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INAKTIVACE VIRUSU INFEKENT OBRNY
VEPRU FORMALINEM

(Doplnék k praci EMI 7, 73, 1958)
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Kultivace virusu infekeéni obrny vepfl (T&Sinské choroby prasat) na tké&-
fHovych kulturadch!23%°) dala mimo jiné i moZnost ziskat toto infekénf .agens
ve velkém mnoZstvi v relativné d¢istém prostfedi. Takto pomnoZeného virusu
pro imunizadni udéely bylo poprvé, ve formé& formolizované vakciny, pouzito
‘nédmi k imunizaci v modelovém pokusu 1958.°7) Pro terénni imunizaci byla
az dosud provadena inaktivace virusu v mozkomisni suspenzi, a to viceméné
empiricky, bez ptredchoziho urcdeni inaktivaéni k¥Fivky virusu formalinem.
V nasem modelovém pokusu o imunizaci vepfa proti I. O. virusem z tkatiovych
kultur inaktivovanym formalinem®?’) byla vakcina pfipravena podle schematu
uzivaného p¥i produkci vakciny proti lidské poliomyelitidé. Ukolem této préace

je experimentalni ovéfeni ucinku formalinu na virus I. O. vepfd za danych
experimentalnich podminek.

MATERIAL A METODY

Tkafiové kultury vepFové embryondlni ledvinné tkand pfipraveny zptsobem
propracovanym v nasi laboratofi.*) Jako kultivaéniho i udrZovaciho media
uzito 0,5Y% laktalbuminhydrolysatu (LAH) v Hanksové n&raznikovém roztoku
s pfiddnim 2,5 Y% koriského séra, antibiotika penicilin a streptomycin aa 100 j.,
resp. gamma na ml. K infekci kultur bylo uZito virusu I. O. vep¥d z paté pasaze
na tkanovych kulturach. Medium z kultur odebirdno a slito 4. den po infekci,
kdy tkan byla kompletné destruovana virusem. Infekéni medium bylo filtro-
vano Jenskym filtrem G5, aerovano probubldavanim vzduechu p¥i pokojové tem-
peratufe (20° C) po 48 hod. k odstranéni CO,, pH bylo pak upraveno pfidanim
0,5% kys. octové na 7,0 9. Takto p¥ipravené medium s virusem bylo centri-
fugovano pfi 3000 rpm po 20 min. K supernatantni tekutiné byl po konstato-
vanl bakteriologické sterility pfidan formalin 1 :40 v mnoZstvi, aby jeho cel-
kova koncentrace byla 1 :4000, a medium pak bylo uloZeno do vodni lazné
pfi temperatufe 37Y C. Pfed pridanim formalinu a pak v &asovych intervalech
24, 48, 72, 86 hod. byly odebirany vzorky inaktivované tekutiny s virusem.
Vzorky byly dialyzovany pfri temperatufe :I—4°C proti Hanksovu roztoku po
24 hod., pak v ampulkdch uskladn&ny na —20°C do doby titrace. Koneé&ny
produkt po dvanactidenni inaktivacni procedure byl neutralizovdn natrium-
bisulfitem k zastaveni Gé€inku formalinu a po negativnim testu bezpednosti
na tkanovych kulturach a na zvifatech byl uZit jako vakcina proti I. O. vepfi

v modelovém pokusu s vysledkem 50]% ucinnosti. Vysledky inaktivac¢ni pro-
cedury podava pfehledna tabulka.

Kone&né zhodnoceni titrace provedeno po 11 dnech inkubace. Jako udrZo-

vaci medium po infekci bylo uZito amniové vody 95'%, 59 koifiského séra,
penicilin a streptomycin aa 100 j., event. gamma na ml.



Tab. 1. Titr virusu na tk&ilovych kulturach.

pfed neutralizaci N | | 10—50
24 hod. po pfidani formalinu 10—20
48 hod. | 10-905
72 hod. - 0
86 hod. | 0

DISKUSE A SOUHRN

- -Suspenze virusu infek&ni obrny vepill,, pomnoZeného v tkanovych kultu-
rich embryondlni vepfové ledvinné tkané, byla inaktivovana formalinem
v Fed&ni 1 : 4000 pii temperatuie 37° C a pH 7,0. Celkova inaktivadni doba byla
12 dni. Pfed pfidanim formalinu a béhem inaktivace byly odebrany jednotlive
vzorky inaktivovaného infekéniho media v intervalech: 1. pfed pfidanim for-
malinu, 2. 24 hod. po pfiddni formalinu, 3. 48 hod po pfidani formalinu,
4. 72 hod. po pfidani formalinu, 5. 86 hod. po pFidani formalinu. Jednotlivé -
vzorky byly dialyzovany pii 4° C proti Hanksovu roztoku po 24 hod. a pak
titrovany na tkanovych kulturdch vepfové ledvinné tkand. Jednotlivym vzor-
kiim odpovidaly tyto titry: 1. 10—, 2. 10—29, 3. 10-%>, 4. 0, 5. 0. Imunogennost
vakciny byla 50 9.

