x 108

b .s. binnespiers
b.a. binne-aars
o.h. onderhuids

L.W. Alle inspuitings is weekliks herhaal vir 3 weke. Die eerste bloeiing het plaas-

gevind een week na die laaste inspuiting.

Om die invloed van die genetiese variasie tussen individue op die resultate

te beperk is 3 konyne in elke groep gebruik. Die inspuitings is weekliks herhaal vir

3 weke. Die eerste serum is verkryeen week na die laaste inspuiting. Neutraliserende

teenliggaam titers is bepaal soos in hoofstuk II beskryf.

5.3.2 Genetiese verskille tussen konyne

Ten einde vas te stel in welke mate die konyne geneties van mekaar verskil is

5 konyne onder dieselfde toestande ingespuit nl. een inspuiting van I ml BTV sus-

pensie (ongesuiwer) met titer 6xI08/ml en hul reaksies daarop gevolg.

5.3.3 Verskille tussen spesies

,
Dit is bekend dat sekere antigene in een spesie glad nie immunogenies is nie,

maar wel in 'n ander spesie. Om die beste dier te kies uit die wat oorweeg is vir

hierdie werk, is die antigeen se immunogeniteit in konyne en marmotte vergelyk.

Twee groepe marmotte van elk 3 individue is ingespuit met 3 weeklikse inspuitings

van 1 ml BTV (ongesuiwer) met titer 3x 108 /ml. Die groep marmotte wat die beste

reageer het is daarna vergelyk met 'n groep van 3 konyne. Die konyne het 3 week-

likse inspuitings van 1 ml ongesuiwerde BTV gekry met titer 1xl 08/1111 en hul reaksie

daarop gevolg.
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5.3.4 Die rol van IgM en IgG in die immuunreaksie teen BTY

Ten einde die rol van IgM en IgG in die immuunreaksie teen BTY te bepaal

is 'n konyn met BTV geimrnuniseer en daarna na verskillende tussenposes gebloei.

Die anti-B'TV teenliggaam titer word in fig. 5.3.4 voorgestel. Elke serum monster is

geskei in die IgG en IgM fraksies m.b.v. sukrose gradient sentrifugering en gestoor

by -40C totdat dit gebruik moes word. Die suiwerheid van die fraksies is d.m.v.

immunodiffusie bepaal. Die prosedure vir gradient-sentrifugering en immunodiffusie is

in hoofstuk II beskryf. Van die IgG en. IgM fraksies is 0,5 ml gemeng met 'n 0,5 ml

van 'n suspensie virus met 'n konsentrasie sodanig dat as geen neutralisasie plaasvind nie, dit

by uitplating van 0, I ml, ongeveer 100 plakette per ~etri-bakkie sou gee.

.. .., '"

Tabel 5.3.4. Die rol van IgM en IgG in die immuunreaksie teen BTY,
Dag van inspuit- Aantal dae na Aantal plakette na Totale teen-
ing en dosis as eerste inspuiting vermenging met liggaam titer.
PYE/ml wat monster ge- aangeduide fraksie.

neem is. Die kontrole waar-
de is 100

IgM IgG

0-10 ml 5xl07 64 130 0

2 95 112 0

6 0 36 29

13 0 32 27

22 4 28 26

30 32 0 26

36 - - -

44-IOml 5xl07 44· 55 0 29

5.3.5 Die gebruik van immuunelektronmikroskopie om teenliggaam-
aktiwiteit teen BTY aan te toon .

in die heel vroeë stadium, tydens die sg. induksie periode, kan geen teenlig-

gaam teen BTV deur neutralisasietoetse aangedui word nie (kyk fig. 5.3.4). Om dus

op 'n ander wyse te probeer vasstelof teenliggaam in hierdie stadium wel teen BTV

gemaak word, is die tegniek van immuunelektronmikroskopie gebruik. As teenliggaam-

bron teen BTV is 'n gepoelde antiserum (monsters wat van 1 week tot 3 maande

na immunisering geneem is) gebruik. Die konyne het 3 weeklikse inspuitings gekry

van 1 ml onsuiwer BTV met· titer lx l 08 Iml en is weekliks of 2 weekliks na die

laaste toediening gebloei.
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5.3.5.1 Die isolasie van IgG

Om die resultaat van die immuunelektronrmkroskople te probeer verbeter is die.

