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. PUVODNI PRACE

Z laboratofe pro studium inf, obrny vepil pfi Ustavu pro 1ék. mikro-
4 biologii a imunologii K. U, v Praze.

PRISPEVEK K IMUNOLOGII NAKAZLIVE OBRNY
VEPRU (ENCEPHALOMYELITIS ENZOOTICA SUIS)

Dr FRANTISEK PATOCKA — Dr VoADIMIR KUBELKA —
MUDr Jiri BoHA®S

Praice vykondna za podpary ministerstva zemeédélstvi v Praze, Predne-
sena na sch@zi Mikrobiologické sekce spolednosti J. E. Purkyné
v lednu 1952.

Imunita a moznosti aktivni imunisace byly a jsou pochopitelné
nejsifeji studovanou kapitolou odbornych znalosti o Tésinské ¢i Klo-
boukové chorobé vepri. Duvodem jsou tézké narodohospodarské
ztraty, jez pusobi tato (lidské polio z€asti podobna), Trefnym kli-
nicky a Kloboukem: pathologicky, virologicky a v zakladnich rysech
imunologicky po prvé zpracovania nemoc vepfového bravu.

Prva zjisténi o imunité jsou mesporné dilem cCeskoslovenskych auto-~
rit (Klobouk') Doubrava,?) HruSka?) a prokazala celkem jasné imu-
nogenni vlastnosti 2zivého viru, vstriknutého subkutanné, Hruska a
Kostansky 1939 propracovali methodu simultdnni imunisace, jeZ byla
experimentalné ovérena, ale praxi nemohla byt dostatec¢né Zhodnocena.
Nasleduje Fada praci ceskoslovenskych i cizich, udavajicich methodu pri-
pravy vakecin s inaktivovanym wvirem, zachycenym bud v terénu mnebo
z laboratornich pasazi. Zdrojem viru byla prevaZzné smés suspense misni
i mozkové, inaktivacnimi cCinidly byl bud fenol (Klobouk), nebo formal-
dehyd (Fortner,4) Traubs) a vétSina ostatnich), ¢i glycerin bud opét
s fenolem nebo formaldehydem (Elek a Kertay).t) Novéji potencovan
acCinek wvakKciny adsorpci inaktivované suspense na aluminium-hydroxyd
(Traub, HrusSka,?) ¢i Yellonu (Harnach).

Neskodnost a (finnost vSech téchto vakcecin -— jejichZz zplsob zhoto- .
veni je uddn v citované literatufe — zkouSena zc¢asti laboratornim po-
kusem, zéasti terénni zkuSenosti. Oboji je udavano rtzné. Protekce zkou-
‘Sena intracerebralni i intranasalni infekeci (vétSinou neudano, kolika
smrtelnymi davkami) a je odhadovéana prFi rfiznych methodach c¢isly, ko-
lisajicimi mezi 30—659% imunisovanych zvirat, u malého poctu zvirat
v pokuse i vét3imi ciframi. Statistické udaje o vSrsledcmh v terénu se
zCasti vlbec vymykaji presnému posouzeni a to nejen pro rGznost me-
thodiky pifi vyrobé& vakciny, ale hlavné pro diametralni rozdily v epide-
- miologické a hygienické situaci ot‘kovanych zvirat.
| I ne3kodnost olkovacich latek je velmi rtizné hodnocena — néktefi
pfimo uvadéji, jini alespoll naznacéuji domnénku — Ze mohou obsahovat
stopy aktivniho viru (Klobouk, Harnach, Hruska, snad i Traub). Zcela
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rozdilné ¢i neurdité jsou tidaje o délce trvani dostatedns vysokého stupné
imunity po vakcinaci.

Vecelku 1ze shrnouti, Ze dosavadni pokusy i zku$enosti prokazaly,
Ze imunita maZe byt jak disledkem pFirozené infekce (tfeba inaparentni),
tak ji 1ze v rtzné& vysokém stupni docilit aktivni imunisaci. V seru imun-

~ nich’ zvirat prokazany zdsadné protilatky (Klobouk, Hruska, Kostansky,

Lépine,8) Fortner), jeZ nemaji prakticky léCebného vlivu na priibdh cho-
roby zvifete, byly-li vstfiknuty po objeveni se. prvnich symptomi.
) Jako fakt, vzacné&€ harmonujici se zkusSenostmi u lidské polio ové-.
reno, Ze imunitni stav CNS nemusi zabrainit eliminaci viru stolici, tedy
pravdepodobné infekei, probihajici v mimonervovém systému zvifete (Klo-
bouk — fGstni sdélenf). | |

uborné hodnoceni vSech v piehledu uvedenych praci a zkuSenosti
neni Eﬁyslem této publikace. Zevrubnéj$i ndaje toho druhu prinaseji
monografie Andrejevova,®) souborni price Kaplanova a Meranzova,1)
clanek HrusSktiv, Heckeholl) a zejména Pilettiv a Kodrnjav referat z XX.
sezenl komitétu Office International des épizooties.12)

Nas zaujal zkraje jiny dil, neZli celkem empirické vypracovani
nejaké mnové modifikace oékovaci latky proti obrné veprtt — takovych
pokustt a jist€ korunovanych alespoii casteCnym uspéchem bylo i u nis
ucinéno dosti. Céastetn& vyzbrojeni prohloubenymi znalostmi biologic-
kych vlastnosti viru obrny (Patoéka, Kubelka, Slavik)13) a opirajice se
0 analogie s lidskou polio (Patodka et al.,, Sven Gard,14) Lépine), jeZ
jsou v lecéems dosti hluboké a podstatného razu, uminili jsme si ¥Fesit
imunologické problémy TeéSinské nemoci vice theoreticky a pokusit se
O doplnéni mezer své&tovych znalosti tohoto viru tam, kde je to mozZné
a nutné, " y

Pritom se, celkem nedéekand, ukazalo, %e naSe laboratorni methoda,
zamerena ptvodné jen k rychlému ziskani hyperimunnich kus@i pro stu-
dium zkfiZené imunity a produkei sera ke kvantitativnim studiim se-
roneutralisa¢nich protilatek, je vybornou aktivni imunisaci viibec a. po-
chopitelné prezkouSen i jeji terénni aspekt,

Prvé, s €im jsme nemohli do vSech dasledkt s-ouhlasii, byl snad

‘aZz prilisny optimismus, jejZz projevovali nékteri autofi vakciny proti

obrné, ktefi zfejmé vé&rili, Ze se relativné standardns opakovanymi me-
thodami poda¥i snadno vyhladit veprovou obrnu z tak promoireného te-
réenu, jakym je stfedni Evropa.

Shora jsme jiZz uvedli, Ze zasadné nepochybujeme o moZnosti tsps-
chu. Pri hlubsim aspektu se vSak zdi, Ze cely problém je patrné témef
stejné nesnadny, jako aktivni imunisace u lidské polio, kde nutno pfi-
znati, Ze pres 20 let intensivni badani neprineslo aZ do posledni doby
hmatatelného praktického uZitku, pomohlo viak objasnit celou biolo-

gll poMo virQi a otevielo zcela nové obzory.

Dnes je u polio natolik jasno, Ze lze i perifernim ockovinim vyvo-
lati u opic ¢i bavinikovych krys (u typu Lansing) imunitu tak vyso-
keho stupné, Ze chriani nesporné i proti intracerebrilni infekei mnoha,
desitkami aZ stovkami paralytickych davek polio homologniho typu.
OvSem neni to snadné. Starsi prace v&tsinou diskutuji o hodnoté vakciny
s aktivnim virem (p¥F. Aycock-Kagan),15) nebo inaktivovanym formolem
Ci ultrafialovymi paprsky za piipadné adsorpce ma Al1(OH), (Brodie,*)
Melzer et al.,17) Kramer et al.).18) - Ackoliv pokusy jsou starsiho data
a neuzivaji k hodnoceni wuéinku p¥isn& kvantitativnich method, je jiz
z nich jasné patrna imunogenni superiorita Z%ivého viru. -

Noyeéjsi prace (Loring, Schwerdt et al.)1®) spravné ukazuji dosud
malo povSimnutou, ale zasadné daleZitou problematiku irtaktivace viru
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formaldehydem v husté (ve veterindrnim lékafstvi casto dokonce necen-
trifugované) suspensi mi3ni. Je jasno, Ze pro takto husté suspense z CNS
nelze prakticky viibec uréit davku formaldehydu, nutnou pravé jen k in-
aktivaci viru. Bud se ho dava malo a pak nelze miuvit o inaktivni vak-
cind (viz sprdvnou skepsi naSich autorfi shora zminénou), nebo prilis
mmnoho, &imZ% se jednak jiz pfi inaktiva&nim procesu, ale hlavné i pri
skladovani sniZuje progresivné jeji imunogenni hodnota (Hruska).?) Do~
poruduji proto &asteénou purifikaci a koncentraci viru (diferencialni ultra-
centrifugaci), ktery v koncentrovaném stavu i po inaktivaci vyvolava SO~
lidnf imunitu, ov8em i tak pouze po 3 injekcich, oddélenych 8dennim in-
tervalem. Morganovaz2e) pFimo titraci ohodnotila stupefi imunity,- jejz
vyvolaji u opic 4 intramuskuldrni injekce Zivého viru a nalezla, zZe  pri-
' plizné téZe hladiny lze pfi pouziti viru, Setrné inaktivovaného, dosah-
nouti aZ asi 10 injekcemi stejnych davek. Kone&né& Schwerdt, Dick et
at.21) 22) titrovali pfesné antigenni hodnotu formaldehydem nebo ultra-
fialovymi paprsky inaktivované a aktivni vakciny z polio typu Lansing
imunisaci bavinikovych krys. Ukézalo se, Ze Ziva vakcina je 125 az
5000krdt G&inndj%i neZli inaktivni tak peclivé pripraveni, Ze v ni byl
formaldehyd po urc¢ité dob& phisobeni dokonce neutralisovan, aby nenicil
ddle jeji antigenni hodnotu.

