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KULTIVACE VIRUSU ENCEPHALOMYELITIS
ENZOOTICA SUUM V HOMOLOGNI TKANI 1.

FR. PATOCKA, VL. KUBELKA, B. KORYCH

Ukolem, ktery jsme si vyty¢ili po prostudovani biologickych znak virusu
obrny vepfd, jeho schopnosti imunogennich a &asteéné pathogenese choroby jim
vyvolané, bylo provéfit schopnost tehoto virusu mnozit se v homologni vepfové
tkani. Tato fada experimentd, dosud pro technické obtiZze neukonéens. méla za cil
doplnit ndm dosud zndmé vlastnosti virusu i po této strdnce a kromé toho vést
v pitipadé dispéchu k propracovani metodiky produkce virusu ve velkych kvantech,
aby ho mohlo byt pouZzito jako zakladu ockovaci latky obsahujici inaktivovany
virus, tedy analogické s tou, jeZ se dnes vyrabi na celém svété jako Gsp&na soudast
boje proti poliomyelitidé. Vedlejsim a dlouhodobym smyslem experimentii tohoto
druhu ma byt studium variability nami standardné pouzivaného kmene virusu
TéSinské chproby ve smyslu sniZeni jeho pathogennich schopnosti protrahovanou ev.
moditikovanou kultivaci tak, aby, je-li mozno, byl ziskan kmen, jehoz by bez ne-
bezpeti mohlo byti pouZito jako zivé vakciny v dalsim vyvoii této prace. Pokud nam
bylo piistupno svétové pisemnictvi, neméli jsme mnoho pfedchidct. Horstmanno-
va (1) ve své souborné praci z r. 1952 naznaéila, ze méla pocit, jako by se virus
vepiové obrny mnoZil v explantitech Maitlandova typu kufecich embryi. Tento
takt povaZujeme za nepravdépodobny. Larski (2) dosih] velmi pravdépodobného
pomnoZeni téhoZ virusu v explantitech kultivovanych podle Maitlanda z ledvin
vepiovych embryi. Na efektivni mnozeni virusu v druhé pasazi usuzuje hlavné ze
zkraceni inkubaéni doby pokusného onemocnéni vyvolaného mediem z této tka-
niové kultury. Praci Mayra a Schwébela (3) zndme pouze z citace Fortnerovy, nebot
nam v originile nebyla pfistupna. Podle Fortnera (4), ktery neudavi jejich pra-
covni metodiku ani pfesné vysledky, dopracovali se kladného vysledku.

Sami jsme pracovali s kultivaci vepfové tkané od r. 1954 a to nejprve s embryo-
nalnimi fibroblasty, pozdéji pro nepravidelny pfisun této tkané jsme se pokusili
o péstovani fibroblasti z testes Cerstvé kastrovanych vepfd.

CasteCky tkané uloZeny do kufeci plasmy, jako zivného media uzivano tehdy 50% Hanksova
roztoku, 10% dvacetiprc}ce’ntniho kuteciho embryonilniho extraktu a 40% koriského sera. Piilezi-
tostné bylo uZito misto tohoto roztoku hovézi amniové vody a extraktu z hovézich embryi. MnoZeni
fibroblasti v téchto typech media bylo velmi dobré. Infekce kultury v prvni pasdzZi pro-
vedena 0,1 ml 10! suspense michy obsahujici virus. V jednom p¥ipadé 2 pasiz v tkanovych kul-
turach tohoto typu obsahovala virus v takovém mnozstvi, Ze sta¢il k vyvolani smrtelné encefalomye-
litidy po i. ¢. aplikaci. |

O téchto orientaénich pokusech referoviano dvéma z autord v listopadu 1955
na virologickém seminafi v Budapesti. '

Plynulejsi a systematickd prace s tkariovymi kulturami s novou a presné
vypracovanou methodikou obnovena v polovici r. 1955.