Immuneglobulien G (lgG) fraksie uit die serum geisoleer en as sodanig as BTV teen-

liggaam bron gebruik. Die isolasie van 'Y globulien is gedoen deur drie (NH4)2S04

presipitasjes, Die 'Y globulien is dan d.m.v. DEAE sellulose verder gefraksioneer orn die

IgG te isoleer.

5.3.5.2 Die bepaling van die suiwerheid van geïsoleerde IgG

'n Monster van elke suiweringstap d.w.s (a) die hele serurn b), c), d) dievloei-

stowwe van 3 opeenvolgende presipitasies, e) die 3e presipitaat en f) die IgG fraksie

na kolom fraksionering is behou en die samestelling bepaal om die verloop van die

eksperiment te kontroleer en die suiwerheid van die IgG fraksie te bepaal. Dit is ge-

doen m.b.v. poliakrielamiedjelektroforese en sellulose-asetaat-mem braanelektroforese

waarop elke monster ondersoek is.

5.3.5.3 Die gebruik van Imrnuunelektronmikroskopie om
teenliggaamaktiwiteit aan te toon

Die imrnuunelektronmikroskoplc is gedoen deur gebruik te maak van tipe IDA

en tipe 4A BTV. Sien fig. 5.3.5.4 (a-i). Twee kontroles, is vir tipe IDA en vir tipe

4A gebruik nl. (a) tipe IDA + 2m Tris en (b) tipe IDA + negatiewe kontrole serum,

(c) tipe 4A +2mM Tris en (d) tipe 4A + negatiewe kontrole serum. Om te toets

of daar enige immunologiese aktiwiteit in die antiserum teenwoordig is, is elke tipe

virus met antiserum (e en f) met antiserum teen tipe IDA en met die IgG fraksie van

hierdie antiserum (g en h) geinkubeer.

Ten einde vas te stelof teenliggaamaktiwiteit in serum aangetoon kan word

vroeër as wat mb.v. die neutralisasietoets aangedui kan word is serum geneem 2 dae

na. immunisering. 'n Tweemaal verdunning van hierdie antiserum is gebruik in 'n

immuunelektronmikroskopie eksperiment.

5.4 Resultate

5.4.1 Die effek op die immuunreaksie van verskillende wyses
van toedienings van die virus

Die resultate word volledig in tabel 5.3.1.2 weergegee en voorgestel in fig.

5.3.1.1. Die reaksies op die verskillende toedienings kan rofweg in 3 groepe ingedeel

word. nl.:
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(1) 'n hoë reaksie groep

(2) 'n middelmatige reaksie groep

(3) 'n lae reaksie groep.

I) Die hoë reaksie groep sluit in C, D en F d.w.s. C: gesuiwerde virus in onvolledige

Freund's adjuvant binnespiers toegedien, titer 2 x lOlO/ml; D: gesuiwerde virus b.a.

ingespuit, titer I x I08/ml en F: ongesuiwerde virus, b.s. titer I x 108.

2) Die middelmatige reaksie groep sluit A en G in. A: gesuiwerde virus, b.s., titer

1 x 1010 en G: ongesuiwerde virus, b.s. en b.a., titer 1 x 108.

3) Die lae reaksie groep: sluit in groep B: gesuiwerde virus, b.s., titer I x 105 en

groep E: gesuiwerde virus, o.h., titer I x 108.

