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IMUNIZACE VEPRU PROT! TESINSKE CHOROBE
INAKTIVOVANOU A AVIRULENTNI VAKCINOU
Z TKANOVYCH KULTUR

Porovnani vysledku

B. KORYCH, F. PATOCKA

Vakciny proti viru Kloboukovy obrny (t&3inské nemoci prasat) pouZivajici
inaktivovany virus z mozkomisnich suspenzi (1—13), pfipadné Zivy virus (14},
jsou postupné nahrazovany vakcinami pouZivajicimi virus z tkanovych Kkultur
(15—30). Relativnd mala Géinnost prvnich byla tsp&3né zvétSena pouZitim tka-
filového viru zvy8enim kvanta virového antigenu, ktery je ve vakcine.

Ziskdni avirulentniho kmene Kloboukovy obrny (31, 32} umoZnilo pouZiti
aktivniho viru bez jakékoliv alterace antigenni struktury inaktivacni procedurou,
event. se zachovanou schopnosti mnoZit se v nékterych bunkach organismu mimo
CNS. I kdyZ imunizaéni schopnost avirulentniho viru v porovnani s virem inakti-
vovanym byla lepsi (22), zlistdvd zatim nevyfeSena optimalni cesta aplikace
vakciny. Optimdlnim imunizanim zplsobem by byla aplikace vakciny cestou
odpovidajici patogenezi pfirozené probihajiciho onemocnéni (33, 34).

Tato prace porovnava imunizaéni schopnost formolem a beta-propioclakto-
nem inaktivovaného viru s imunizacéni schopnosti avirulentniho klonu A3b viru
Kloboukovy obrny aplikovaného intranazélné a peroralné. Vysledky imunizace
jsou ovéfovdny vyhodnocenim titrt neutraliza¢nich protilatek a rezistenci profi
infekci virulentnim virem.

Materidl — metody

Virus: virus Kloboukovy obrny, kmen Praha byl pouZit ve forme infekc-
niho média tkatiovych kultur. Podet pasédZi a titr je uveden ve vysledcich.

Tkanové kultury: pro produkci viru a titradni experimenty Dbyla
pouZita permanentni linie bundk vep¥ové ledviny — PK. UdrZovani, zplsob in-
fekce, titrace a hodnoceni byly popsany dfive (35, 36).

Selata: Pro imunizac¢ni Gfely byla uZita selata o vaze 20—25 kg.

Intranazalni imunizace selat: Virus byl vstfikovan Braunovou
sttikadkou pouZivanou v gynekologii, jejiZz nastavec byl zaveden mezi konchy.
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Do kaZdé nozdry bylo vstfiknuto po 1 ml virové suspenze. Instilace byla pro-
viddéna co nejpozornéji pro mozZnost pruseni sliznice a pripadné Krvaceni.

Peroralni imunizace: Virus byl suspendovan v kondenzovaném
mléku tak, aby celkovy podavany objem nepiekrodil 250 ml. Stejnym objemem
mléka byla po vypiti proplachnuta nadoba s puvodni suspenzi a opét zvifetem
vyplta.

Intracerebralni inokulace: Materidl v objemu 1 ml byl vstri-
kovan po trepanaci lebky v chloroformové narkoze do oblasti thalamu. V né-
kterych pripadech bylo pouZito bithalamické infekce. Po injekci byla rana Sita
a ochranéna jodkolodiem.

Doba pozorovani: Infikovana i imunizovana zvifata byla denné po-
zorovana pro priznaky onemocnéni po dobu 30 dnil.

Neutralizacni protilatky: Titry neutralizaénich protilatek byly
vyhodnocovany proti 1000 TCIDs¢ viru KO na jednovrstevnych kulturach bunék
PK s pouZitim dvou Kultur na jedno redéni séra. Dvojnasobné redeni séra bhylo
pripraveno v Earlové roztoku s 0,5% laktalbuminhydrolyzatu, poCinaje fedénim
1:4. Smés stejnych dild a viru, inkubovand za pokojové teploty (22 °C) po 60
minut, byla pak pfidana v objemu 0,2 ml na zkumavku. Po 30minutové adsorpci
pii 36,5 °C bylo pfidano udrZovaci médium (Earle + 0,5% laktalbuminhydro-
lyzatu s upravou pH bikarbonatem na 7,6). Paralelné byly zpracovany kontroly
se sérem bez protilatek (37). Titr séra byl vyhodnocovan v dobé, kdy kon-
trolni zkumavky mely zmeény indukované virem hodnotitelné 4+ 4 (pfi 4+ + + +
jako maximum ), zpravidla po 48 hodinach. Za pozitivni bylo povaZovano redéni
séra, kde tkan obou zkumavek byla ochrdanéna pred cytopatickym utcCinkem
viru.

Krev pro neutralizacni pokusy byla ziskavidna kardialni punkci
v intervalech 0 (pfed imunizaci), 14 dni, 42 dni (odchylky viz text). V p¥ipadé
paralyz byla odebirana krev pri vyskytu klinickych priznaka onemocnéni.