Materidl — metody: K infekci kultur bylo uzito standardniho virusu, kmene vepfové
obrny, se kterym pracovano v laboratofi od roku 1949 a kterj od této doby prodélal ¥adu desitek
I. c. pasaii. Biologické a imunogenni vlastnosti tohoto virusu popsany v praci 5, 6 a 7. PDsg tohoto
virusu pfi i. ¢. inokulaci v roce 1951 byla stanovena na 10-3,1, Dal§imi pasizemi od té doby se o néco
zvysila, ale nikdy nedosihla hodnoty PDsg 104 Cervikilni a lumbélni &4sti mich, obsahujict podle
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citovanych pokusi nejvétsi kvanta virusu byly konservovany ai do pouZiti zpravidla na suchém
" ledu, nékdy téz v lednici pfi — 150 C. Cetnymi i. c. pasdZemi nabyl tento tistavni kmen virusu velmi
. vfraznych neurotropnich vlastnosti, vyrazné a tézké symptomy onemocnéni po vstiiknuti 0,5 m}

- mi¥n{ suspense 10-2 nastupovaly zpravidla mezi 8. az 14. dnem po inokulaci, pfi ¢emz vaha selat
s.f rozmezi od 25 do 50 kg nehrila prakticky Zidnou roli.

Tkaniové kultury: Ke kultivaci v prvnim orientaénim pokusu uZito dospélé tkdné ledvinné

(1955) a v roce 1956, podinaje mésicem ervnem, vesmeés vepfové tkdné embryondlni, zejména kiZe,
- plice a celé ledviny. Tkaftové kultury byly kultivovany metodou popsanou Wellerem a spol. (8) ve

 formé fragmentd. Tkan byla pfed nasazenim (obzvla§té u tkdné dospélych zvifat) mnohonésobné

. promyta, aby byly odstranény ev, pfitomné protilatky. Dobie rozrostld tkdfi byla po proplichnuti
- Hanksovym roztokem infikovana mnozstvim 0,1 ml 2X 101 suspensi michy obsahujici virus,
. 10 min. ponechidna v horizontilni poloze a medium doplnéno do objemu 1 ml. Jako media

bylo uzito praskového laktalbuminhydrolysdtu (Nutritional Biochem. Corp., Ohio) 0,5% v Hankso-

. & roztoku s 5% kotiského sera, antibiotiky v mnozstvi po 50 jednotkich penicilinu a 507 strepto-
~ mycinu na 1 ml media. pH bylo upraveno natriumbikarbonitem na 7,5. Medium z intikovanych
. .zkumavek bylo vybirdno a smichano po 4denni inkubaci pri 36,50 C ve stationarni poloze. Pred pre-
© pesenim na dal$i kultury uchoviavano v lednici pfi —200 C. Medium po vynéti bylo zkouméno na
_ bakteriologickou sterilitu,

Vysledky pokustd z roku 1955: Rozrostlé tkané kortexu ledviny

 dospélého vepie infikovany 0,1 ml suspensi 10" shora uvedenych infekénich mich.

Po 4denni inkubaci vyfiato medium a vstfiknuto i. c. v kvantu 1 ml vepii ¢ 939.
Typické symptomy té&8inské choroby se vyvinuly po 9denni inkubaéni dobé, zvire

- v paralysach zabito. Histologicky potvrzena diagnosa encephalomyelitis enzootica
" suum. Tento orientaéni pokus ukazal persistenci masivnich davek virusu redéného
10" p¥i temperatuie 37° C trvajici po vy$e uvedenou dobu. JelikoZ podle d¥ivéjsich

zkuSenosti je zachovani aktivity virusu po tuto dobu pti této temperature neprav-

dépodsbné, povazovali jsme jiz tento pokus za urcité potvrzeni, Ze virus se po-

- mnoZuje na homologni tkani. Tim spiSe, ze inkubaéni doba intikovaného zvirete

mediem z kultury byla stejnd jako pf#i uZiti vysoce virulentnich mich.