Celkem nespadd methodicky do ramce této prace, ale je velmi za-
jimavo si uv&domit, Ze lze u lidske polio vyvolat takovy stupeil imumnity,
jenz zabrini paralytické infekei i peroralnim podanim Zivého viru
a to jak u Simpanzfi (Howe, Bodian, Morganova),?) tak dokonce i u ¢lo-
véka, kde samozfejm& pouZit kmen o zvlasté€ malé virulenci (Koprowski,
Jervis, Norton).24) Konefné nutno uvazit pokrokové smernice sovétskych
autorfi viibec, ktefi, kde to jen moZno, uZivaji k docileni optimalnich
stupitt imunity Zivych bakterii, rickettsii, a hlavn& virG o sniZené viru-
lenci (Chalkina).25)

Pochopitelnéd si uvddomujeme, Ze Fada autorft (Hammon a Jinj2¢),27)
pfedklad4d k velmi vadZné Gvaze, zda je vhbec moZno, vhodno a do jaké
miry m4 smysl — pFi nesmirném roz§ifeni, polio na svété — pokusit
se v Siroké mife o likvidaci tohoto onemocnéni aktivni imunisaci. Mnoho
divodi, zejména epidemiologickych, jeZ se v téeto souvislosti uvadéji,
plati jisté i pro vepfovou obrnu. Zde ovSem je nase védéni jesté prilis
kusé, nez abychom mohli délat primé srovnani. Tolik vsSak jiZ nyni
poklddame za jisté, Ze to nebude a nesmi byt jen aktivni imunisace, jeZ
jednou pomtiZe vyhladit tuto chorobu, nesporné po svété mnohem roz-
Sifen&jsi, neZz se myslilo.

I AKTIVNI IMUNISACE S LIPIODNIMI ADJUVANCIEMI.

Jak diive naznadeno, stali jsme pFi svych pokusech o rychlou
hyperimunisaci pfed problémem pouziti Zivého ¢&i inaktivovaného
viru. NaSe volba byla snadna a jasni tim spiSe, Ze pri laboratornich
pokusech jsme mohli riskovat event. onemocndni nékterého zvirete.
Nase dfivéjéi prace (Patodka-Kubelka-Slavik-Bohaé) prokazala jasne,
Ye obsah viru v CNS je de norma maly [PDg*) —10—31)] a to plati
vice mén& jen pro michu — mozek a mozecek jsou die téZe prace jesteé
zietelnd chuddi. NaSe zjisténi potvrdil ostatné i Sven Gard a nalezy

el

*) PDse 5 davka viru vyvolavajici v 509 té&Zkou paralytickou in-
fekei. "
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vyssich titru jsou zcela vyjimeéné. Uvazime-li k tomu, Ze podle vSech
dosavadnich imunologickych zkuSenosti neni virus Tésinské choroby
pravé vynikajicim antigenem (coz jsme i pfimo pozdé&ji dokazali) a je
v CNS dospivajictho vepre zabalen ve zcela mimoFadném kvantu
lipoidii a lipoproteinti (porovnano na p¥. s hlodavéim mozkem), mu-
sili jsme voliti zivy virus. Zda se opravdu, Ze prozatim pouze tento
zpusob, pfi némZ je dovoleno viru pomnoZiti se v organismu vepie
do imunitné ucinnych, ale pritom zvifeti neskodicich kvant, jest scho-
pen vyvolavati vyssi stuped imunity. NaSe volba byla tim jedno-
znaéné€jsi, Ze jsme ze starSich praci (Klobouk a jini) znali relativni
neskodnost subkutannich a intramuskuldrnich injekei wiru. Hlavné
jsme si vS8ak radou method ovéfrili, Ze Klobouktiv virus lze sice Gas-
tetné purifikovati [Patoéka-Kubelka-Zadéek,2®) Patodka-Kubelka-
Slavikt®) ], ale nikoliv koncentrovati. Dle ndmi piiblizné uréené velikosti
viru by k efektivni koncentraci bylo zapotrebi centrifugy, jejiz od-
stfediva sila jest nejméné& 100.000nasobek gravitace a takovou naSe
pracovisté dosud nemaji. Bylo ndm ov8em jdasno, Ze ani aktivni virus
nemusl miti Zadouci G€inek v imunité bez latek, nasobicich jeho anti-
genni Ucinek a soucéasné zpomalujicich resorpei. JelikoZ pak vétSina
dosavadnich pokusti byla vykonana vakcinami, adsorbovanymi na
Al(OH),, zkusili jsme cestu jinou, a to v podstaté piéivodni metho-
diku Freudovu,*®) jejiz vysledky budou zhodnoceny celou touto praci.

Freund pouzivi ke zvySeni imunisacénich schopnosti jakéhokoliv anti-
genu t. zv, lipoidnich adjuvantii, t. j. suspense antigenu ve fys. roztoku,

k némuz se piidava lanolin nebo Falba aa a parafinovy olej v davce asi
o 3% men3i neZli antigenu. Homogenisovianim téchto latek ve zndmych
turmixovych emulgatorech lze dociliti homogenni suspense lehce kaSovité
konsistence, kterou je moZno pri temperature nad 20°C bez vétSich ne-
snazi tlustou jehlou injikovati. Podminkou uspéchu jest, aby bylo doci-
leno skuteéné emulse vody v parafinovém oleji (nikoliv obracené — emul-
se oleje ve vodé), pri CemZ lanolin nebo je$té lepe preparat Falba hraji
ulohu protekéniho stabilisatoru. Novéji se ¢&isty parafinovy olej nahra-
zuje preparidtem Bayol F a emulsifikaénim faktorem je t. zv. Arlacel,
t. J. manid monoleAt nebo sorbitolmonostearat. V phvodni Freundove
modifikaci se pridavala jeSté usmrcens téla mycobacterii, coz opé&t ze-
silovalo a prodluZovalo imunitni reakci. Jezto vSak pridani acidoresistent-
nich tycinek sensibilisuje soucCasné& az i k isoalergickym encefalitidam ¢&i
myelitidam (Jje-li hlavnim antigenem CNS), bylo toto v nadi vakciné vy-
nechano. Je jisto, Ze byla tato methoda s uUsp&chem pouZita k imunisaci
Ci hyperimunisaci zvirat proti nejrtzné€jsim antigentim bakteridlnim, to-
xinfim, Rickettsiim, proti malarickym parasitim i proti nékterym chorm
bam wrovym Zejména pry se osvédcéila lipoidni adjuvantia ve spojeni
3 Zivym virem veprfové chfipky k imunisaci proti tétoc chorobé, Je popsang
vysoce uspésna imunisace proti rabies [Freund, Lipton a Pisani**)] a do-
konce 1 proti nékterym virovym encefalitidam {[Friedenwalds1)].
Henle dokazal, Ze 1 injekce viru s lipoidnimi adjuvantiemi dava mno.
hem vy33f imunitu a stupniuje titr protildtek, neZ mnochonésobné opako-
vané injekce téhoz antigenu ve fys. roztoku, a co je jest& dfileZitdjsi,
udrzuje hladinu imunity na vysi mnohonasobné del$i dobu. Je rovnéz
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Jisto, Ze priddnim lipoidnich ldtek — a tim je také né&kterymi autory
vykladan uspéch lipoidnich adjuvantii — je zpomalovdna resorpce anti-
genu do té miry, Ze lozZisko pfsobi jako systém sukcesivnich antigen-
nich impulsfi. Zpomaleni resorpce p¥i pouziti aktivniho viru jako v na-
Sem pripadé, bylo velikou vyhodou, nebot virus se dostdva z depotniho
- loziska v tak malych kvantech, Ze patrn& vyvoliav4 rychleji imunitu,
nezli je schopen zphsobiti paralytickou infekci. Fakt, e imunita u polio,
dokumentovand neutralisa¢nimi protildtkami, se vyviji témér stejné rychle
jako klinické onemocnéni, byl ostatné prokazan piimo u lidi Hammonem
a. Robertsem.2) Vyklad Géinku Freundova zpfisobu imunisace nebyl do-
sud jasné podan. Jest jisto, Ze parafinovy olej vyvolava ve tkani celluldrni
reakei, spodivajici v nahromadéni velkého poétu mononukleir, lymfo-
cyt,, polynuklearnich leukocytft i formaci obrovskych bunék., Jest prav-
dé&podobno, Ze Ginnosti t&chto elementi se zvysuje tvorba protilatek a po-
hotovost k aktivni imunité vibec. |

Vsechny naSe pokusy, o kterych budeme mluviti v této &asti
prace, byly vykoniny s tymz laboratornim pasiZovym kmenem vird,
Jehoz vlastnosti byly popsany (Patocka-Kubelka-Slavik)*?) v Zemé&désl-
ské akademii 1951. f

Intramuskularni vstfikovani vakeciny bylo zvoleno na zakladé zku-
Senosti, ku p¥. Morganové, jeZ prokédzala, aniZz by pro to nabyla vykladuy,
ze intramuskularni injekce proti lidské obrné imunisuji opice daleko vy-
datné)l nezli subkutdnni, UvaZujice o Jungenblutova koncepci lidské po-
lio i opirajice se o pokusy Endersovy a j. autorfi, jimiZ bylo prokéazano,
Ze ve tkanovych kulturich nejen CNS, nybrz i sval pomnozuje virus obrny,
Jest nutno uvaziti i moZnost mimonervového mnozZeni viru Tésinské cho-
roby. Neni pak vylouCeno, Ze sval je jednou z tkéni, v nichZ se mimo-
nervové mnozeni viru déje zejména pri inaparentnich infekecich, a v d-
sledku toho imunisace do svalu, jakoZto citlivé tkan&, muaZe miti pod-
statny vliv na stupen imunity stejné jako primo imunisace CNS je da-~
leko nejefektivnéjsi u neurotropnich infekei vibec.

- Druhym jasnym davodem pro intramuskularni injekce jest okol-
nost, Ze antigen s mineralnim olejem se dobie a Uplné vstiebava ze
svalu, ale mnohem hfife z podkozni tkané, kde ani pFipravné nekrosy
nejsou vylouceny.

KdyZz jsme se na nékolika orientaénich pokusech presvéddéili, Ze
intramuskularni injekce vétsich kvant Zivého viru s lipoidnimi ad-
juvantiemi nema za nasledek klinické onemocnéni, prikrocili jsme
k prvinim pokusim o aktivni imunisaci’ (v nichz jsme ovSem primisili
Jako antigenu do lipoidnich adjuvancii Rackeruv purifikat, ziskany

kyselou precipitaci) v malych davkach, ale nékolikrat za sebou. =

V tomto pokusu se ukazalo, Ze vepr. imunisovany 4 injekcemi 0,6 ccm
viru bez adjuvantii v tydennich intervalech, odolal prvé intracereb-
ralni infekci asi 100 PDs, davek viru, ale jeho imunita byla kratko-
doba. Zvife imunisované tymZz poétem injekeci viru s adjuvantiemi
bylo imunni dlouhodobé.

Jind zvirata, imunisovana malymi davkami viru s adjuvantiemi,
se ukazala z 809 imunni proti masivni intracerebralni infekei.