Challenge: Rezistence proti infekci virulentnim virem byla ovéfovéna
intracerebralni nebo intranazalni inokulaci virulentniho viru z nizkych pasdzi
na tkanovych kulturdch (9. pasdZ), a to fddové& v mnoZstvi 10? TCIDs, které
vedly ke klinickym projevim onemocnéni u 100 % kontrolnich zvifat.

Histopatologické vySetfeni: U vSech zvifat byly po probéhnuti
pokusu odebrany mozek a micha a histologicky vySetfeny pro histopatologické
zmeny charakteristické pro Kloboukovu obrnu. Za vySetfeni dékujeme profesoru

dr. B. Bednarovi.
VYSLEDKY

Formolizovana i beta-propiolaktonova vakcina byly pfipraveny ze stejné
SarZe viru kultivovaného na jednovrstevnych tkaiovych kulturdch vepfové led-
viny. Virova suspenze v udrZovacim meédiu sloZend z Earlova néraznikového
roztoku s 0,5% laktalbuminhydrolyzatem a 2% TS pouZita pro pf¥ipravu vakciny,
mé&la titr 10°%° TCID;,/ml. Inaktivace formolem v kone¢né koncentraci 1: 4000
probihala za teploty 37 °C a pH 7,4 po 12 dni, tj. dobu, kterd je nejméné &tyf-
nasobkem poZadovaného ¢asu pro inaktivaci viru formolem v uZité koncentraci
a za pouzitych podminek (38].

Inaktivace beta-propiolaktonem v konecéné jednoprocentni koncentraci pro-
bihala pfi teploté 37 °C po dobu 2 hodin. Poklesla hodnota pH byla po dvou-
hodinové inaktivaci upravena na fyziologickou hodnotu 7,5% bikarbonéatem.

Pri sledovani dynamiky inaktivace beta-propiolaktonem se nepodafilo pro-
kazat aktivni virus jiZ po 15 min., dvouhodinova inaktivace byla poklddana za
dostateCnou pro bezpecné inaktivovédni vseho viru.
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Nepritomnost aktivniho viru byla prokazana ve dvou pasaZich na tkanovych
kulturach a intracerebralni testaci na selatech, u kterych po probéhnuti inku-
ba¢ni doby byl mozek a micha podroben histologickému vySetfeni. V obou
pripadech nebyly prokazany Zadneé znamky vyskytu aktivniho viru.

Virus inaktivovany obojim zpasobem byl smichédn s lipoidnimi adjuvancii
(39) v poméru 2 dily lanolinu, 2 dily inaktivované virové suspenze v médiu tka-
novych kultur a 1,5 dilu parafinum liquidum. Dob¥fe promichani smés meéla polo-
tekutou konzistenci.

V obou pripadech byla zvirfata ockovana 5 ml vakciny subkutdanné. Pred
vakcinaci a v intervalu 6 tydnu po vakcinaci byla odebrana krev pro stanoveni
hladiny neutraliza¢nich protilatek. Po Sesti tydnech byla soulasné zvifata pod-
robena infekci intracerebralnim vstfiknutim 10% TCIDs, viru z mozkomisni sus-
penze kmen ZAabreh.

V{sledky porovnavaciho experimentu jsou uvedeny na tabulce 1.

Tab. 1. Porovnani uéinnosti tkanové vakeiny proti Kloboukové obrné vepit
inaktivované formolem a beta-propiolaktonem (BPL)

Formolvakcina | BPL-vakeina
Sele titr protilatek Selo titr protilatek
pred po pred po
6 4 | 128 1 8 512
7 ND ND .+ 8 2 8 512
l
8 16 512 3 4 256
9 4 128 + 14 4 8 512
ND — vzorek znehodnocen prPl centrifugaci, nebyl zpracovan, - paralytické smrtelné

onemocneni, ¢islo znad¢t den vyskytu paralyz.

Neimunizované zvifata kontrolni skupiny uhynula ve 100 % piipadal.

Z vysledkti pokusii uvedenych v tabulce 1 je patrné:

1. vakcina pripravena inaktivaci viru beta-propiolaktonem (BPL]) je efek-
tivhéjsi neZ vakcina pripravenda inaktivaci viru formolem:

2. z porovnavanych zpusobli inaktivace je BPL inaktivace Setrné&jSi a bez
hrubsich nésledkd pro imunogenicitu viru;

3. pro uspésnou imunizaci veprli vakcinou z tkanovych kultur inaktivovanou
beta-propiolaktonem je moZno pouZit kvantum viru, které stoji na dolni hranici
pouZitelnosti pro formalinem inaktivovanou vakcinu, pouZivajici virus z tkario-
vych kultur (18);

4. jednorazove podani inaktivované vakciny z viru z tkanovych kultur s ad-
juvancii vyvola mohutnou protilatkovou odpovéd (primérné zvySeni titru
64krat), ktera pretrvava nejméné 6 tydnid. V porovnéani se subkutdnné podanym
virem inaktivovanym formolem adsorbovanym na aluminium hydroxid, event.
stejnym zpusobem podanym avirulentnim virem (18, 22, 23), vakcina s lipoidni-
mi adjuvancii vyvola vySSi protilatkovou odpovéd; |
0. 1 vysoka hladina protilatek neznamend vZdy imunitu pfed i. c. infekci,

jak jiz ve stejnych pokusech popsal Mayr (18, 23).