Vysledky pokust z roku 1956: Kultury embryonalnich tkanf
ziskanjch shora popsanym zptsobem infikoviny mi$ni suspensi 2X 107 z vepfe
&. 939 v mnoizstvi 0,1 ml na jednu kulturu. Podotykame, ze dodateCnym experi-
mentem z 30. IX. 1956 ukizala se tato micha tak infekéni, ze 1 ml 107! suspense

i c. injikované seleti vyvolal rychle postupujici smrtelnou paralysu po inkubaéni

dobé 8 dni s typickym histologickym nalezem. Medium vyiaté z kultury po 4 dnech
inkubace uloZeno az do dal§i pasaze pti —20° C. "

Mediem z prvé pasaze infikovana pasiz druha a psdobné z tohoto media pasaz
treti. . |

Experimentalni ovéfeni. vysledkd kultivace virusu na™tkafnovych kulturdch
pokusem na zvifeti: 30. XI. 1956 vstfiknut 1 ml media z tfeti pasdZe na tkdnovych
kulturich i. c. seleti &. 209. Po 8denni inkubaci nastup prvnich symptomu veprové
obrny, které vyastily v rychlou paralysu, takze zvife druhého dne zabito. Pfi pitve
orginy nalezeny beze zmén, mozek i micha sterilni, histologicky ndlez z michy
potvrdil diagnosu typické vepfové encefalomyelitidy Kloboukovy.

Pokus opakovan 12. XII. 1956 s jinou ampulkou téz Sarze 3. pasaze jako

v prvém p¥ipadé. Infikovano sele ¢ 787. Soudasné sele ¢. 788 dostalo i. c¢. 1 ml

 tého% media fedéného 10}, Sele &. 787 onemocnélo jiz 7. den typickou symptoma-

~ tologii Kloboukovy nemoci, druhy den zabito, pitvano a micha poslana k histo-

logickému vySetfeni.
Sele ¢. 788 onemocnélo za stejnych symptomd az 10. dne a zpracovédno jako

- pfedchozi. Histologicky nalez v obou pfipadech potvrdil diagnosu encephalomye-

litis enzootica suum. Histologickd vySetfeni byla provedena laskavosti Doc. Dr
B. Bednéfre. -
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Neni tfeba zvla§té uvadéti, ze veSkeré zkousky bakteriologické sterility cen-
trdlniho nervového systému zistaly negativni.

Diskuse B

Experimenty na zvifatech z konce roku 1956 potvrdily naprosto jasné sku-
te¢nost, prokdzanou nami predbé&iné jiz dfive, Ze virus vepfové obrny se veimi
efektivné (podobné jako u lidské polio) mnoZzi na explantatech z homologni tkané.
Ani prvy experiment, pfi némz k infekci pouZito pfimo media ze 3. pasiZe na
tkdniovych kulturach, nemize byt vykladan pouhym pfetrvavanim infekéniho kvanta
virusu v uvedeném mediu, nebot koneéné fedéni virusu v posledni tkitiové pasazi
pocitdno od vychoziho inokula, bylo 1:5000. Toto fedéni pfesahuje totiz infekcni
titr na§eho virusového kmene, jak ho zndme z dfivéj§ich titraénich pokusi, k demuz
je§t€ musime pfipocitat §kodlivy vliv temperatury 37° C pUSObICI celkem po dobu
12 dnéi na progresivné fedény virus. Uvazime-li pak, 7e i desateronisobné fedéni
posledni tkaniové kultury vyvolalo prudké a smrtici onemocnéni v rozmezi na$ich
béznych experimentdlnich dob (zde by $lo jiZ o diluci pavodni michy 1:50 000),
nemiiZze byt o taktu mnozeni nejmensich pochyb.

NasSe zjisténi, které mimo jiné potvrzuje také drivéjsi nami citované prace,
ma pochcopitelné kromé své ziakladni hodnoty také eminentni prakticky vyznam,
jak v Gvodu naznaceno. Metodika, které jsme pouZili, se prakticky neli§i od bé&zné
pouzivané metodiky pomnozZovani poliomyelitickych virust na vnimavych tkanich
a stejn€ tak snadno muzZe byti propracoviana pro produkeci velkych kvant vysoce
u¢inného a pfi tom velmi ¢istého virusu té§inské nemoci. Prvé pokusy o kultivaci
~virusu v Roux lahvich na thypsinované tkani jsme jiZ metodicky Gispésné realisovali.