%
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KdyZz jsme si timto ovérili, Zze i malé davky viru s adjuvantiemi
jsou ‘schopny imunisovati, pFfikrocili jsme k imunisa¢nim pokusim
o menSim podtu injekei, ale vétSimi davkami. Kontrolou, kromeé ne-
imunisovanych zvifat, ndm byla jeSté jina zvirata, imunisovana ad-
sorbatovou vakeinou, jejiz iinnost méla exspirovati asi do 3 tydni.

Experiment byl proveden zhruba takto:

Selata byla imunisovina kyselym purifikdtem s adjuvantiemi, a to
5 ccm subkutanné a 5 c¢m intramuskularné, Dalsi 4 selata dostala 109
misni suspensi s adjuvanciemi ve stejné davce a stejnymi cestami. Ko-
neéné posledni 4 dostala bézné uZivanou adsorbatovou vakcinu., Neéktera
z uvedenych zvirat, imunisovanych Zivym virem s adjuvanciemi, dostala
kromé toho jeSt& suspensi intravenosné. BohuZel byl pokus cCastecné po-
kazen tim,- Ze u nékterych zvirfat v misté inokulace wvznikla stafylo-
kokova infekce, takZe musila byti vyfazena. Zbyvajici zvirata byla na-
kazena priblizné po 3 nedélich intracerebralné virulentni michou, zredé-

nou 10--2, Soucasné inokulovana intracerebralné touze suspen51 2 stejné
téZka kontrolni selata.

Vyvsledek: Kontrolni zvirata onemocnéla téZce po inkubacni
dobé 6—13denni. Zbyla 3 selata, imunisovana adsorbatovou vakci-
nou, onemocnéla vSe¢nna postupné po inkubaci 9-, 11- a 12denni.
Celkem 5 zbylych selat, imunisovanych bud suspensi misni.s adjt-
vanciemi nebo purifikatem s adjuvanciemi, zistalo po cely meésic bez
symptomit. Po mésici byla jeste 1lkrat challengeovana virulentni
suspensi 10— a zustala opét bez symptomi. Tento pokus tedy uka-
zuje — i kdyZ z ného byla néktera zvifata vyrazena predcasné inter-
kurrentni infekei — Ze lze dosici zietelného stupné imunity i jednou
injekeil zivého viru nativniho neb purifikovaného s lipoidnimi adju-
-vanmeml [Patocka-Kubelka-Zagdek?s) ]. (Mikrobiolog. sjezd 1949.)

Tento a jesté jiné orientacéni pcockusy a zejména ta okolnost, Ze
zadné z naSich imunisovanych nebo hyperimunisovanych zyirat me-
thodou s lipoidnimi adjuvanciemi v laboratori neonemocnélo, nas pri-
mély k tomu, Ze jsme provedli r. 1950 na popud ministerstva zemé-
délstvi prvy pokus v terénu, a to ve vykrmné blizko Prahy, v niz
ve 3 serilch koteu bylo v dobé pocatku pokusu priblizné kolem 300°
kusi krmnych vepru. V jedné mistnosti se nachazelo celkem 112
vepriu, rozdélenych na stejné -poloviny, pri cemZ jedna strana meéla
veple umisténé ve 4 kotcich, druha strana ve 3 kotcich. Obé serie
~ kotell byly oddéleny pouze 1 m Sirokou ulickou. Zvifata nebyla pode-
stylana, chlév byl pouze proplachovan vodou, ktera samozrejmeé stii-
kala s jedné strany na druhou i se splachovanymi fekaliemi.

Zivirata v poctu 58 na jedné strané byla imunisovana intramusku-
l1arné 2krat aktivnim virem s adjuvanciemi v mési¢nim intervalu. Kazda
injekce spocivala v 5 cem vakeiny, v niZz bylo 2 ecem 109% suspense viru -+
1,50 ccm parafinového oleje -+ 2 cem lanolinu. Zvirata z druhé poloviny, téZe
mistnosti v po¢tu 54 nebyla imunisovéana, stejné jako 190 vepii ve 3 I‘IHSt-
nostech, oddélené od predchazejici pouze paifdkovou komorou. Po 1. in-
Jjekci dostalo 6 imunisovanych kustt mezi 10 a 14 dny po injekci priznaky
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Landryho ascendentni paralysy. Z nich 4 byla nami poné&kud ukvapene
zabita za uacfelem histologického rozboru, 2 posledni, kterd méla stejné
téZké priznaky, byla pozorovéana déle, pri ¢emZ shledano, Ze b&hem dal-
Sich 2 dnfi se postavila na nohy a v kratké dobé se 0plné€ uzdravila.
Histologicky ndlez u 2 zabitych vepra,svédcil pro obrnu. 10% suspense
michy jednoho z nich byla intracerebralné inokulovdna 2 dalSim 2zvi-
fatim. K naSemu velkému prekvapeni vSak tato zvirfata neonemocnéla
a dodate¢nou challengei se uké&zalo, Ze ani nebyla imunni. Zda se tedy, Ze
virus vpraveny do organismu. vepie s adjuvanciemi i v tak velké davece,
jak n&mi pouzito, jest schopen sice vyjimeCné& vyvolati paralytické one-
mocnéni u zvifete (zejména, je-li oCkovano do blizkosti nervu ischiadicu),
ale onemocnéni je prakticky dale nepfenosné a stejné€ pravdépodobné ne-
vede k eliminaci viru.

Tabulk® I.

1. terenni pokus,
2-rézové umunisace aktivnim virem s adjevantiemi.

Laboratorni zhodnocend.

—_

Citatel zna¢i podet onemocnéviich, jmenovatel podet otkovanych, resp. podrobe-
nych zatézkavaci infekei.

1. 2. Zatézkavaci
imunisace!) | imunisacel) | infekce?)
Vakecinovani v terenu T 6/58 | (/54 0/4
- Vakeinovani v laboratori 0/6 0o/6 | 0/6
Nevakcinovani v terenu | |
(kontroly ev. kontaktn{ infekce) 0/244 | 0/244 4/4
Kontroly virulence / I . 11/11

*} Ze 6 onemocnélych na obrnu v dusledku vakeinace 2 béhem 2 dni se uzdra-
vila, 4 zvirata byla predéasné zabita.

]

O této druhé skutecnosti svédéi zejména také to, Ze béhem 3 mésicu
pozorovani celého chovu, ani v protilehlych kotcich, ani v druhé mistnosti
nevznikl jediny pripad obrny mezi vice nez 200 vepri, ktefi byli vesmes
chovani za velmi nedokonalych hygienickych podminek, Druhou injekci
snesla vSechna oCkovand zvirata bkez nejmensich priznakfi choroby.

Mésic po druhé injekci odvezena 4 zvifata imunisovani a 4 zvifata
ze sousedniho kotce bez imunisace a infikovana intracerebralné témér
100 PD;¢ laboratorniho viru. Kontrolni zvirata podlehla v dobé mezi 9
a 15 dny. VSechna imunisovana zvirata, zatézkana velikymi davkami
primo do mozku, prezila, coz jasné svédc¢i o jejich vysokém stupni imunity.

Soucfasné naolkovano do mozku celkem 11 jinych, neimunisovanych
vepii z moravského chovu a 6 zvirat dalSich, imunisovanych v labora-
tofi stejnou methodou paralelné s terénnim pokusem.

Druhy terénni pokus byl vykonan na jare 1951 za komisionalni
ucasti zastupcli ministerstva zemédélstvi a GFednich veterinarti z kraje,
okresu i mista ve velkeé vesnici na Moraveé, pri cemZz proimunisovan prak-
ticky vSechen veprovy brav s vyjimkou nekohka. nedivno narozenych selat
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a. pak ojedinélych prasnic, jeZ byly zcela kratkou dobu pfed slehnutim.
Odkovano bylo opét Zivou wvakcinou s lipoidnimi adjuvanciemi dle dfive
popsané methody, a to v davkach, které kolisaly podle vahy a stari kusit,
veelku v3ak byly podstatn& niZ3i, neZli u prvého pokusu. Experiment byl
o piesneé registrovan a sledovam. -

Laboratorni kontroly pokusu byly provedeny dvéﬂma, seriemi zkousek,

a to intracerebralni challengei za pouzZiti 15—20 PD;, vysoce aktivniho

viru. Prvni challenge byla prwedena témeér 2 meésice .po 1. injekci vak-
ciny, druha pfriblizné 2 mésice po 2. injekci vakciny.

K prvni challengei byli pouziti 4 imunisovani vepri, namatkou v te-
rénu vybrani z proimunisovanych zvifat v obci, kde pokus konan. Ke kon-
trole vzati 3 neimunisovani vepii v prvém a 4 ve druhém pripads.

VeSkerd kontrolni zvifata v obou pripadech uhynula za typickych
pFiznakld obrny po inkubacni dobé 7—11denni. Ze 4 zvirat, 1munisova4nj'fch
jednou injekci, 2 vlbec neonemocnéla behem 40denni pozorovaci doby.
Jedno 15. den onemocnélo t&Zce, tak¥e bylo v paralysach zabito a Ctvrté
onemocnélo 11. den po ockovani za priznak(l ataxie a slabych pares, které
v8ak rychle pominuly, takZe do tydne bylo zvife Gplné zdravé,

Ze zvirat, imunisovanych 2 injekcemi, dvé zfistala zcela bez pri-
znakl, dvé onemocnéla, obrnou tak té&Zce, Ze musila byti utracena a pc-
sledni 2 onemocnéla po inkubadéni dobé lldenni za priznakt lehké obrny.
Infekce vS8ak byla opét pfechodného rédzu a zvirata ji pfeZila.

Je tedy wveelku vysledek terénni imunisace, hodnocen pokusnou
intracerebralni infekci, mnohem méné priznivy neZ u imunisace, pro-
vadéné v laboratofi; dluzno uvaziti mimo jiné, ze éast zvirat, doda-
nych k challegeim, meéla malo pres 20 kg, takZe musila byti v terénu
imunisovana jesté v dobé, kdy byla velmi mladymi selaty. Tim se
patrné stalo, Ze jejich pohotovost k imunité byla sama o sobé nizka
a kromé .toho u nich pouzité kvantum ockovaci latky bylo z véko-
vych divodu nepatrné. Je také pochopitelno, Ze laboratorni zatiZeni
intracerebralni inokulaci co do vaZnosti mnohonasobné pied¢i i nej-
seriosnéjsi infekei, vzniklou prirozenou cestou v terénu.

Pokud se vysledku v terénu samotném tyce, jest prozatim pred-
casné jej vcelku interpretovati, tim spisSe, Ze ve vakcinaci v téze obci
se systematicky i nadale pokracuje. VSechna nové koupena zvirata
a odstavovana selata se oCkuji, staré chovné kusy se revakeinuji.