Formolem a BPL inaktivovany virus {bez lipoidnich adjuvancii) vstfiknuty
i.c. selatum indukoval téZ tvorbu protilatek {tab. 2].
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DosaZené titry neutralizac¢nich protilatek u téchto zvifat ukazuji na urcity
vztah mezi kvantem aplikovaného virového antigenu a protilatkovou odpovedi
(18), i kdyZ v tomto pripadé se rozdilnost titru protilatek u selete 35 proti
selatim 10 a 5 miZe vyloZit riznou dobou odbéru druhého vzorku, popripadé
individualni schopnosti reagovat na antigenni impuls. V kaZdém pripade jsou
vSak ukazatelem, Ze i timto zplusobem aplikovana inaktivovana vakcina je
schopna indukovat tvorbu protilatek.

Tab. 2. Imunizadéni Géinek i. c. aplikovaného inaktivovaného viru KO

Obiem Titr
Typ vakciny | Sele | Aplikace |~ 7
pred po (dny)
Formol 35 bithalam. 2 8 212 22
Formol 10 1. C. | 8 64 42
BPL 3¢ 1. C. 1 8 16 42

Schopnost indukovat protilatkovou tvorbu i.c. aplikovanym inaktivovanym
virem byla porovndna se schopnosti produkce protilatek po i.c. vstfiknuti Zivého
viru, jehoZ virulence byla sniZena mnohofCetnymi pasdZemi na tkanovych kul-
turach (tab. 3).

Tab. 3. Imunizac¢ni ucinek 1. ¢. aplikovaného viru KO se sniZenou

virulenci
|
Viegs | Titr
Sele p;"]‘;llf . TCIDg,/ml Pozn.
h ! pred po 30 dnech

41 65 1000 0 -+ 10
44 60 100 4 64
43 76 1000 16 32
42 76 100 8 8

— paralytické priznaky po N dnech.

Titry protildtek dosaZené po i.c. injekci malych davek viru se sniZenou
virulenci bylo moZno korelovat s vysledky histopatologického vySetreni. Virus
schopny mnoZeni v builkdch CNS (65. pasdZz] vedl po aplikaci 1000 TCIDsy viru
k paralytickému onemocnéni s odpovidajicim histopatologickym obrazem. 100
TCIDs, nevedlo k manifestnimu chronickému onemocnéni. Histopatologickée
zmeény ukdzaly loZiskovité pos3kozeni nervové tkané omezeného rozsahu. Pro-
dukce protilatek byla v poméru k pomnoZenému viru, titr protilatek se proti
puvodni hodnoté& zvySil 16krat. Virus z vySSi pasaZe s velmi nizkou virulenci
indukoval tvorbu protildtek v poméru k injikovanému kvantu a choval se jako
mald mnoZstvi inaktivovaného viru.

V{sledky pokusu zndzornéné na tabulce 3 ukazuji, Ze mnohonasobnym pasa-
Zovanim na tkarnovych kulturdch je moZno virus Kloboukovy obrny zbavit viru-
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lence a zaroven i schopnosti pomnoZovat se v butikdch CNS. Této moZnosti bylo
pouZito pro ziskani avirulentniho virového klonu. 90. pasaZ viru KO na tkaro-
vych kulturach byla trojnasobné klonovana plakovou technikou (36]) a ziskané
progenie (klonus A3b) byla testovana i.c. injekci neredéného virového materialu
(1081 TCIDs,) selatiim. Zadné ze t¥i infikovanych zvifat neonemocnélo.

Avirulentni virus, kultivovany na tkarnovych kulturdch bunék PK, dosahoval
pravidelng titru 10%°—10°° TCIDsy/ml. Ve formé& infekéniho média tkéatiovych
kultur byl vhodnou oc¢kovaci latkou splnujici kvantitativni predpoklady pro
peroralni imunizaci {33) — (graf 1).

102, pﬂf‘ﬂlﬁzyi
B 512- .
% 256- \- chauengel
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£ —
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Graf 1. Tvorba protildtek po perordlnim podani avirulentniho kmenu viru KO-A3b
v davce 5. 107 TCIDs,. Dva vybrané priklady protilatkové odpovédi

Graf 1 znazorniuje dva typické vysledky pokusu s peroralné podanym virem.
Zvitata vypila ve 250 ml mléka 5krat 107 TCIDs, viru. Hladina neutraliza¢nich
protilatek byla hodnocena pfed podanim viru, déle pak 12, 22, 35, 43, tj. den
po imunizaci. Zaroveil byla 43. den zvifata infikovana 200 TCIDs, virulentniho
viru z nizké pasaZe na tkanovych kulturach; 15 dni po challengi byly znovu
odebrdny vzorky krve a stanoveny titry neutralizacnich protilatek. Dva vybrane
priklady imunizace ukazuiji, Ze uZitd davka viru zbaveného virulence pri per-
oralnim podani nemusi ve vSech pripadech docilit imunizacniho efektu. Sele
¢. 46 vytvofilo neutralizadni protilatky dobfe, 12 dni po podani viru dosahly
svého maxima, 16. den byl jiZ prokazatelny lehky poKles titru, ktery po 42 dnech
klesl na hodnotu 16. Tato hladina protilatek neni schopna uchrénit zvife pred

paralytickym onemocnénim po i.c. injekci 200 TCIDs, virulentniho viru.