Tabel 5.3.1.2. Die immuunreaksies van vyf groepe konyne na verskillende maniere van
toediening van die antigeen

Maniere van toediening*

Aantal weke na
A B C D E F G

3e inspuiting

1. 8** 6 9 11 8 8 8
2. 8 6 9 10 4 8 9
3. 8 6 9 Il 7 8 8
4. 7 5 9 9 7 9 8
5. 7. 6 9 9 4 9 9
6. 8 6 9 - 7 8 8
7. 8 - 9 - 3 8 8
8. 8 8 9 - 6 8 7
9. 8 10 9 10 5 10 7
10. 8 6 9 9 6 9 7
Il. 8 6 10 9 6 - -
12. 8 - 10 9 6 - -

13. 8 5 9 8 - - -
14. 9 5 8 - - 9 8
15. 8 6 8 - - .- -

16. 8 5 8 - - - -
17. 10 4 8 - - - -

18. 8 6 8 - - - -
19. 8 6 9 - - - -

20. 7 - - - - - -
l

* Sien tabel 5.3.1.1. vir verklaring van simbole.
** Die syfers in die kolomme dui die titer van die antiserum aan uitgedruk as Iog2

van die verdunning van die antiserum wat .50% neutralisasie gee.

Om die moontlike invloed van roete op die antigeniteit van die virus duidelik

na vore te bring word in fig. 5.3.1.2 twee uiterstes vergelyk. 'n Groep wat 'n hoë

reaksie gegee het (D) word vergelyk met 'n groep wat 'n lae reaksie gegee het (E).

Dit is duidelik dat 'n aansienlike rol gespeel word deur die roete van immunisering.
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Om die effek van die suiwerheid van die virus voor te stel word groepe A

en F in fig. 5.3.1.3 vergelyk. Groep A is gesuiwerde virus en groep F is ongesuiwerde virus.

In albei gevalle is die virus binnespiers toegedien. Daar skyn min verskil te wees as die

laer titer van die ongesuiwerde virus verder in ag geneem word.

Laastens kan die invloed van die titer van die virus in die inokulum op die

immuun reaksie beskou word. Dit blyk uit fig. 5.3.1.4 dat die titer van min belang

is.

5.4.2 Genetiese verskille tussen konyne

In fig. 5.3.2 word die resultaat aangedui en dit wil voorkom of die genetiese

verskille tussen die individue minimaal is.

5.4.3 Verskille tussen spesies

Die resultate van die vergelyking van die reaksies van konyne en marmotte

word voorgestel in fig. 5.3.3.2 waaruit blyk dat hulle nie betekenisvol verskil nie.

5.4.4 Die rol van IgM en IgG in die irnmuunreaksie teen BTV

As 100% neutralisasie (d.w.s. geen plakette) as maatstaf geneem word, is dit

duidelik uit tabel 5.3.4 dat IgM vroeg in die immuunreaksie die belangrikste rol speel

en IgG later.

5.4.5 Die gebruik van immuunelektronmikroskopie om teenliggaam-
aktiwiteit teen BTV aan te toon

5.4.5.1 DIe isolasie vac} 19G

. Ten einde suiwer IgG te bekom vir gebruik in immuunelektronmikroskopie is 'Y

globulien gefraksioneer .m.b.v. 'n DEAE-sellulose kolom. Die IgG kom uit in ongeveer

30-45 ml eluant (kyk fig. 5.3.5.1).

5.4.5.2 Die bepaling van die suiwerheid van geisoleerde IgG

Die suiwerheid van die geïsoleerde IgG is bepaal deur poliakrielamiedielelektron-

forese en sellulose-asetaat-membraanelektroforese. In fig. 5.3.5.2 word die resultaat op
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jelektroforese aangedui en in fig. 5.3.5.3 op sellulose-assetaat-membraan elektroforese.

Dit is duidelik dat elke presipitasie 'n groot. aantal protelene (veral albumiene) ver-

wyder, maar dat selfs die 3e presipitaat nog nie-globuliene bevat. Na kolom fraksionering

is relatief. die suiwerste fraksie verkry.