Zminény terénni zakrok podchytil vice nez 600 kusti dobytdat
najednou. Z toho po prve injekci priblizné 3%, zvirat onemocnélo za
priznaktl obrny, ale nékolik z nich se opét uzdravilo. Druha injekce
nevyvolala Zddnych symptoml onemocnéni. V soucasné dobé dosahl
po¢et oékovanych zvirat v misté pres 2000 kustl a jak nedavno znovu
ovéfeno v této obei, kde byl vykonan prvni masovy zakrok a nadale
se proockovava, obrna prakticky neexistuje, a¢ okolni vesnice jsou
stile vysoce nemoci promoreny.

Treti terénni pokus byl vvykonan v zari 1951 na Slovensku. Zprava
tamniho Gfedniho veterinafe udava, Ze prvou injekei naoc¢kovano 158 kusti
vepfového bravu, druhou celkem 194, Dosgtala tedy cast zvirfat pouze

1 injekci viru. Bezprostfedné po ocfkovani onemocnélo 6 kust, z toho
4 Kusy po prvém a 2 Kusy po druhém®ockovani. Vysledek nebyl zhodno-
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cen presné laboratorné (kromeé 1 veprfe v terénu naockovaného, jenz Hpi‘e-
%il intracerebralni challengei, provedenou v Mikrobiologickém ftstavu Vy-
soké 8koly veterindfské v Kosicich), pouze sledovanim dalsiho osudu
otkovanych zvifat. A¢ udajné v okolnich obcich Fadila prudka obrna, ne-
onemocnélo z vakcinovanych 2 injekcemi po 1% roce Zadné a z téch, jez
dostala pouze 1 injekei, po 4 mésicich dvé. Z toho usuzuje veterinar, kon-
- trolujici pokusy, Ze 1 injekce dava imunitu trvajici déle nez 4 meésice,
2 davky mnohem delsi. '

Vzhledem k tomu, Ze jsme zasadné nemohli popriti moznost eli-
minace viru u ockovanych zvirat, ucinili jsme jen nékolik namatko-
vych, ale zato velmi dukladné zaloZenych pokustu na prikaz, zda ocko-
vané zvifata virus stolici skutecné vylucuji. Pouzito k tomu metho-
diky, jez popsana v praci Patocéka-Kubelka-Slavik.1?) U Zadného
z ockovanych zvirat jsme dosud ve stolicich, odebranych rtuznou dobu
po vakecinaci, virus nezjistili. |

Presto, Ze naSe laboratorni pokusy a do jisté miry nesporneé i na-
Se.dosavadni terénni zkusSenosti nas jisté opravnuji k tomu, abychom
povaZovali nasi ofkovaci methodu za relativné uspé€snou, jsme co do
otazky moznosti vyhladiti zcela obrnu aktivni imunisaci, dosti skep-
tickymi. NaSe skepse prameni také z toho, Ze si pfi srovnani jasné
uvédomujeme, jak tézce proveditelnym zakrokem-by na pr. byla ma-
sové provadéna aktivni imunisace proti lidské obrné, a to z duavodu,
jejichZz rozbor se vymyka z ramce této prace.

- Aktivni imunisace nesporné dokaze vyzvednout imunitu na stu-
pefi, ktery je schopen po urcitou dobu-zabraniti nervové obrne. Jak
dlouho v3ak trva tento vysoky stupen imunity, neni znamo, Proti-
latky proti Lansingu lze prokazati u oékovanych opic jeSté za rok
(Morganova). Je-li vSak néco, co prece jenom mluvi pro vydatné po-
uziti aktivni imunisace, je to kratkodobost Zivota jateéného vepre.
Snad dobra oékovaci methoda pomuze zabraniti ztratam jatecénych
zvifat a pri revakecinacich i chovnych kust. Dle naseho soudu jest
vSak bezpodmineéné nutno nadale prohloubené studovati i cesty in-
fekce, epidemiologii a priéiny vzniku paralytickych forem obrny
veprli. Teprve ucelené zvladnuti vsech téchto problemu obrny a z toho
odvozené komplexni zasahy mohou miti dokonaly uspéch. |

II. STUDIUM ANTIGENNICH TYPU.

Lidska polio ma dnes 3 presné stanovené a antigenné distinktni
typy: I (Brunhilda), II (Lansing), III (Leon). ILze téZko Fici, zda je
toto rozdéleni koneénym — prozatim se zd4, Ze ano, Radou praci jasné
- prokdzano, Ze imunita docilen4d vakcinaci i po piirozeném lidském one-
mocnéni, jest absolutné homotypni. Presvédcéive nalezy Bodianovy33) a
Paulovy34) ukazuji, Ze druhé paralytické ataky lidské polio — ostatné
vzacné — jsou vyvolany jinym typem neZli prvé onemocnéni. Jak dlouho
trvda hluboka homotypni imunita lidska, neni moZno zatim s urcitosti Fici.
Zda se, soudé die pritomnosti protilatek, jeZ ji doprovazeji a prokazuji —
ze trva vice nezli 20 let a snad i cely zivot., VSichni svétovi autori se sho-
duji v tom, Ze jakykoliv seriosni zakrok aktivmé imunisac¢ni u c¢lovéka,
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mAa nadéji na Gspéch teprve nejnovéji, nebot Gc¢inng vakcina musi obsaho-
vati v8echny znamé antigeny polio viru. |

Pokladame proto za zasadni nedostatek dosavadniho studia
obrny vepru, ze se nikdo vaznéji nepokusil si overiti rozséhlejéim
experimentem, zda Té&Sinska choroba i u nas prichazi v jednom c1
vice antigennich typech nebo alespon variantdch. Jakkoliv dumyslna
methoda aktivné imunisa¢ni postrada smyslu, pokud toto neni roz-
hodnuto. Uznavame, Ze dosavadni imunisaéni praxe se zda svédciti
pro jediny typ. Podle naSeho soudu vSak tyto empirické zkuSenosti
naprosto nestaéi a je nutno je ovériti skuteéné védecky.

Z4sadné se ke stanoveni antigennich rozdiltt v rimei téhoz viru
nabizeji 3 mozZnosti. Prvou jest rozhodnuti seroreakcni in vitro —
na pf. deviaci komplementu. Tato mozZnost u veprové obrny dosud
zcela chybi a zfejmé nebude dana diive, dokud nebudeme miti k dis-
posici kmen viru o tak vysokém infekénim titru (alespon 10—3), aby
se z ného mohl vyrabéti hodnotny antigen [podobné jako u polio —
Viz Casa,ls—Olltsky,35) Lahelle®®) ], Alei tak budou tyto reakce brzde-—
ny zvlastnimi vlastnostmi veprového sera.

Druhou moznosti jest kvantitativné hodnocena seroneutralisace
znamyms hypenmunnlm serem o urceném neutralisaénim titru. Ta-
kové serum Jsme jiz produkovali a ackoliv — jak z dalsi casti nasi
prace patrno, ma ku podivu relativné nizky titr, jest moZno ho po-
uziti k antigennimu hodnoceni virt, porfiznu isolovanych. I kdyz jest
pracovni methodika draha, musi byti jednou tento prizkum zasadné
zapotat — jinak jest vesSkeré sebeobsahlejsi terénni ocCkovani stav-
bou na pisku. Pro zacatek jest naSe serum s popsanim pracovni me-
thodiky k disposici. | |

Tieti mozZnosti jest infekece zvifat hyperimunisovanych proti jed-
nomu kmeni viru jinymi kmeny, jez se isoluji z terénu. Tato methoda
jest nejdrazsi a nejzdlouhavejsi. Lze ji v8ak provést i tam, kde neni
k disposici standardni serum k neutralisaci, Této cesty jsme pouzili
i my ve svych prvnich pokusech. Timto zplsobem jsme porovnali
4 terénni viry s naSim kmenem laboratornim — tykaii se tedy nase -
prozatimni zaveéry celkem J, na riuznych mistech isolovanych, kmenu
obrnového viru.

Zvirata hyperimunisovanid nasSim laboratornim kmenem podle me-
thody, jak byla shora udana, byla zatézkana infekci nejdrwe asi 100 PDs;
téhoz viru intracerebraln€, aby byla bezpecné ovérena jejich imunita.
KdyZz pfiznaky infekce homologmm kmenem se po 32 dni klinicky nepro-
jevily, byla zvirata pouzita toutéZ cestou k zatéZkavaci infekeci (ale do
druhé hemisféry) kmenem heterolognim. Jeden takovy kmen pochézel
z fudroyantni epidemie ve vykrmné veprii v blizkosti Prahy, druhy kmen
viru byl nam dodan lask. dr. HruSkou z Ivanovic. Dalsi dva byly jednak
jate¢ny virus, dodany nam lask. dr. Nlina.nskym z Bratislavy, jednak
~ JateCny kmen z jiZnich Cech. Davka viru, kterou jsme podrobili zatéZka-
vacl infekcei, byla nezvykle velika, a to proto Ze vepii b&hem imunisad-

\
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niho procesu znacné vyrostou. Bylo pouZito 2-—2,5 cem 109 suspense.
misni, t. j. asi 250 PDjso heterologniho viru intracerebralnég, predpokladaje,
Ze mA priblizné stejny infekéni titr, jako na3 laboratorni kmen. Zvirata
kontrolni v poc¢tu 2 na 1 pokus, dostala pouze 0,5 ccm téZe heterologni
misni suspense, tedy davku 4- aZ 5krat mens3i, protoZe byla vZdy men-
Sich rozmért. Pri vS8ech pokusech kontrolni zvifata uhynula b&hem 9—14
dnil, gvii‘afca. hypenmumni jsou dodnes plné zdrava a bez jakychkoliv pii~
znak

- I kdyz tento pokus na hyperimunnim zvireti Jen sté%i miZe vy-
stihnouti jemné antigenni rozdily viru, opraviuje nas k tvrzeni, ze
nami dosud zkouSené viry, a to 2 z Cech, 1 z Moravy a 1 ze Slo-
venska jsou pro imunologickou praxi priblizné stejné antigenni struk-
~tury jako nas pasazovy laboratorni kmen viru.

Tabulks 11.

Zjistovani antigennich rozdila vird o. v. infekei vepit hyperimunisovanych
laboratornim kmenem viry o. v. rtizného piavodu.
Clta,tel znaci pocet Gnemocnavélch jmenovatel pooet inokulovanych i. c.