Sele C. 42 po imunizaci deglutiéni cestou nevytvarelo protilatky do 35. dne
po podéani viru. V dobé i.c. zatéZe virulentnim virem {42. den po imunizacni
davce) hladina neutralizac¢nich protilatek byla 1 : 32, coZ je moZno krome zpoZ-
déneé tvorby protilatek event. vysvétlit prenesenim viru od imunizovanych selat
ustajenych ve stejném Kkotci a pusobicim pozdeji jako antigenni stimulus. Sele
€. 42 odolalo i.c. infekci virulentnim virem, i.c. infekce neméla boosterovaci
charakter (maly vzestup protilatek]). Z pokusd o peroralni imunizaci avirulent-
nim virem z tkanovych kultur je mozno vyvodit:

1. peroralni podéni avirulentniho viru nevede ve vSech pfipadech k imu-
hizacnimu efektu, i kdyZ davka podaného viru byla dostatené vysoka (33).
Vysledky potvrzuji nutnost podani koncentrovaného viru (= meédia tkanovych
kultur]) pro dosaZeni dobrého imunizacdniho efektu;

2. perzistence neutralizacnich protilatek po peroralnim podani avirulent-
niho viru z tkarnovych kultur je kratkodob4;

3. nizké titry protilatek je mozZno pokladat za disledek inaparentné probi-
hajici infekce v chovech, tzv. nespecifické titry neutralizaCnich protilatek (41
aZz 43), které neochrani zvirata pred infekci virulentnim kmenem.
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Graf 2 znéazoriiuje typicky pribéh imunizace po intranazaini imunizaci.
Intranazalné podany avirulentni virus vede k tvorbé& neutralizacnich protilatek
jiZ behem prvniho tydne po instilaci viru. PFibliZné stejné mnoZstvi avirulent-
niho viru, jaké bylo pouZito pf¥i perordlnim zplscbu imunizace, vstfiknuté sku-
pin& selat intranazdln& 6.10" TCIDs, ve dvou ml) meélo za nasledek stoupnuti
titru na maximdalni hladinu do 12. dne po imunizaci. Maximalni hladina se
udr¥ovala nezménénd nejménd do 43. dne. V tuto dobu byla zvifata infikovana
intranazalnd 200 TCIDs, virulentniho viru ze ¢tvrté tkaiove pasaZe. Infekce ne-
zplisobila klinické pfiznaky onemocnéni a md&la boosterovaci efekt. Titrace

hu 512+ . Chﬂuﬁﬂge }4?5

den 5 TbTTZ‘ ' 22 32 43 50
Graf 2. Typicky pribéh tvorby protildtek u selat imunizovanych intranazalne avirulent-
nim virem KO-A3b déavkou 6. 107 TCIDsg
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Graf 3. Typicky prabé&h tvorby protildtek u selat infikovanych virulentnim kmenem
viru KO intranazalni cestou (400 TCIDsp)

neutralizaénich protildtek 7. den po challengi ukdzala vzestup jejich hladiny
proti pfedchozim hodnotdm na dosaZitelné maximum.

7 grafického vyjédieni prib&hu dvou vybranych typickych kfivek (graf 2)
vyplyva:

1. intranazalni podani avirulentniho viru z tkaifiovych kultur vede ke zvy-
Seni neutralizac¢nich protilatek;

2. 16n4sobné stoupnuti hladiny protilatek je prokazatelné jiZ 5. den, maxi-
mdalni titry jsou dosaZeny 12. den po vsiriknuti viru;

3. hladina neutralizaénich protilatek zfistdvd na dosaZenych hodnotach mi-
nimalné do 42. dne po imunizaci;

4. kromé& protildtkové imunity intranazalni imunizace avirulentnim virem
vede k rezistenci na infekci intranazalné vstfiknutého virulentniho viru v davce,
ktera u kontrol vyvolala manifestni onemocneni ve 100 0y pfripadu.

Graf 3 zn4zoriiuje pribéh protilatkové odpovedi u kontrolnich zvifat infi-
kovanych intranazalné virulentnim virem. Maximalni hladina protilatek je
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dosazena ve stejnou dobu jako u zvifat imunizovanych intranazalné vstfiknutym
virem. Ze srovnani obou graft vyplyva:

1. avirulentni virus z tkafiovych kultur je schopen se pomnoZovat po intra-
nazalni aplikaci viru, nebo se po intranazdlni aplikaci dostdvd do kontaktu
s bunkami schopnymi protilatkové tvorby;

2. protilatkova odpovéd po imunizaci avirulentnim virem KQ intranazilné
Je promptni a analogickd odpovédi po prodé&laném onemocnéni:

3. vySka dosaZenych titrG protildtek po intranaz4dlni imunizaci avirulentnim
virem je analogickd vySkdam titrd dosaZenych pFi klinicky manifestnim one-
mocneni.