5.4.5.3 Die gebruik van immuunelektronmikroskopie om
teenliggaamaktiwiteit aan te toon

Na aanleiding van Almeida en Waterson (1969) is 2 kriteria gebruik om te oor-

deel of 'n immunologiese aktiwiteit merkbaar is nl. 1) 'n aggregasie van virusse en

2) 'n verdoffing van die fyn skerp struktuur van die virus. Daar is 'n duidelike aggre-

gasie wanneer tipe lOA en sy homoloë antiserum of IgG geinkubeer word, (fig. e en g).

Geen verdere aanduidings van 'n immunologiese reaksie kan egter aangetoon word nie,

want alhoewel in die positiewe reaksie (fig. e) 'n verdoffing van die detailstruktuur

voorkom in vergelyking met die kontrole in fig. a, skyn dit dat die verdoffing waar-

skynlik 'n nie-spesifieke toedoen van proteiene, is, wanneer dit vergelyk word met

fig. b). As hierdie figure vergelyk word met h en f is dit duidelik dat die reaksie

serotipe spesifiek is.

Serum wat negatief is in die neutralisasie reaksie, toon ook nie teenliggaam-

aktiwiteit in 'n immuunelektronmikroskopiese ondersoek nie. Dit blyk uit fig. 5.3.5.4(i)

waar die reaksie gesien kan word van sodanige serum. Dit is geneem 2 dae na

iminusering en verskil merkbaar van die positiewe kontrole wat gesien kan word in

fig. 5.3.4(e).
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Fig. 5.3.5.4(a) - Die voorkoms van 'n kontrole preparaat van BTV-
tipe lOA met negatiewe kleuring in 2mM Tris gesuspendeer.
Vergroting XIOO 000

Fig. 5.3.5.4(b) - Dieselfde preparaat as in (a) na behandeling met 'n kontrole serum
wat negatief is vir BTV-teenliggaam in die neutralisasie reaksie.
Vergroting x I00 000.
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Fig. 5.3.5.4(c) - Die voorkoms van 'n kontrole preparaat van BTV-tipe 4A
met negatiewe kleuring in 2 mM Tris gesuspendeer.
Vergroting x 100 000

Fig. 5.3.5.4(d) - Dieselfde preparaat as in (c) na behandeling met 'n kontrole serum
wat negatief is vir BTV-teenliggame in die neutralisasiereaksie.
Vergro ti ng x I00 000
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Fig. 5.3.5.4(e) - Dieselfde preparaat virus (BTY-tipe lOA) as wat in figuur
(a) en (b) getoon is na behandeling met spesifieke homoloë
tipie lOA antiserum. Vergroting xlOO 000

Fig. 5.3.5.4(f) - Dieselfde preparaat virus (BTV-tipe 4A) as in (c) en (d) na
behandeling met heteroloë serum teen tipe lOA.
Vergroting xl 00 000
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Fig. 5.3.5.4(g) - BTV- tipe lOA virus na behandeling met 'n homoloë anti-
BTV-tipe lOA IgG- preparaat. Vergroting x I00 000

Fig. 5.3.5.4(h) - BTV-tipe 4A virus na behandeling met 'n heteroloë anti-
BTV-tipe lOA IgG-preparaat. Vergroting xlOO 000
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Fig. 5.3.5.4(i) - 'n BTV-tipe lOA preparaat wat behandel is met antiserum
wat gekry is 2 dae na BTV stimulasie. Vergroting x 100 000
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5.5 Bespreking

'n Hele aantal aspekte van die immuunreaksie teen BTV is reeds vroeër onder-

soek. In hierdie studie is veral gelet op die effek wat verskillende immuniserings-

prosedures het op die vlak van die immuunreaksie wat uitgelok word. Die roete van

immunisering speel skynbaar nie 'n baie groot rol nie, maar die reaksies in die geval

van intraveneuse immunisering is tog hoër as enige ander. Dit is dan verder moontlik

om die roetes te klassifiseer volgens die vlak van die reaksie wat verkry word wan-

neer immunisering deur hul plaasvind. Howell (1969) het gevind dat in skape geen ver-

skil in die doeltreffendheid van polivalente immunisering aangetoon kon word na

onderhuidse of binnespierse inspuiting nie, maar die patroon van virernie het wel

verskil.