Pavod Vepfti hyperim. * Kontroly |
challenge-viru laboratornim kmenem

Kmen ,,Letov* 0/2 2/2
Kmen ,,Ivanovice‘;" 0/2 . - 2/2
Kmen ,,Bratislava® | 0/2 . 2/2

§ b, e . W
Kmen - ey

,,C. Budéjovice* ' 0/2 , 2/2

III. SERONEUTRALISACE.

K prvému uspéSnému experimentu bylo pouzito hyperimunniho
sera, ziskaného kardialni punkei zvifete, imunisovaného Zivym virem
s adjuvanciemi, jehoz imunita byla vyzkousSena ihtracerebralni za-
tézkavaci infekei mnoha smrtelnych davek viru.

Serum tohoto zvirete jsme uZili jednak koncentrovaného, jednak zre.
déného 1:5, 1:10, 1:20, 1:100. 0,5 ccm 109% suspense viru (jeth_ in-

fekéni titr v té dobé nami nebyl presné urcen) bylo smichano aa se
serem a po 2 hod. vazbé& pri pokojové teploté smési sera a viru strikany
o zviratim intracerebralné. 6. zvire bylo kontrolou, jeZz meélo tutéz davku
viru s normalnim veprovym serem. Sele kontrolni i selata s vySSimi Fedé-
nimi sera postupné onemocnéla po 9—18—24 dnech. Sele se serem kon-
centrovanym ztstalo dale zdravo. Tim byla pro nas zasadné prokézana
pritomnost seroneutralisacénich protilatek byt i jenom u sera koncentro-
vaného. Podobné ostatné si pocinal i Lepme pFi své zkouéce o antigenni
identité madag&skarskeho a naseho viru obrny.

Ukazalo se vS8ak i v dalSich pokusech, Ze vyroba homologniho -
sera o vysSsim seroneutralisaéni titru u veprové obrny je nesnadnym
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problémem. Zéasti je jisté vinna slaba antigenicita a malé kvantum
obrnového viru v miSnich suspensich. Porovname-li vsak vysledky
u vepfové obrny s podobnymi resultaty u lidské polio, nemuZeme se
ubraniti dojmu, Ze tato relativni neschopnost tvoriti protilatky proti
obrné je do jisté miry druhovou vlastnosti veprovéeho bravu.

V dal¥m posupu své préce jsme zdsadné hyperimunisovali zvifata
fadou intramuskularnich injekei s adjuvanciemi, p¥i ¢emZ néktera z nich
byla 1krat, n&ktera 2krat zkouSena intracerebralni injekei na stupen
ziskané imunity. Jako piiklad naSich seroneutralisaénich pokust muZe
slouZiti zvire &. 121, které dostalo celkem 8 intramuskularnich injekeci.
Intramuskularni injekce byly oddéleny 2—3nedélnimi intervaly. Sero-
neutralisa¢ni test byl provadén jako v piedchozim ]fokuse? pouze doba
kontaktu byla o néco kratdi. Kontrolou bylo jednak normalni veprové
serum, ‘jednak byla zaFazena kontrola Gé&innosti viru. Kazdé zfedéni sera
smichano s konstantni davkou viru, tentokrite presné stanovenou a od- .

Tabulka IIL. '
Test seroneutralisace.
Vysledek 3 seroneutralisaénich pokusi s 3 riznymi sery.
V &itateli podet onemocnévsich, v jmenovateli potet inokulovanych 1. c.

- v : 2
Redéni ser s  virem 10 ____[ Redéni
. | . 5 viru
conc | 1:4 1:8 1:16 _1:32 1:64 | 1:256 10-2
| |' ;
Hyperium se- | I ’ |
rum protio.v. | 0/2 | 0/4 | 0/4 | 3/6 | 2/4 | 3/4 | 2/2 |
{ Normaélni L | | | |
veprové serum 1/2 4/4 — r — — — 1 -
kontrola viru | | .- . . 7/8

povidajlei 15 PDso. Vysledek je patrny z prehledné tabulky ¢. 1II. Toto je
dosud nejacinn&jsi serum, ale v imunisaci jinych zvirat daleko vétsim
pottem davek se pokracuje, takZe neni vylouleno, Ze bude vyrobeno se-
rum hodnotné&jsi. Je tedy zfedéni sera 4 : 32 mnejpravdépodobnéji konec-
nym titrem, ktery v neutralisované smési s 15 PDj viru zachranuje 30%
zvirat inokulovanych intracerebralné.

Jiné zvife bylo imunisovano méng [ispéSné, takZe titr neutralisujici
15 PDjy je nékde mezi zfedénim 1 :4 a 1 :16. Tohoto sera, dale sera nor-
malniho vepre a konefné sera veprle imunisovaného jednak intramusku-
larné (s adjuvanciemi), jednak intracerebralné zivym kmenem polio typu
{.ansing, bylo pouZito ke zjisténi, zda snad mezi hlodavéim kmenem lidskeé
polio a Té&3inskou chorobou neni antigenni pribuznost. Titrace se v tomto
pripadé délala dvojim zpfsobem: 1. Uvedena sera smisena s virem veprove
obrny a titrovana na vepfich. Vysledek je patrny z tabulky C. IV.

Je z ni vidéti, ze homologni serum neutralisuje virus obrny do titru

W W

vySsiho nez 1 : 4, naproti tomu serum proti polio typu Lansing nema
vitbec Zadnych neutralisacnich schopnosti proti viru veprove obrny.
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2. pokus o priukaz event. antigenni pribuznosti proveden
s polio Lansing na myskach a je patrny z tabulky &. V. Zde se zda,
e hyperimunni serum proti obrné vepit redukuje polet paralytic-
"kych mySek na polovinu aZ do zfedéni 1 : 4. Lze tu vSak ztéZi po-
vaZzovat za spec. reakci, nebot i serum vepre, imunisovaného proti
polio L, zabranuje paralysim pouze koncentrované. Je-li tedy viibec
mezi polio typu Lansing a veprovou obrnou néjaka antigenni pri-
buznost, musi byt pouze velmi lehkého razu a lze ji téZko povaZo-
vat za specifickou. | ‘

| Tabulka 1V. )
Zjistovani antigenn{ pfibuznosti mezi vitem Polio—Lansing a virem o. v.

—

Titrace na vepfich smési ser,a viru o. v.

;

Redéni ser

1 | Redéni viru

| conc | 1:4 J 1:16 | 1:64 | 1:256 10-2
— - |
Anti—Lansing serum | . | .
z vepfe | 2/2 2/2 2/2 2/2 | 2/2
Hyperim serum : ' |
proti 0. v. z vepre | 0/2 0/2 | 1/2 2/12 | 2/2
o |
Normaélni serum z vepre 1/2 2/2 — — —
kontrola viru 1 | 3/3

\
) IV. GAMA-GLOBULIN.

Jest obecné znamo, zZe mnozi odbornici .poé¢inaji viabec od kon-
cepce aktivni imunisace proti polio ustupovati, ale doporucuji znovu
profylaktickou pasivni imunisaci lidskym gama-globulinem. --

- Hammon ji% dfive upozorfioval na nesnize, spojené se systematic-
kym ockovanim déti proti obrné€ a jako jeden z prvnich propagoval ma-
sové uziti lidského gama-globi¥nu profylakticky v priib&hu_epidemie.
Bodians?)38) a jini prokédzali pokusné na opicich, Ze protilatky z lidského
gama-globulinu opravdu sta¢i k zabrané paralytické infekce, navozene
ze stfevniho traktu. JeSt& dalezité€jSim jest pokusné zjisténi téhoZ autora
(rovnéZ potvrzujici Hammontv*®) ndzor v tomto bodu zvlasté dhlezity),
Ze prevence gama-globulinem neprekaZi dodatecné aktivni imunisaci bud
umélé, nebo prirozené terénni (inaparentnim onemocnénim). Aktivné imu-
nisadni proces jest pouze zdrzen a pozdé&ji vrcholi. Konec¢né zjisténo i u déti,
ze vstiiknuti pomérné malych divek gama-globulinu zvySuje pasivné hla. -
dinu jejich protilitek po dobu nejméné 2 tydnh na hranici, jeZz jest prav-
dépodobné schopna zabraniti paralysadm z infekce lehcCiho.razu.

,

~ Jest pochopitelno, Ze jsme i my uvazovali o moznosti prevence
takto koncentrovanou protilatkou. Jednim z bezprostfednich popudi
nam byla na pf. zkuSenost, spojena s pozorovanim v nékolika vétsich

o
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vykrmnach vepri, kde vybuchla epidemie s takovou silou, Ze béhem -
velmi kratké doby zlikvidovala praktlcky vSechna zvirata. V tako-
vych pripadech je vé&t3inou pozdé na profylaktické océkovani, Jest
~vsak patrné mozno jesté ochraniti zvifata pasivné vehkym kvantem
spec. protilatek. - .«

F.

» Tabulka V.

Z]létovém antigenni pribuznosti mezi virem Polm—-—-——L&nsmg a virem o, v,
- Titrace na myskach smesi ser a viru Polio—Lansing.

eyl Sl e I

Redéni ser | . Re-
| ' | - — | .déni
GOHGJ I:4 1:16 | 1:32| 1:64 l 1:128 ] 1:256 | 1:512 | VH'I:
4 | .' | 10-
‘Hyperim 1 |
serum | , ‘ ,
protio.v. | 2/4 | 2/4 | 4/4 | 3/4 | 4/4 | 2/4 | 4/4 | 3/4 |
, .' - I
Anti— b -1 |
Lansing S |
serum ' ' | | _ |
z vepre 0/4 374 2/4 l 4/4. | 4/4 4/4 4/4 | 3/%
kontr. viru | . | | 4/4 |

il
1

‘Tabulka VI.
Neutralisace viru o. v.’hyperimunnim gamma-globulinem
ve 4-nasobné koncentraci nez odpovida jeho obsahu v seru pfi stejnych objemech.

‘Redéni gamma-globulinu

Redéni viru
1:64 | 1:128 | 10-%
l

1:16 | 1:32

i ol

gamma-globulin
podle Hotejsiho

£1/1 | 02| 02 | 1/2

gamma-globulin ziskany ,
precipitaci (NH,)s (8Oy)ye 1/2 | 1/2 | 2/2 | 172 |

| R\
b

| kontr. viru 4 * l |

*) Intercurrentni onemocnéni broncho-pneumonii.