DISKUSE

RozSifeni viru Kloboukovy obrny je téméF celosvétové. Polet paralytickych
pripadii onemocnéni i pfes evidentni vyskyt a S$ifeni viru kolisd a je velmi
pravdepodobne, Ze toto kolisani je zplsobeno roz$ifenim virovych kment o rizné
virulenci. Napriklad v Norsku (44} problém obrny vepid neni otdzkou, ktera
by zasluhovala aktudlni FeSeni, podobné i kmen promofujici chovy v Anglii
(Talfan virus) ma slabou virulenci a vyvoldvd onemocnéni pfeva¥né kratkodobéa
s reparaci (435). V naSich krajich od let 1944—1952, kdy byl masivni vyskyt
paralytickych a smrtnych onemocnéni, obrna vepfli téméi vymizela, a pokud
byly hlaseny pripady onemocnéni, nemély nikdy epizootologicky vyznam. Séro-
logické vysetfeni neutralizacnich protilatek zvifat chovii, kde obrna vepfii ne-
byla po léta pozorovana, ukézala vyznamny titr protildtek u prevdZné vétSiny
zvirat, zatimco neutralizaéni protilatky zvifat z lokalit s vyskytem paralytic-
kého onemocnéni diagnostikovaného jako t&Sinskd choroba mély hodnotu nega-
tivni, nebo byly v hodnotach pokladanych za nespecifické (37). Je pravdépo-
dobny vyklad, Ze i chovy bez klinicky patrného vyskytu t&3inské choroby jsou
latentné promofovany a Ze chybéni p¥ipadl paralytického onemocnéni je do-
kladem odolnosti zvifat. Chovy s vyskytem paralytického onemocnéni, kde
zaroven nejsou u zvifat neutraliza¢ni protildtky, svéd¢éi pro nep¥itomnost infekce
a vnimavost zvirat na infekci virem Kloboukovy obrny.

Inaparentneé probihajici infekce virem Kloboukovy obrny byla prokadzana
jiz drive (46, 42, 40). V kaZdém pfFipadé i za pFfitomnosti neutralizadnich proti-
latek rozvoj i forma onemocnéni jsou vyslednici mnoha spolupiisobicich faktord,
Zz nichZ na prvém misté stoji virulence virového kmenu. Je otdzkou, jakym
zpusobem je ovlivnéna infekciozita viru kolujiciho v promofovanych chovech.
Epizoocie probihajici na Slovensku (47) miiZe byt dokladem selekce virulentni
mutanty, Ktera je schopna vyvolat paralytickd a smrtelnd onemocnéni u zvirat
latentneé promofovanych i aktivné imunizovanych.

U Inaktivovanych vakcin protildtkovd odpov&d a stupeii imunity jsou pFimo
umerné kvantu podaného virového antigenu (22, 23), pfiemZ se zda, Ze i jemna
inaktivacni procedura za pouZiti formolu ve vysokém ¥Fed&ni ovliviiuje anti-
genicitu viru Kloboukovy obrny, a tim sniZuje imuniza¢ni efekt (32, 22). Tato
skutecnost by se dala vysvétlit teorii zdiliraziiujici intaktnost nejpovrchnéjsich

struktur virionu pro antigenicitu {48).

Optimalnim zplisobem poddni avirulentniho viru, ktery byl ziskdn mnoho-
Cetnymi pasaZemi na tkariovych kulturdch a ztratil virulenci pro vepre, by byla
cesta odpovidajici pfirozenému mistu vstupu infekce do organismu (33, 34).
Otazka patogeneze Kloboukovy obrny doposud neni jednotn& zodpovézena. V§-
skyt viru po perordlnim podani v lymfatickych uzlindch celého zaZivaciho
traktu, pocinaje lymfatickou tkani tonzil a uzlinami krénimi aZ po uzliny
mezenterialni, je pokladan za dikaz resorpce viru z alimentarniho traktu (33,
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34). Histologické ndalezy predpokladaji pfestup viru na centralni nervovy
systém pFimo z nazofaryngu po vldknech €ichového nervu (49, 50). Tento zpusob
infekce nebyl zatim exaktn& vyloufen v Zadné z experimentalnich praci, kde
pro studium patogeneze bylo vybrdano perordlni podani viru, ktery byl zviretem
bud p¥Fimo pohlcen, nebo v nékterych pripadech instilovan pipetou do 0ro-
faryngu. V obou té&chto pFipadech mohlo dojit k regurgitaci viru do nazo-
faryngu a k realizaci pfestupu viru na neuron ichového nervu (5l). VyluCovani
viru nazalnimi sekrety, které nemusi byt v plné korelaci s enteralnim vyluco-
vanim viru je dalSim dokladem urcité alohy horniho respiracniho traktu v roz-
voji onemocné&ni. Koneiné& z praci Heckeho (52, 33) je vidét, Ze avirulentnl
virus Kloboukovy obrny se v zaZivacim traktu nepomnoZuje a peroralni podani
tohoto viru vede Kk imunit& jen pii aplikaci vysokych kvant viru (105,6 TCIDs,
viru per os je neiacinné].