Die suiwerheid van die virus speelook skynbaar nie 'n groot rol op die vlak

van die immuunreaksie nie. Dit lyk egter tog of die ongesuiwerde virus 'n groter reaksie

uitlok, veral as in ag geneem word dat in die vergelyking 'n laer titer ongesuiwerde virus

gebruik is. Die gebruik van gesuiwerde virus word egter verkies in eksperimente waar

spesifieke antigene en teenliggame ondersoek word om sodoende onderlinge inmenging

tussen die antigene te beperk. Gelyktydige inspuiting van 'n groot aan tal antigene

kan ook 'n groot verskeidenheid teenliggame uitlok wat kruisreaksies kan veroorsaak

en die resultate verwar.

Dit lyk asof 'n effense swakker reaksie gekry word wanneer 'n laer titer virus

ingespuit word. So 'n verskil sou verwagte wees as die twee titers baie verskil. As

die virus egter vermeerder in die proefdier, sou verwag word dat dit egter nie 'n be-

langrike faktor sal wees nie. Dit moet ook in ag geneem word dat die bepalings nie

eksak is nie aangesien 'n redelike groot verskil tussen hierdie eksperimente verkry word.

Die genetiese verskille tussen individue wat deur Howell (1969) in skape gevind

is, kon nie in die konyne in die huidige studie aangetoon word nie. Dit is ook te

'verwagte aangesien die konyne wat gebruik is, tot 'n baie groot mate ingeteel is.

Wat die ondersoek na die kwalitatiewe aspek van die immuunreaksie betref is

die resultate in ooreenstemming met die tipiese bifasiese pa troon beskryf deur

Cowan (1973). IgM speel die belangrikste rol vroeg in die reaksie terwyl IgG later
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die belangrikste rol speel. Hoewel die metode wat gebruik is, aangetoon is as die

beste metode vir hierdie tipe studies (Jorghani et al., 1973), kom sekere gebreke in

die resultate na vore. Die eerste is dat 'n aansienlike verdunning van die serum

plaasvind tydens gradient sentrifugering wat die sensitiwiteit van die toetsing verlaag.

Verder bemoeilik die verloop van die prosedure steriele werk en die resultate word

soms moeilik leesbaar as gevolg van besmetting van die bakkies in die neutralisasie

toets.

Die moontlike gebruik van immuunelektronmikroskopie in die studie van die

immuunreaksie teen BTV is bevestig. Duidelike aggregasie van virus vind plaas wanneer

'n bepaalde tipe met sy homoloë antiserum geïnkubeer word. Deur 'n kontroleserum

ook te toets is die moontlikheid van 'n nie spesifieke aggregasie uitgeskakel. Die

aggregasie is skynbaar serotipe spesifiek. Die metode hou baie moontlikhede in aangesien

dit 'n baie vinnige en goedkoop metode is om teenliggaam teen BTV te bepaal. Die

neutralisasie toets duur 4-5 dae voordat betroubare resultate verkry kan word, terwyl

die immuunelektronmikroskopie bepaling, binne 45 minute afgehandel kan word. Dit

is dus duidelik dat die moontlike gebruike van immuunelektronmikroskopie ten opsigte

van 'n studie van virusantigene soos deur Almeida en Waterson (1969) aangedui ook

gebruik in die BTV sisteem het. Om die moontlikheid te ondersoek dat die tegniek

teenliggaam kan aantoon in gevalle waar die neutralisasie toets nie kan nie, soos

bv. vroeg na toediening van antigeen, het geblyk dat dit nie moontlik is nie.
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HOOFSTUK VI

OPSOMMING EN :SLOTSOM

6.1 Opsomming

Die biologiese stabiliteit van die virus wat gedefinieer is as sy vermoë om sy

infektiwiteit te behou is onder verskillende toestande bepaal. Die virus is aan 'n