~Gama-globulin byl z imunniho sera pripraven dvojim 2zpGsobem:

Jednak originalni rivanolovou methodou podle Ho#ejsiho,4¢) jednak z té-
hoZ sera byl ziskdn precipitaci amoniumsulfatem. Vychozim serem bylo
Jedno z téch, jejichZ ticinek jest zhodnocen v tabulce III. |

- Oba gama-globuliny byly ovéfeny elektroforeticky a zgléténo ze jde
v obou pripadech o velmi Cisty gama-globulin. Preparaty byly dosti dobre
rozpustné. JelikoZ po rozpusténi byly ziskany v roztoku asi 4krat kon-
centr&va,néjﬁm proti vychommu seru, byla jejich titrace provedena‘ pmmou
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neutralisaci viru, jako u vychoziho sera. Vysledek je patrny z tabulky VL
Jak je vidét, gama-globulin vyrobeny rivanolovou methodou ma z diivodi,
Jjez nam nejsou zcela jasné, lep8i imunitni schopnosti a jeho titr skuteé&né
odpovida zhruba jeho koncentraci proti vychozimu seru. .

Oba preparaty byly v dalsich pokusech vyzkouSeny na protekéni
ucéinnost, coz bude predmétem pozdéjsiho sdéleni. I kdyby se pro-
tekece exploswnl epidemie gama-globulinem zretelné neosvédcéila, zbyva
dle naSeho nazoru jedna dileZitdA moZnost pouZiti koncentrované
protilatky. Jak uvedeno, nebrani gama-globulin vzniku aktivni imu-
nity, ale urcité by dovedl zabraniti pripadnym postvakcina¢nim para-
lytickym komplikacim, Bylo by jej nutno vstrikovati ihned po vpichu
vakciny, ale na oddélené misto téla (za zvlasté vyhodnou se u vepro-
veho bravu povaZuje subkutanni.inokulace do Sijové krajiny). Neni
mozno primo misiti virus s protilatkou, nebof neutralisovanid smés
vubec neimunisuje. Pochopitelné by se omezilo vstfikovani gama-
globulinu a vakeiny vzdy jen na prvou injekci antigenu, nebof pri
druhé jsme nepozorovali prakticky nikdy komplikaci. .

V. PRENOS IMUNITY NA MLADATA.

Rada praci se obird problematikou pasivniho prenosu imunity
proti neurotropnim infekcim z matek na mlad’ata. ZkouSeno to bylo
s kladnym Vysledkem zejména pro Theileriv virus [Herdis von
Magnus*!) ], méné uréité pro poho Lansing a dtikladné pro viry sku-
piny Coxsackie, kde pasivni prenos imunity byl vypracovan dokonce
na jeden z testu, jimz Ize urciti antigenni skladbu virového kmene.

Pokusy tohoto razu u obrny Vepi"ﬁ jsou velmi nakladné a zdlou-
haveé, mohou vsak miti praktlcky vyznam, nebot kladny nalez by po-
tvrdil celkem bézné tradovany nazor, Ze ssajici podsvindata jsou re-
sistentni proti infekci. Samozrejmé v tomtéz pripadé by bylo velmi
zadouci Imunisovati brezi prasnice alespon v ranném stadiu gravidity.

Provedli jsme celkem 3 serie pokusi, ale nepovazujeme problém
za vyjasnény.

1. Hyperiinunisovana’, prasnice, 3krat intracerebralné podrobend za-
tézkavaci infekcei a ovérené resistentni proti 200—300 PD; ﬁbrnoveh04
viru intracerebrilng. Proddna do terénu a jeji prvni mladdta (vrhla asi
9 mésicti po pbsledni zatézkavaci infekci) vykoupena 10. den po zrozeni
a intracerebralné infikovana asi 10 PD,, wiru. ®SouCasné infikovana pfi-
blizné stejné stara selatka od neimunni prasnice. Oboje mladata zasla
na typlckou obrnu po kratké inkubacCni dobé.

- 2. Prasnice hyperimunisovand pred bieznosti a prakt1cky po celou
dobu gravidity. Vrhla velmi degenerovania mladata, jeZz spontanné zasla
aZ na dveé. Tato dvé selata infikovana intracerebrialné 3. den po vrhu asi
10 PD,, wviru. Jedno zaslo kratce mato 1nte1*ku|re1ntn1 infekei, druhée asi
7. den za priznakl ataxie a pares.

3. Podobné jako v druhém pripadé oCkovana brezi prasnice 1 v gravi-
dits. Porod byl zrejmé trochu predfasny, vétSina podsvincat brzy zasla
a naotkovana byla opét pouze dvé. Jedno z nich zasSlo 5. den za nejas-

"'-l-:-""f
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nych pi‘iznakﬁ druhé o 3 dny pozdéji onemocnélo ataxii a. paresami. Zaﬁlo

v noci, dfive neZli mohlo byti vykrvéceno, a proto byla histologie CNS
nemozna.

Dle v8eclr tfi vysledkl, z nichz prvy lze hodnotiti jen opatrné
_pro dlouhy casovy interval od imunisace, druhy a treti pro maly
pocéet zvirat, povazZujeme za pravdepodobne zZe pasivnl prenos imu-
nity na mlad'ata u obrny vepri jest asi nedokonaly a chaby.

MISTNT PRI:]'KAZ IMUNITY D'LE SVEN GARDA

 Stejné marna byla dosud nasSe snaha prokazati sesﬂm protllatky

v CNS imunnich zvifat. Jak znamo, Sved Gard predpokladal, ze v CNS
zvifat, prodélav8ich paralytickou zvifeci ¢i lidskou polio, se nachazi
fa,ktor ktery je schopen virus neutralisovati in vivo. Tento faktor,
jehoZz sidliStém jsou asi kdysi infikované bundéy CNS, ma bytl jednim
z hlavnich zdrdji imunity proti paralytickému onemocnéni a podle
vSeho neni identicky s imunnim globulinem a mneda se z CNS extra-
hovati. Sved Gard soudil, Ze sesilni imunni faktor je snad totoznym
-8 t. zv. neuplnym virem, jenz — sam bez pathogennich schopnostl —
blokuje bunku pro-totéz agens virulentni. -

Jako zdroj imunni michy v prvnim pokuse pouzito zvire, které bylo
gastednd imunni a po masivni zatéZkavaci infekei lehce onemocnélo. Po
8 dnech se uzdravilo a za dobu dalSich 4 nedél utraceno a jeho micha po-
uita k pokusu. V I, serii byla naockovéana 2 zvifata intracerebralni smeési

aa imunni a virulentni michy. Obé zaSla za 8 dni. V II. serii naoCkovano
1 zvife opét smési obou mich, p¥i emZ v8ak micha imunni byla v dvo;-
nisobné kvantatitivni prevaze. I toto zvife za 8 dni onemocnélo a 9. den
bylo zabito. Kontrolou byly jednak suspense imunni michy, naocCkovane
intracerebralng, které nevyvolaly Zadnych pfiznakll a 'smeés vlrulentm
michy s michou normélniho zvirete, jeZ vyvolala typické onemocnéni.

Novéjsi pokus byl proveden velmi pFiblizné za podminek, jaki udava
Sven Gard. Jedno zvife imunisované v terénu prodélalo po zatézZkavaci
infekeci paralytickou obrnu, ktera postihla nejdfive zadni koncetiny a po
zdanlivé remisi jeSt& predni. Pres toto markantni klinické onemocnéni se
rvife uzdravilo a za 3 nedéle od pocatku paralys, kdy jiZ bylo zdravo
a mohilni, bylo zabito. Z jeho michy zhotovena suspense v xtiznych rede--
nich, ktera michana s obvyklymi 15 PDs;, nasSehg viru, ponechana 2 hod.
v kontaktu a intracerebralné vstFiknuta nékolika zvirfatiim. Kontrolou
nam byla micha infekéni a dale ze zvirete, \jeZ bylo ozraceno jako Kkli-
nicky zdravé. Samoziejmé pripojena kontrola céinnosti viru, Dnes je jiZ
pokus ukoncen, a to s podobnym vysledkem jako pokus prvy, t. j. nega—-
tivnim, :

Sesﬂm protilatky v CNS, v néz Jsme tim spise veérili, zZe Jsme |
zhodnotili nepatrny titr protilatek u vysoce imunnich zvirat, se nam
nepodarilo timto zpusobem prokazat. Neni vyloudeno, Ze naSe me--
thodika neni presné stejna jako ta, jiz uzival Sven Gard a dale,
ze nelze pro rozdilnost ve slozeni hlodavéiho a veprového CNS podat
viibec podobny diukaz timto zpiusobem.



« ' - .DISKUSE.

Smyslem prace byla snaha doplnit mezery ve znalostech imu-
nologie viru TéSinské choroby. Pouzito methody, kterd u viru obrny
vepit do této doby patrné praktikoviana nebyla a shledano, Ze ji
lze docilit nejen dobrych vysledkil v laboratori, nybrz i v terénu.
Ockovani.v terénu Zivym virem s lipoidnimi adjuvanciemi vykazuje
sice urcité procento paralytickych komplikaci, ale je nad&je, Ze se
tyto modifikacemi, z nichZ jedna je v praci rovnéz navrZena, daji
zredukovati na bezvyznamné minimum. Ostatné novdji — jak at-
tori dodateéné zjistili — je pouzivano ke stejnym laboratornim ci-
ltm analogického zpiisobu hyperimunisace Zivym virem a to piimo
u lidské polio .(Salk, Lewis ‘et al.,*?) Bodian.2?) Zd4i se tedy nesporné,
ze tato methoda je jednou z nejlepsich. Problémy imunologickych
zahad byly ov8em autory vyfeSeny pouze z malé &asti. Solidni imu-
nita i proti téZké cerebralni infekei vede jen k nepatrnému stoup-
nuti seroneutralisa¢nich protilatek. N esporné maji pravdu ti, kdoz °
tvrdi, Ze virovd imunita neni piimo zivisld na kvantu cirkulujicich
protilatek, kterouzto thesi (stile &astéji uznavanou) haji a doka-
zuje zejména Zilber.t) | | ‘

Prozatim se zd4, Ze mezi doméacimi viry obrny vepru, bézZné
vyvolavajicimi paralyticka. onemocneéni, neni zvlasté markantnich anti-
gennich ‘rozdild, ale tato kapitola neni jesté daleko uzaviena a nutno -
v ni badat dale. Pro zacatek davaji pomérné snadny navod autoii této
prace. D |
-Dluzno uvaZovat o pripadné praktické cend -gama-globulinu,
JehoZ vyroba by u nas neéinila nejmensich nesnazi. Neni vylouceno,
ze zisk (v profylaxi i simultanni vakeinaci) by mohl byt stejné
* kladny, jaky se rysuje pfi pouziti lidského gama-globulinu u polio.
' Prozatim je jasno, Ze virus TéSinské choroby je i imunologicky
samostatnou jednotkou a'méa fadu vlastnosti, jimiz se nepodoba Zad-
nemu viry, -jinak biologicky blizkému, jako je na p¥. lidska polio.