V na3ich pokusech bylo moZno potvrdit zavislost imunogennosti vakcin
na Setrnosti inaktivace porovnadnim imunizac¢ni schopnosti a ochrany pred in-
fekci virulentnim kmenem, a to vakcin prFipravenych z téZe SarZe viru inakti-
vaci beta-propiolaktonem a formolem. Inaktivaéni schéma uZité pro pripravu
formolvakciny sniZilo Gufinnost ofkovaci ld4tky podané subkutanne v lipoidnich
adjuvanciich proti beta-propiolaktonové vakciné, aplikované stejnym zpusobem
a ve stejném kvantu (tab. 1). Intracerebrdlni aplikace viru inaktivovaného
obojim zplisobem ukédzala slaby vzestup titru neutralizacnich protilatek ve dvou
pfipadech ze tfi, po dvojndsobné davce i. c. aplikovaného viru téZze Sarze vak-
ciny stoupl titr protildtek na hodnotu 512, kterd je dosahovana jako maximalni
hodnota pfi vhodném zplsobu imunizace, eventudlné onemocnéni. I z této male
sestavy je patrnd zdvislost protildtkové odpovédi pfi pouZiti inaktivovaneého
viru na jeho kvantu (tab. 2).

P¥i intracerebralni aplikaci Zivého viru na hranicich mezi virulenci a aviru-
lenci (65. a 76. tkariova pasdZ) bylo moZno u niZsi pasdZe prokazat pétinasobny
vzestup protilatek bez symptom onemocnéni pfi injekci decimdainiho redeni
infekéniho média tkaiiovych kultur, zatimco nefedéné infekéni meédium vedlo
k paralytickému onemocnéni. 76. pasdZ viru nevyvolala Zadné priznaky one-
mocnéni p¥i intracerebralni aplikaci i v koncentrované forme a meéla za nasledek
dvojndsobny vzestup protilatek, zatimco decimdlni fedéni titr protilatek ne-
ovlivnilo. Rozdil obou paséZi viru ve schopnosti indukovat tvorbu protilatek
ukdzal na jejich odliSnou schopnost mnoZeni v CNS, potvrzenou i histopato-
logickym vySetrenim.

Avirulentni virus 93. pasdZe byl aplikovan perordlné a intranazalne skupi-
ndm zvifat a byla sledovdna hladina protildtek a schopnost odolat intracerebral-
ni infekci virulentnim kmenem. Ze srovnani vyplynula jasna preference
intranazdlniho podéni viru, které mélo za nésledek vysoky vzestup hladiny
neutralizacnich protilatek i rezistenci proti challengi virulentnim kmenem
graf 1, 2).

Vysledky intranazalni imunizace ukazuji na vhodnost pouZiti této cesty
vakcinace pro jeji efektivitu, pro jednoduchost aplikace a pro uasporu injiko-
vaného viru, nebot k docileni podobného stupné imunity parenteralni cestou
je nutnd aplikace alespoii 2,5krat vétSiho mnoZstvi vysokotitraZniho viru z tka-
fovych kultur, pro perordlni imunizaci pak minim&lné 50nasobek pro dosazeni
Géinku, ktery neni vZdy s intranazalni, event. subkutdnni aplikaci souméfi-
telny.

Zvrat avirulentni mutanty ve virulentni pfi perordlnim podani neni podle
Heckeho (52) pfiliS pravdépodobny, predeviim pro omezenou schopnost viru
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pomnoZovat se v zaZivacim traktu veplre. Zatim nebyla sledovdna schopnost
mnozeni avirulentniho viru po podéani intranazalnim. Je otédzka, zda se horni
respiracni trakt v této vlastnosti podoba traktu zaZivacimu, kdyZ je ve vy-
sledcich imunizace prfi aplikaci avirulentniho kmene mezi ob&ma cestami roz-
dilnd imunitni reakce. Intranazalné podany avirulentni klonus A3b viru Klo-
boukovy obrny po jedné paséZi pres zvire touto cestou neztratil nic ze svych
vlastnosti.

Hladina neutralizaCnich protilatek po jednordzové aplikaci avirulentniho
viru intranazalni cestou pretrvava minimalné 43 dni bez jejich poklesu. Tento
rozdil proti subkutannimu podani avirulentniho viru (22, 23) podtrhuje vyhodu
pouZiti intranazdalni aplikace jakoZto zplisob vakcinace, kde neni poZadovano
revakcinace pro ziskani dlouhodobé&jsi imunity.

SOUHRN

Byla porovnana imunizacni schopnost viru Kloboukovy obrny (viru téSinské
nemoci vepril) inaktivovaného formolem a beta-propiolaktonem a avirulentniho
klonu téhoZ viru, a to za pouZiti riznych cest podédni. Ufinnost vakcin byla
vyhodnocena stanovenim neutralizanich protildtek a odolnosti vadi infekci
virulentnim kmenem viru KO.