. bepaalde toestand onderwerp en dan is na verskillende tussenposes bepaal hoeveel

infektiwiteit behoue gebly het. Die bepalings verskil van vorige werk veral in die

tegniek wat gebruik is en deur die gebruik van onsuiwer virus. Dit is gevind dat die

virus stabielste in 'n pH gebied van 8-10 is. Die grense vir stabiliteit by verskillende

temperature is redelik wyd, nl. van 4C tot 32C. By 37C is die virus egter relatief

onstabiel. Molariteite van 2 mM tot 150 mM beinvloed nie die infektiwiteit van die

virus nie, maar by 200 mM tot 1 000 mM word laer titers gemeet, wat dui op moontlike

aggregasie.

Die stabiliteit van die virus is""belangrik wanneer die invloed van verskillende

kontakkondisies op die neutralisasie reaksie ondersoek word. Dit· is vervolgens gedoen.

Meer neutralisasie vind plaas by pH 7,0 as by pH 8 - pH 10. Alhoewel die verskil

klein is, bevorder 'n soutkonsentrasie van 150 mM neutralisasie in vergelyking met

10 mM, 50 mM en 100 mM. 'n Vergelyking van die hoeveelheid neutralisasie

wat plaasvind by 4C en 28C toon dat temperatuur geen invloed het op die hoe-

veelheid neutralisasie nie. Neutralisasie het ook ewe vinnig by albei temperature plaas-

gevind. Deur verskillende kontakkondisies te vergelyk is gepoog om die neutralisasie toets meer

sensitief te maak ..Die neutralisasie toets is belangrik aangesien dit baie algemeen in studies oor

die immuunreaksie gebruik word". In hierdie studie oor die immuunreaksie is dit ook

meesal gebruik.

Verskillende aspekte van die immuunreaksie is ondersoek. Eerstens

is gekyk in watter mate die manier van toediening van antigeen die immuunreaksie

wat daarop volg beïnvloed. Dit is gevind dat die roete van toediening die grootte

van die reaksie wat daarop volg beïnvloed. 'n Binne-aarse inspuiting het 'n hoër reaksie

uitgelok as 'il onderhuidse inspuiting. Die suiwerheid van die virus skyn nie belangrik

te wees ten opsigte van die hoogte van die reaksie wat uitgelok word nie en ook nie

die titer van die inokulum nie.
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pit is verder gevind dat daar min verskil is tussen die reaksie van individuele

konyne in hul reaksie teenoor BTV. Konyne en marmotte is ook vergelyk ten opsigte

van hul reaksies teen BTV. Dit het geblyk dat hul reaksies van dieselfde grootte

orde is.

Ondersoek is ook ingestel na die rolle van IgM en IgG in die immuunreaksie

teen BTY. Dit is gevind dat ten opsigte van neutralisasie IgM vroeg in die reaksie die

belangrikste rol speel, maar later IgG.

Ten einde teenliggaamaktiwiteit te kan bepaal, anders as deur die virusneutrali-

sasie toets, is 'n tegniek van immuunelektronmikroskopie ontwikkel. Dit is suksesvol

op die BTV-teenliggaam sisteem toegepas en daar is gevind dat die reaksie serotipe

spesifiek is. Daarna is gepoog om die tegniek te gebruik om teenliggame vroeg na BTV

toediening aan te dui, aangesien die neutralisasie toets nie kon nie. Geen teenliggaam

aktiwiteit. kon egter aangedui word op hierdie wyse nie.

6.2 Slotsom

Nuwe inligting aangaande BTV is ingewin. Dit sluit inligting in oor sy stabiliteit

onder bepaalde toestande en sy gedrag in die neutralisasie reaksie onder verskillende

toestande. Sekere kwalitatiewe en kwantitatiewe aspekte aangaande die immuunreaksie

teen BTV is ook ondersoek. Die studie bring meer perspektief in die probleem van

polivalente immunisering en bepaalde probleme en moontlike oplossings is aangedui.
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