Z vysledk® titrace u vzorkli odebranych po 24hod. intervalech vyplyva,
¥e. virus, o potatednim titru 10>, pomnoZeny na tkanovych kulturach, suspen-
dovany v relativng &istém prostfedi (0,5/% LAH v Hanksové naraznikovém
roztoku s 2,5 9% koliského séra) je inaktivovan za danych experimentalnich
podminek do 72 hod. Relativné& slabsi imunizac¢ni Gc¢inek vakciny po dvanacti-
denni inaktivaci je moZno z veétSi casti priCist této nadbytecné dlouhé dobe,
kterda byla empiricky zvolena pri pavodnim modelovém pokusu, analogicky
podle zkusenosti s produkci lidske antipbliomyelitické vakciny.

B bl BO /bl
MuakruBauua Bupyca sHuedaJomMuanura csuHed popmajHHOM

Bupyc sumedasOMHIIUTa CBHHEH, Da3MHOMEHHBIH Ha TKaHEBBIX KyJbTypax TOMOJIOTH-
yecKuX 5MOGPHOHAJIbHHIX MOYeK, OblJ1 HHAKTHBHpOBaH (QopMaiuHoM B passenensd 1:4 000 mpu
pH 7,0 u 37°C. BpeMsa wHaKTUBauUHH BUpyca Aauiaock 12 ameli no cxeMme BakiuHbl CalbKa
MPOTHB TOJHOMHIJIHTA, YTOOL 6BIJIO BO3MOMKHO HCIOAb30BATh €r0 K aKTHBHOH HWMMYHH3aLMH.
'Ha ycranoBnende KpHBOH HHAKTHBALMH CeAylolHe o6pasibl B3ATh: A0 Npubasaesus (op-
ManuHa, 24, 48, 72, 86 yacoB nocae npubaBieHHs (QopMaJIHHA. ITpn TUTPaUHH Ha TKaHEBHIX
KYIbTYPax M3 CBMHBHX NOUYeK MOJYYHJHCh CAeIylolllie COOTBeTCTBeHHbie uucaa: 10—, 107
10-95, 0,0. Jo TuTpauuu o6pasisl OpIH AvanusupoBansl 24 4. nipu 4° C mpoTHB PpacTBOpA
["aHkca. |

Kak 9BHO 13 KPHBOH HHAKTHBAIHH, YCTAHOBJIEHHOH Ha TKAHEBBIX KyJAbTypaX B HALIUX 3KC-
HepHMeHTaJbHEIX YCJAOBUAX, 72 4. XBaTaeT [/l HHaKTHBalud BHpyca. PekoMenjnyercs B Oy-
nyueM NpoBOAHTE Npo6ul GezonacHocTu (safety tests) ma MKHBOTHBIX ¢ BUPYCOM (pOPMasMHH-
3UPOBAHHBEIM He JoJibile yeM 3—4 JAHSA, YTO HaBEPHO XBaTaeT yaa 0Ge30macHOH WHaKTHBALKH
BHpyca Npu HalGOsbHIEM COXPAHEHHH €ro MMMYHOTEHHOH aKTHBHOCTH. ABTOPLL Y3HaJM, HYTO
BpeMs MHaAKTHBaLWH 12 aHel, UCHONb30BAHHONO NpH 06Pa3noBOH MMMYHH3ALMH CBHHEH NPOTHR
sHIEehanoMusIHTa cBHHell (Gomesnn Teliena) BUPYCOM M3 TKaHEBBIX KYJbTYD yOuThiM (opma-
muaoM (EMI 7, 73, 1958), Obuio Oecnosiesyo 104roe ¥ UTO BePOSATHO AHTUTEHHOCTH BaKUHHBL
'MEHbIIHAACh. |
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SUMMARY

Inactivation of Hog Encephalnmyelitis Virus with Formalin

Hog encephalompyelitis virus, propagated in tissue cultures of homologous
embryo kidneys, was inactivated with formalin 1 :4000 at pH 7.0 and 37°C.
The inactivation period of the virus was 12 days, according to the schema
for Salk’s poliomyelitis vaccine, so it could be used for active immunization.
For the determination of the inactivation curve the following samples were
taken: before the addition of formalin, 24, 48, 72, 86 hrs. after the addition
of formalin. On titration in pig kidney tissue cultures the -following values
were obtained: 10-5% 10-2, 10-%3 0, 0, respectively. Prior to titration samples
were dialyzed for 24 hrs. at 4° C against Hanks' solution.

As is shown by the inactivation curve, determined with the aid of tissue -

cultures in our experimental conditions, 72 hrs. in sufficient for the inactiva-
tion of the virus. It is recommended for the future to carry out safety tests
on animals with a virus treated with formalin for 3—4 days at the most,
which surely is sufficient for safe inactivation of the virus while preserving
the maximum of its immunogenicity. The authors also admit that the inactiva-
tion period of 12 days, used in the model immunization of swine against hog
encephalomyelitis with a formalin treated virus from tissue cultures {EMI 7,
73, 1958]), was needlessly prolonged and that it probably diminished the anti-
genic value of the vaccine.
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