ZAVER.,

1. Autori propracovali methodiku aktivni imunisace vepfa zi-
vym virem s lipoidnimi adjuvanciemi a to zhruba podle puvodniho
Freundova predpisu: 2 dily lanolinum anhydricum byly zhomoge-
nisovany s 2 dily 10% suspense infekéni michy a s 1,5 dilem oleum
paraffini. Smés byla pripravena tak, aby vodni suspense antigenu
byla emulgovidna v oleji (emulse H.Q v oleji) za stabilisa¢niho
- t¢inku lanolinu. Uéelem bylo docilit co nejrychlejsi hyperimunisace
zvirat, jednak pro pokusy kiiZové imunity s kmeny z rtznych &asti -
republiky, jednak pro ziskdni hyperimunnich ser. Pro intramusku-
larni aplikaei Ziv éh o viru s adjuvanciemi se autofi rozhodli vzhle-
dem k nizkému infekénimu titru (10— PDs,) viru (viz predchozi
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publlkace) a relativni neskodno*stl subkutanmch neb 1ntramuskular-
nich injekei Zivého viru s lipoidnimi adjuvanciemi.

Po skondeni predbéznych laboratornich pokusid prizptsobena

tato methoda terénnim potfebam k wcellim aktivni imunisace. Imu-
nisaéni schema sestava ze 2 intramuskularnich injekei v mésiénim
intervalu o davce suspense od 0,5 do 3,0 cem podle velikosti vepr.
Ué¢innost methody byla vyzkouSena ve 3 terénnich pokusech celkem
na vice nez 3000 kusech zvirat, s nimiz bylo zapocato v lété 1949. .
Po imunisaci doslo v malém procentu -k onemacnéni obrnou a to
pouze po 1. injekei. Cast té€chto komplikaci, vétsinou piechodnych,
lze pripsat na vrub promorenosti terénu obrnovym virem. U néko-
lika, Zivym virem imunisovanych zvifat (bez komplikaci i s pa-
ralyt. komplikacemi) patrano po p¥ipadném vyludovani viru stolici, Aé-
koliv uzito kombinované schema cerebralni, intranasalni a intraperitone-
alni inokulace, v Zadném pripadé eliminace viru nezjisténa.
- 2. Pripadna antigenni rozdilnost 4 terénnich kmenu z ruznych
¢asti statu byla zkouSena testem kriZové imunity na veprich, hy-
perimunisovanych laboratornim kmenem. Prozatim nebylo nami
zjisténo antigennich rozdilit mezi 5 kmeny ritzného ptvodu.

| 3. Byla prcrkazana pritomnost malych kvant seroneutralisatnich
protilatek u hyperimunisovanych kust. PouZito methody seriového
fedéni sera a konstantni davku viru (15 PD;,). Titr seroneutrali-
sacnich protilatek ser veprii hyperimunisovanych az 9 intramusku-
larnimi injekcemi Zzivého viru s lipoidnimi adjuvanciemi byl zjiStén
v hodnotich kolem 1 :16, maximalné 1 :32 fedéni ‘sera, aclkoliv
hyperimunisovans zvifata byla imunni proti intracerebralni infekci
15—150 PD;, viru. Zda se, Ze tento nizky seroneutrglisaéni titr sou-
visi jednak se slabou antigenicitou viru veprové obrny, jednak se
Spatnou reaktivitou veprového bravu proti tomuto viru.
4. Pomoci seroneuralisacnich protilatek zjistovana antigenni pfri-
buznost viru vepfrové obrny s virem polio typu Lansing. V podstaté
nebyla nalezena hlubsi a,ntlgenm podobnost.

Hyperimunni serum o zjisténém seroneutralisadnim tltru je
konservovano a soudasné je udana nami uzivanid methodika sero-
neutralisacniho testu. Sera jsou k disposici pro vyzkum pripadnych
jemnych antigennich rozdili rtznych kmena viru vepPfové obrny
u nas i v ciziné. ' | .

5. Z hyperimunnich ser vyroben imunni gama-globulin a) etha-
nolovou methodou, b) amoniumsulfiatovou precipitaci a c¢) rivano-
lovou methodou, podle Hoi‘ej’éiho Preparat, ktery byl proti seru
4krat zkoncentrovan, ma zhruba C¢tyrnasobnou lneutrahsacm schop-
nost.

(Gama-globulin bude zkouSen na profylaktickou uéinnost v pre-
ventivnim tlumeni pribéhu, rozsahem omezenych, ale foudroyantné
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probihajicich epizoofiich. Je uvaZovano i o jiném jeho pouZiti a to
Jako profylaxe.pripadnych paralytickych komplikaci terénni vakei-
nace zivym virem. Aplikace (podle analogii u lidského polio) gama-
. globulinu a Zivé vakeciny s adjuvanciemi by byla.asové soudobai,
- ale oddélend mistem vstitknuti (gama-globulin subkutinné do nu-
chalni krajiny, vakcina — jako obvykle — intramuskularné do hyz--
dovych svalil)., Tato kombinovania methoda by se provadéla pouze
pri 1. injekei vakeiny, . o

. 6. Imunita novorozenych selat z hyperimunnich matek nemohla
byt prozatim nami prokazana v orientaénich pokusech, ani proti
priblizné 10 PD;  viru, inokulovanych intracerebralné.

7. Dosavadni pokusy, v kterych bude rovnéZ pokradovano, ne-
prokazaly, Ze by micha imunnich zvirat byla schopna inhibovat
u¢inek michy, obsahujici virus ve smyslu Sven Gardovych pokusi.

"\ »
PE3IOM:

1. ABropnl paspatoTajii MeTOAHWKY AKTHBHOH HMMVHH3AallMK CBHHEH XKH-
BEIM BHPYCOM H JIHIIOHWJHBLIMU BCIOMQraTeJbHBIMH CpPEJCTBAMH, 4 HMEHHO, B 06-
[IMX YepTax Ha ocHOBaHuu npeanucanus Ppeunnna: [Ipe yacTu.6e3BOAHOrO Ja-
HOJIMHA T'OMOT€HU3UPOBaJHCh ¢ ABYyMa uactsami [0Y%-off cycneHsun uHdek-
LIHOHHOIO CNUHHOTO Mo3ra M ¢ 1,5 vactu xujakoro napaduna. Cmech O6bijia
PUTOTOBJICHA TaX, *™TOOLl B O X H a 1 CyCIeH3Usl aHTureda Oblia 3MyJbrHPOBaHA
B MacJae (smyabcua He: O B macse) npu crabuau3aliiOHHOM JeHCTBHUH JaHO-
JuHa. Hesblo ObUIO AOCTUTHYTHL KAK MOXHO CKOPVIO THIEPHUMMVHH3ALHIO XKH-
BOTHBIX, KaK JIJIl ONbITOB IEPEKPECTHOI'O. UMMYHUTETA CO lUTaMMaMH M3 pasJjuy>
HBIX oOJlacTed pecnyOJIMKH, TakK U IJsl [OJYyYeHHS THIEPHUMMYHHBIX CHIBOPOTOK.
'K BHYTpUMBIIIEYHOMY IIPUMEHEHHIO X HBOT O BHpyca ¢ BCIOMOraTefbHbIMH
BellleCTBaMH aBTOPHl PEIUUJMCBH BBHUAY HU3KOro HHGpeKIHOHHoro turpa (10-* -
DPse) BHpyca (cM. mpexablayiiue cOOGUIEHHSI H OTHOCHTEJbHOH Ge3BPeIHOCTH
MOAKOXKHBIX HJIH BHYTDHMBIIIEYHBIX HHBEKUUH XHBOrO BHPyCa C JHIIOWIHBLIMH

BCIIOMOraTeJbHbIMHY BelleCTBaAML.

[Tocse OxOHUaHHA NpeABaPHTENbHBIX JIAOOPATOPHBLIX ONBITOB 3TOT- METOJX
O6bl1 npHCHOCOOJIEH TpakKTHYeCKHM TpeOOBaHUAM AAs UeJied AKTHBHOH HMMY-
HH3anuy. CxemMa HMMMYHHU3ALUA COCTOUT M3 2 BHYTPUMBILIEUHBIX HHBEKIHH,
[IPUMEHSIEMbIX ¢ MECAYHBIM HHTEPBAJIOM, C J030H cychneH3HH oT 0,5 g0 3 Ma
B 3aBUCHMOCTH OT BEJUUUHBI CBHUHEH. JPGHEKTHBHOCTh METOAa HCCIeL0BAJACH
B TpEX cepHdax onuitoB Ha 6ojee uem 3000 KHUBOTHBIX; ONBITH OBLJIM HAaYaThl
aeroM 1949'r. [locae UMMYHH3aUUH HeOONBHIOH IMPOLEHT XKHBOTHBIX 3a60Jies
1apaJjJuyoM, HO TOJLKO [0cJe IepPBOro BOPHICKHBAHHUA. HacTb 3THX OcCJOXKHe-
HUH, B OOJIBLIMHCTBE BPEMEHHBIX, MOXHO MNPHUIHCATh PAacHPOCTPAaHEHHOCTH BH-
pyca mapaJju4a. ¥ HECKOJbKHX >XUBOTHBIX, HMMYHU30BAHHBIX JKHBBIM BHPYCOM
(O6e3 OCOKHEHHH H C MapajJUTHYECKUMHU OCJOXKHEHHSIMH), OBLIO TNPOU3BEAEHO
HCCJIe/IOBAHKE TTOA03PEBAEMOr0 BhIIENEHUsI BUpyca B cTyse. Xora Oblja mpuMe-
HeHa KOMOWHHPOBAHHAS CXeéMa MO3rOBOH. BHYTPHHOCOBOH H BHYTPUOPIOIIHHHOH
HHOKYJISIIIHY, HO HH B OZHOM CJyuae BbljesNeHHe BUPYyca He ObLIO YCTAHOBJEHO.