Nejlepsi vysledky byly dosaZeny imunizaci zvifat intranazalni instilaci
avirulentniho viru v porovnani s peroradlnim poddnim. Intranazdlné podany virus
vyvolava tvorbu protilatek dosahujicich dlouhodobé& stejné titry, jaké jsou po
prodeélani klinicky manifestniho onemocnéni. Peroradlné podany avirulentni
virus vyvola nepravidelné tvorbu protilatek v zavislosti na aplikovaném Kkvantu
s jejich relativné kratkodobym pretrvavanim na stejné trovni.

Beta-propiolaktonem inaktivovand vakcina je imunogennéjSi neZ wvakcina
inaktivovana formolem.

B BI B O /I bl

MmMynusanus csunest nporms Bupyca 6oaesnn Temena (BBT) y6uroix
M aBHPYJE€HTHOM BAaKIUHAMM TOJYYEHHBIX M3 TKaHEBBIX KyasTyp. CpaBHeHHe
pPe3yIbTATOB |

Koperx b, IlatTouxka &

MMmynusupyoman MoumgHocts Bupyca Kno6oykopa mapanuua cBuHei (Bupyc
6osieann TemieHa) WHAKTHBUPOBAHHOTO (GOpPMAJMHOM HUJIU OeTa-TMpPOIU0JIaKTO-
HOM CpaBHUBaJIACh C JNE€HCTBHUTEJBHOCTBIC aBUPYJIEHTHOIO KJIOHYCA 3TOr0 BUPYCA,
HCIOJB3yA pa3Hble NyTH NPUMEHEHUA. /JeCTBUTENBHOCTH BAKIHWH OL€HUBAJACD
0 HOJYYEHHBIM THTPaM HEUTPAJUM3UPYOUINX AHTUTEJI U YCTOMUUBOCTHLIO K UH-
¢exuuu BupyseHTHBIM mtammoM BBT.

Jlydiiue pesynbraThl HOJYyYHMIMCH ¢ ABHPYJIEHTHBIM BUPYCOM IIOCJTEe BHYTDH-
HOCOBOTO BBEIEHHUSA 4eM IIOCJIe OPAJbHOIO IIPUMEHEHHUsA. BHyTpmHOCOBOEe BBeOeHUE
BUpDyCa BBI3bIBA€T BHIPAOOTKY aHTHUTEJ, KOTOpas HOOCTHUIAeT TAaKOTO YpPOBHA
U JOJTOBPEMEHHOrO CYIIIECTBOBAHMA KaK IOCJHe KIMHKUYECKOTO 3ab0JeBaHUA
CBUHEU. B 3aBUCHMOCTH OT HO3MPOBKU OpAaJbHOE BBENEHHE aBUPYJEHTHOTO BU-
pyca BBI3BIBACT HEPOBHO BBIPAOOTKY aAHTUTEN V KOTOPBIX CPOK CYIIECTBOBAHU
He NOJITOBPEMEHHBIH.

bera-nponuonakKTOHOM HHAKTUBHpPOBAHHAS BaKLMHA SABJAAETCA GoJiee UMMY-
HOT€HHOM 4YeM BaKIMHa MHAKTHBUPOBaHHasA $OpMaJUHOM.

Cs. Epidem., 16, 1967, 5 : 257 —267.
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SUMMARY

Immunization of Swine against Teschen Disease Virus (TDV) by Inactivated and
by Five Nonvirulent Vaccines Derived from Tissue Cultures. A Comparison
of Results

Korych B.,, Patocfka F.

The immunizing power of the virus of Klobouk’s paralysis of swine (Teschen
disease virus) inactivated by formalin or beta-propiolactone was compared with
that of a nonvirulent clone of the virus, using various routes of administration.
The efficacy of the vaccines was evaluated according to neutralizing antibody
titers and resistance to challenge with a virulent strain of TDV.

The best results were obtained with the nonvirulent virus instilled intra-
nasally as compared with its oral administration. Intranasally administered
virus induces production of antibodies which attains such levels and of such
duration as is characteristic of animals after manifest disease. Depending on
the amount applied, orally administered nonvirulent virus induces inconsistent
formation of antibodies the levels of which persist for much shorter periods.

Beta-propiolactone-inactivated vaccine is more immunogenic than forma-

lin-inactivated vaccine.
Cs. Epidem., 16, 1967, 5 : 257 —267.