Vzhledem k tomu, Ze jako zakladni tkané pro kultivaci ve velkém se miize
pouzit vepfové tkané embryondlni, kterd je pfi pordice vlastné odpadem, bylo by
mozZno vyrabét, stejné jako u lidské poliomyelitidy, z tkanovych kultur o¢kovaci
latku jak inaktivovanou, tak po pripadé po modifikaci Zivou, nesmirné lacinou
a pfitom optimalni kvality.

SOUHRN

Autofi prokazali schopnost virusu encephalomyelitis enzootica suum mnozit se na explanta-
tech z homologni tkané& bud embryonialni nebo dospélé, péstované podle zikladni metodiky udané
Wellerem a spol. Koncentrované medium z 3. pasdZe tkaniovych kultur usmrcovalo sele za typické
symptomatologie po inkubaéni dobé 7 dni, totéZ fedéno 10X po inkubaéni dobé 10 dnid. Autofi
navrhuji pfezkouSeni takto ziskaného virusu jako zdkladu k velmi &isté a levné ockovaci latce proti
obrné vepit a v pripadé, ze by se osvéd¢ila, jeji vyrobu z tkafiovych kultur ve velkém.

B bl BO A bl

Ky/dbTHBAaUHUA BHPYyCa HHPekNHOHHOro 3sHuetaoMuaanTa cBUHel (Gonesnu TeleHa)
B rOMOJIOrH4Y€CKOH TKaHu .

ABTOpBl J10Ka3aJH CcnOCOGHOCTb BUpPYCa HHGEKLHOHHOIO 3HUE(AJOMH3/IHTA CBHHEIT
(6osesaun TemeHa), KyJbTHUBUPOBAHHOrO MO OCHOBHOMY MeToxy Bessepa, duapca, Po66unca,
PasMHOXKATbCAA B 3KCOJAHTATAX TOMOJIOTHYECKHX 3MOPHOHAJBHBIX HJM B3POCHBIX TKaHell.
KOHUEeHTpUpOBaHHast MUTaTeNbHAass Cpeaa, B3ATasi OT TPETbEero laccaXa Ha TKAHEBHIX KyJIbTy-
pax oOKasasnacCb JI€TaJbHOH AJsl NOPOCAT, KOTCpPOE yMepJH Ha CeAbMOl JeHb HHKYGalHu npu
HAJAYUH THITHYHBIX NPH3HAKOB AaHHOTO 3aboneBaHud. Ta JKe cpela, pa3BelleHHasl B JeCATb pas
[IPHBEJIA K TAKOMY Xe HCXOAy Ha AecATON JeHb UHKyOalyd. ABTOPE: MpeanaraiorT HCHpob6oBaTth
BUPYC, MOJIyUeHHBIH TaKHM NyTeM, KaKk OCHOBY JeuleBOH M O4eHb YHCTOH BaKUMHBI TNpPOTHB
Oone3ny TemieHa, a B cayyae ycneimlHOCTH anpobauuyu BuipaGoTKy ee B OoJiblIoM MaciuTabe.
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SUMMARY _
Cultivation of the Encephalomyelitis enzootica suum Virus in Homologous Tissue I.

The authors have demonstrated the ability of the encephalomyelitis enzootica suum virus to
propagate in explants of homologous tissue, either embryonic or adult, cultivated according to the
basic technic devised by Weller, Enders, and Robbins. Concentrated tissue culture medium taken
~ from the third passage killed farrows which evinced typical symptoms after a seven days incubation
_period. When a ten-fold dilution of the same medium was applied, the incubation lasted ten days. The
authors suggest to test the virus thus cultivated for use as a basis for an inexpensive and pure vaccine
against hog paralysis, and it it proves mass its good production.
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