2. TlpeanonaraeMoe aHTHreHHOe paszjuuve 4 HITAMMOB M3 DAasJHUYHBIX
o6siacTelt pecliyOJHKH HCCJIEL0BAJOCh NMPH [OMOIIY TECTA MEePeKPEeCTHOro HMMY-
HUTETA Ha CBHHbAX, T’MIEeDHMMYHU30BAHHBIX JaBopaTopHbiM ruramMMmoM. Jlo cux
[10p MBI MOKA HE YCTAHOBWJH &HTHUIE€HHBIX pasjUYid MeXJy 5-10 MmTaMMaMH

Pa3JIHYHOTO TMPOHCXOXKIAEHHS,

(L)
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~ 3. DBIIO AOKAa3aHO NMPUCYTCTBHE MAJIBIX KOJHYECTB HEUTPAJHU3VIOLIHX CHI-
- BOPOTKY AHTHTEJ Y. F'HIIePUMMYHH30BAHHBIX 2KHUBOTHLIX. Dbl NpUMeHEH MeTOoX
CepHUHHOI0 pasKHXKEHUA ChIBOPOTKA M KOHCTaHTHhe N03bl BHpyca (15 DPso).
BeauuuHbl THTpAa HEHTPAJNU3YIOUIUX CHIBOPOTKY AHTHTEN H3 CHIBOPOTKU CBHHEH
FHIePUMMYHH30BaHHLIX Jaxke 9 BHYTPUMBIIICUHLIMH HHBEKHHUAMH ZKHUBOI'O BH-
pyca M JHIOWAHBIMH BCTIOMOTATEJbHBIMH BelleCTBAaMU OBLIM YCTAHOBJIEHBI B OT-
HOlIeHUH OKoso 1:16, MakcumMyMm 1:32 pasbaBieHHA CBIBOPOTKH, XOTSI FHMEPHM-
MYHH30BaHHble XKHUBOTHBIE OblJIM MMMYHHEIMH IIPOTHUB HHTpallepeOpasibHOH HH-
¢ekuun 15—150 DPso Bupyca. Kaxercs, 4T0 3TOTO HH3KHH CEpOHEHTpPAJIU3Y-
IOIMH THTP HAXOAHUTCS B CBSI3HW KakK cO cjabofl aHTHIreHHYHOCTbIO BHpyca mapa-
JiMYa CBUHEH TaK U C IUIOXOH PeaKTHOHJbHOCTLIO CBHHEH IIPOTHB_ 3TOr0 BHpYyca.

4. Tlpu nomouid HeHTPaJU3YIONIUX CBIBOPOTKY  @HTHTEJ YCTAHABJHBAJOCH
“AHTHICHHOE POJCTBO BHpycCa Mapajuya CBHHEH C BHUpPYCOM nojuo Ttuna Jian-
- ¢HHI. B ocHOBHOM He Obina HauaeHa Oonee raybokass aHTUMEHHASt CXOXKECTh.,

, - ndepUMMYHHA51 CBIBODOTKA ¢ YCTAHOBJEHHBIM CepPOHEHTPATH3VIOIIUM
TUTPOM Obljia KOHCEPBUPOBAaHA W BMeCTe C TEM COOOLIeHAa NOpUMeHdAeMasa HaMu
MeTOJAHKa cepoHeHTpanusywulero tecra. (bIBOPOTKH HAXOAATCH B HAIlEeM pac-
MOPSIKEHHH [OJS HCCJHEIOBaHUS BO3MOXHBIX TOHKHX AHTUTEHHBIX pPasjIduHK
MeXJY PasHbIMU HITAMMAaMH BHpPYyCA mnapajuya CBHHEH Yy Hac U 3arpaHuleX.

5. U3 runepMMMYHHBIX CBIBOPOTOK HM3rOTOBJICH MMMYHHBIH ramma-rioty-
AUH: a) 3TAHOJOBBIM MeTOAOM, 0) OCaIEHHEM CEepHOKHCJIbIM aMMOHHEM H
B) puBaHOJOBBIM MeTogoM 1o [opxedmu. [Ipenapar, KOTOpbid MO CPaBHEHHIO
¢ ChIBOPOTKOH OblT 4 pasza KOHUEHTPHPOBaH, o6sajnaer B o0uleM 4-KpaTHOH HeH-
TPAJUIUPYIOUIEH CIOCOOHOCTBIO.

[Ipodunakrnueckoe AelcTBHe ramMma-rJjao0yJaHHa B IIPEBEHTHUBHOM TOPMO-
KeHMH TedeHUS STH300THH OrpaHHYeHHBLIX pa3MepoOB, HO YiKacalllero xapak-
Tepa, OyIeT HCCJeA0BaTbCs jaJjee. ABTOpPBI I0Jaralor, 4TO BO3MOXKHO H HHOE'
ero NpUMeHeHHe, a UMEHHO IJid NPOPHJAKTHKA BO3MOKHBIX MapajHTHYECKHX
OCJIO’KHEHHH BaKUWHAUHUK KUBbBIM BUpycOM. 'amMMa-rio0Gyaud 4 XKHBYIO BaKIIH-
HY C BCIOMOrate/JbHBIMH BellecTBaMH OblIO Obl MOXKHO NPHUMEHATH (10 aHaJio-
FHH C MOJIHO Y JIIOAE€H) OAHOBDPEMEHHO, HO BIIPBICKHBaHUA [IPOHM3BOJUTL Ha pas-
HbIX MecTax (raMMma-rao0yJHH NOJA KOXY B 3aThlIIOUHOH 00J1aCcTH, BAKLUHHY —
KaK OOBIKHOBEHHO — B SITOJAUYHYIO MBILUILY). 3ITOT KOMOUHUPOBAHHBIA METO]
MOXKHO Obl10 Obl IPUMEHSTb TOJBKO NPH 1-Of UHDBEKUHUM BAKLUHBDI |

6. IMMyHHTET HOBOPOXKIEHHBIX [OPOCAT OT MMHEPUMMYHHBIX MaTOK He MOT
ObITb NPH OPHEHTHPOBOUYHBLIX OMNBITAX IOKAa HAMH JOKa3aH JaxKe I[pPOTHB IMIpu-

OnusuTeapbHo 10 DPso Bupyca, HHaKyJHMPOBAHHOTO B MO3F.

7. Ha ocHoBanuu OHNBITOB, NPOU3BEeJEHHBIX A0 CHX IODP, KOTOpble TaKxke
6YAYT NpPOAOIKATHCSA, He OBLJIO NOKA3aHO, YTOOL CIIHHHOW MO3T MMMYHHBIX 2KU-
BOTHBIX Obli1 cnoco0eHd TOPMO3UTh AEHCTBHE CIMHHOTO MO3ra CoAepxKaulero BU-—
pyc B cMbicage enbitoB Ceen lapna. - -

A

SUMMARY

1. The authors hawve worked out the methodics. of:active immuni-
sation of pigs by active virus with lipoid adjuvants and that, on fthe
whole, according to the original Freund prescription: 2 parts of lanolin
were homogenized with 2 parts of 109 infectious cord suspension, and

1,5 part of paraffin oil. The mixture was prepared so that the water
suspension of the antigen was incorporated in oil (water-in-oil emulsion)
under the stabilizing influence of lanolif, The aim was to achieve the
guickest possible hyperimmunisation of animals for the purpose of cross
immunity tests with strains from different parts of the country on the
one hand, and of obtaining- hyperimmunesera on the other. The authors

-
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have decided in favor of the intramuscular administration of active virus
with adjuvants with respect to the low infective titer (10-3,1PDs,) of
the virus (see previous publication) and the relativé innocuity of sub-
-cutaneous or intramuscular injections-of living virus with lipoid ad-
juvants. | i ’ |

On the conclusion of preliminary °laboratory experiments, this
method has been adapted to the field requierements for the purpose of
active immunisation. The immunisation scheme consists of 2 intramus-
cular injections administered at one month’s interval and one 0,5 to 3,0
ccm dose of the suspension-depending on the size of the pigs. The efficacy
of the method has been tested in 3 field experiments carried out since
the summer of 1950 on more than 3000 animals. The immunisation re-
sulted in. paralytic disease in a small number of animals and that only,
after the first injection. Part of these complications partly of transitory
character may be ascribed to local morbidity of the districts in ﬁues’tion.
Several animals immunized by active virus (with as well as without
jparalytic complications) have been subjected to investigation as to
possible excretion of virus by feces. Though a combined cerebral, intra-
nasal and intraperitoneal inoculation scheme was applieds excretion of
virus could not pe found in any of these cases.

2. Antigenic difference, if any, of 4 field strains from different parts
of the stale has been examined by the cross immunity test in pigs hyper-
immunized by the laboratory strain. So far no antigenic difference between
~ o strains of different origin could be demonstrated. |

3. The preésence of small quantities of neutralizing antibodies has
been proved in hyperimuunized animals. The serial dilution of serum
and constant virus dose (15 PDs;,) was used. The titer of neutralizing
antibodies of sera from pigs hyperimmunized by as much as 9 intra-
muscular imjections of active virus with lipoid adjuvants, has been found
to amount to 1:16 at the most to 1:32 of serum dilution though the
hyperimmunized animals were solidly immune against intracerebral in-
fection of massive doses of virus, This low neutralizing titer is likely
to be connected on the one hand with the poor reactibility of swine to

~ this virus, on the other hand with the weak antigenicity of the hog
paralysis virus. |

4. Antigenic relationship of the hog paralysis virus and the polio
virus of the Lansing type was examined by means of neutralizing anti-
bodies. In the main no profounder antigenic similarity could be found.

i A hyperimmune serum of known neutralizing titer has been pre-
- served. The methodics of the neutralizing test used by the authors is
given, Sera are available for the investigations of possible slight anti-
genic differences in this country and abroad in diverse strains of hog
paralysis virus. : |

B o. Immune gamma globulin has been produced from hyperimmune
sera by methods using a) ethanol, b) ammonium sulphate precipitation

" and c) HorejSi’s Rivanol method. The preparation was four times con-
cenirated as compared with the -serum and possessed about a fourfold
neutralizing capacity.

Gamma-globulin is to be examined for prophylactic efficacy in pre-
ventive checking the course of epizootics limited as to the extend but
of explosive character. Another application of gamma-globulin is beeing
considered as a prophylactic in case of accidental complications in actjve
virus field vaccination., The administration (amalogous as in human polio)
of gamma-globulin and living vaccine with adjuvants should’ be syn--

LY

49



chronous, yet separated ag to ‘place of injection) gamma-globulin sub-
-cutaneously in the nuchal region, the vaccine — as usual — intramuscul-
arly in gluteal muscles. This combined method should be apphed only
- with first injection of the vaccine. |

6. Immunity of new-born suckling pigs born of hypenmmune SOWS
eould not be proved by the authors so far in orientation experiments not
even against about 10 PD;, of virus inoculated intracerebrally

7. Experiments which have been carried out so far and are to be
continued could not prove the ability of the spinal cord from immune
animals of inhibiting in the sense of Sven Gard’s experiments, the patho-
genic action of spinal cord containing virus.
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