LITERATURA

1. Klobouk, A.: Zvérolékafské rozpravy,
9, 1935:217. — 2. Kostansky, K.: Véstnik
1I. sjezdu vet. CSR. Brno 1936, s. 169. —
3. Fingerlos, K.: Wien. tierdrztl. Mschr., 52,
1940. — 4, Traub, E.: Arch. Tierheilk., 77,
1941 : 52. — 5. Langner, F.: Tierdrztl. Rund-
schau, 2, 1941 :13. — 6. Kadrnja, E.: Vet.
Arh. [(Zagreb), 18, 1948 : 131. — 7. Kodrnja,
E.: Vet. Arch., 19, 1949:1. — 8. Hruska,
K.: Cas. ¢s. Vet., 5, 1950 : 289. — 9. Hecke,
F.: WTM, 38, 1951 :147—159. — 10. Hecke,
F.: WMT, 40, 1953 : 458—478. — 11. Brau-
ner, L., Ursiny, M., Zuffa, H.: Arch. exp.
Vet.-Med., 9, 1955 :522—533. — 12. Hecke,
F.: WTM, 42, 1955:606—634. — 13. Mihaj-
lovitch, S.: Bull, Off. Int. Epiz., 57, 1962 :
1547—1550. — 14. Patofka, F., Kubelka,
V1., Slavik, ]., Bohag, J.: Atti del VI. Con-
gresso Internazionale di Microbiologia. Vol.
3, Sez, VIII, pag. 181—183. Roma, 6—12
Septembre 1953. — 15. Patotka, F., Kun-
belka, V1., Korych, B.: ]. Hyg. Epidem.
(Praha}, 2, 1958 : 250—252. — 16. Patocka,
F., Kubelka, V1., Korych, B.: Cs. Epidem.,
7, 1958 : 73—77. — 17. Mayr, A.: Zbl. Bakt.,

I. Abt. Orig., 172, 1958 : 465—480. — 18.
Mayr, A.: Zbl. Bakt.,, I. Abt. Orig., 1. 3,
1958 : 524—538. — 19. Bourdin, P.: Bull.
Soc. Path. exot.,, 51, 1958:731. — 20.

Bourdin, P., Serres, H.: Ann. Inst. Pas‘eur,
97, 1959 : 583—589. — 21. Mayr, A., Witt-
mann, G.: Mh. Tierheilk.,, 10, 1958 : 345—
350. — 22. Mayr, A., Correns, H.: Zbl. Vet.-

266

Med.

-Med., 6, 1959 :416. — 23. Mayr, A.: Zbl.
Bakt., I. Abt. Orig., 176, 1959 : 341 —345. —
24. Harrnach, R., Meséaros, E. Pleva, V.
Veterinarni medicina, 6, 1961 : 129—132. —
25. Harnach, R., Meséaros, E. Pleva, V.:
Arch. exp. Vet-Med., 15, 1961 : 1140—11486.
— 26. Madr, V.. Veterinarni medicina, 6,
1961 : 107—112. — 27. Kubin, G.: Bull. Off.
Int. Epiz., 57, 1962 : 1565—1568. — 28. Ku-
bin, G.: Wien. Tier&drztl. Mschr., 50, 1963 :
170—178, — 29. Zoletto, R., Irsara, A.:
Veter. ital.,, 14, 1963:241—247. — 30.
Madr, V.: Veterinarstvi, 14, 1964 : 540—541.
— 31. Mayr, A.: Mh. Tierheilk., 10, 1958 :
186—191., — 32. Szurman, J., Larski, Z.:
weteryn.,, 16, 1960:325. — 33.
Hecke, F.: 7Zbl. Bakt., I. Abt. Orig., 192
1964 : 169—182. — 34. Hecke, F.: Z. Hyg.
Infekt. — Kr., 150, 1964 :61—82. — 35.
Cerny, M., Korych, B., Soukup, F.: J. Hyg.
Epidem. (Praha), 8, 1964 : 353—363. — 36.
Korych, B., Chyle, M.: ]J. Hyg. Epidem.
[Praha), 9, 1965 :37—42. — 37. Korych, B.,
Srajbr, E., Patotka, F., Kubelka, V1., Ch¥le,
M.: Veterindrni medicina, 6, 1961 : 63—68.
— 38. Korych, B., Patotka, F., Kubelka, Vl.:
Cs. Epidem., 8, 1959 : 13—15, — 39, Freund,
]., Casals, J., Hosmer, E. P.: Proc. Soc. exp.
Biol. [N. Y.), 37, 1937 : 509. — 40. Zoletto,
R., Bersani, G.: Vet. ital., 15 1964 :653—
663. — 41. Mayr, A.: Zbl. Vet. — Med., 4,
1957 : 613—632. — 42. Hecke, P.: Mschr.
Tierheilk., 11, 1959 : 33. — 43. Hahnefeld,



H. et al:. Arch. exp. Vet. — Med. 14, 1960 :

968—983. — 44. Flatla, ]J. L.: Bull. Off. Inf.
Epiz., 57, 1962 :1585—-1587. — 45. Pater-

1569—1573. — 46. Fortmer, J.: Z. Infekt.
son, A. B.: Bull. Off. Int. Epiz., 57, 1962:
— Kr. Haustiere, 59, 1943:41. — 47.
Kral: tstni sdéleni. — 48. Kilkson, R.: .
theor. Biol.,, 12, 1966 :435—438. — 49.

Doslo 20. 7. 1967.

Fischer, K., Rohrer, H.: Arch. exp. Vet. —

Med., 9, 1956:231. — 50. Fischer, K.
Wissenschaftliche Abhandlungen. No. 35.
Berlin, Akademie — Verlag 1958. — 51,

Hecke, F.: Mh. Tierheilk. 10, 1958 : 197
-217. — 52. Hecke, F.: Zbl. Bakt., I. Abt.

Orig., 192, 1964 : 158—168.
B. K., Praha 2, Studnickova 7



