BUYUK MIKYASTA SAP VIRUSU iSTiHSAL.i.ND.l.E BHK - 21
(YAVRU HAMSTER BOBREGIi) HUCRE KULTURUNUN
KULLANILMASI UZERINDE CALISMALAR (*)

G. OKAY, — H. C. GIRARD, — M. SUTGU, — M. SENTURK, — M. ORAL,
C. BOZ, — O. BAYRAMOGLU, N. YALIM, N. UNLULEBLEBICi

Sap Enstitiisii, P. K. 714, Ankara

Zamanmmizda hazirlanan inaktive Sap asilar::

1) Canli sigir enfekte dil epitelinden elde edilen (Tabii vi-
rusla).

2) Sigir dili epitelinin canli kisimlarinda iireyen virusla,
(Frenkel Kiiltiir virusu).

3) Dana veya domuz bobrek hiicrelerinde iiretilen virusla,
(Borek Kiiltiirii virusu); elde edilmektedir.

Bu her iic metodla tesirli asilar hazirlanmaktadir. Bununla
beraber bu ii¢ metod da sigir veya genc dana temini gibi faktorler-
le siirhidirlar. Kesimin bilhassa mevsime bagli oldugu memleke-
timizde, bu husus, daha biiyiik bir ehemmiyet kazanmaktadir.

Netice olarak; laboratuvarlarin, sigir kesimine veya bir c¢ift
bobrek icin bir buzagi miibayaasina bagli kalmaksizin, calisabil-
mesini temin edecek bir teknik Ingiltere’nin Pirbright laboratu-
varinda gelistirilmis bulunmaktadir. Bu teknik, Baby Hamster
Kidney (BHK-21) Cell line (Yavru Hamster Bobrek Hiicre dizi-
si) nin Sap virusu istihsalinde kullanilmasidir.

Bu hiicrenin sonsuz iireme kabiliyetine ilaveten :
a) Sap virusuna hassas oldugu Mowat ve Chapman (11),

(*) Bu calisma Ankara Veteriner Sap Enstitiisiinde yaprlmistir.
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b) Derin Suspansiyon kiiltiiriinde iiredigi Capstick, Telling,
Chapman ve Stewart (6).

¢) Tiimér dogurma kapasitesinin miinhasiran hamsterlere ol-
dugu ve, bunun ancak, herhangi bir muameleye tabi tutulmamais
canli hiicreler vasitasiyla meydana getirilebildigi Capstick ve Gar-
land (4); Kane, Pay ve Bracewell (8); tarafindan g&sterilmis ve
Keeble ve Heymann (9); Ubertini, Nardelli, Dal Prato, Panina ve
Barei (18); ve Segura ve Rivenson (16) tarafindan da teyid edil-
mistir.

Bunlara ilaveten; Rivenson ve Segura (14); Polatnick ve Bac-
hrach (13) BHK hiicrelerini doner (Rolling) yuvarlak siselerde
dreterek bunlardan yiiksek titreli viruslar elde etmislerdir. Ayrica,
Amighi (1); Nottebohm ve arkadaslar1 (12); Bengelsdorff ve
Schneider (2); Schneider, Jaeger ve Bengelsdorff (15) da BHK - 21
hiicrelerinde iiretilmis virus ile tesirli inaktive Sap asilari hazir-
jamislardir.

Son olarak Mammerick ve Leunen (10) BHK-21 hiicrelerini
once suspansiyon kiiltiiriinde sonra rolling sistemde monolayer
olarak iireterek, bundan asilar hazirlamislardir,

iki seneden beri biz de, laboratuvarimizda, BHK hiicre kiil-
tiirti teknigini gelistirmek ve as1 istihsalinde kullanmak icin calis-
maktayiz.

Burada bildirecegimiz hususlar, hiicrenin monolayer teknigi
ile sabit kiiltiir siselerinde, suspansiyon teknigi ile Bellco ve New
Brunswick fermentdrlerinde iiretildikten sonra rolling sistem yu-
varlak siselerde hiicrenin virusla enfekte edilmesi ve bu virusun
as1 istihsalinde kullanilmasidir.

Calismalarimiz, kullamlan iiretme vasati haric olmak iizere,
Brescia (Italya) I.aboratuvarimin teknigine uymaktadir.

MATERYAL

VASATLAR

1) Uretme vasat: (FIYL)

% 0.5 Lactalbumin hydrolysate ve % 0.01 Yeast Extract ihti-
va eden Hanks' Dengeli Tuz Solusyon’udur. (pH 7.3)
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Suspanse hiicre ¢alismalarinda bu vasata % 1 nisbetinde Tryp-
tose Phosphate Broth ilave edilmektedir. ‘

-2) Hiicre pasaji icin Trypsin ve Versene Solusyonu :

% 1 Trypsin ve % 1 Versene ihtiva eden Hanks’ Dengeli Tuz
Solusyonudur. pH 7.5)

3) Antibiyotikler :

Gerek {iretme vasati gerekse Trypsin, versene solusyonuna
herbir litre igin 100.000 {inite penicillin, 0.1' gram streptomycin,
200.000 tinite colimycin ve 50.000 iinite mycostatin ilave edilmek-
tedir.

4) Hiicre Saymm icin % 0.5 lik Trypan bleu kullamlmaktadir.

METOD
HUCRELERIN MUHAFAZASI

BHK Tohum Hiicresi suspanse veya monolayer halinde {ireyen
kiiltiirlerden 3.0 x 10°/ml olacak sekilde, her tiipte 10 ml, % 10
glycerin, % 10 Sigir Serumu ihtiva eden HYL vasati icinde- 70 °C
Revco Ultra Deep - freezer'de saklanmaktadir. Bu sekilde hiicre-
ier 2-3‘ay miiddetle emniyetle saklanabilmekte, 6liim nisbeti ¢ok
az olmaktadir.

DONDURULMUS HTJCRELERIN COZDURVLUP HUCRE KULTURUNDSE
HULLANILMASE

Monolayer Hiicre Kiiltiirii :

— 70°C lik Deep -freezer'den cikarilan 10 ml. lik donmus
hiicre suspansiyonu 37 °C lik su banyosunda ¢ozdiiriildiikten son-
ra 100 ml % 10 serumlu HYL vasatinda sulandirilir ve Roux sise-
sinde 37 °C lik etiivde iiremeye birakilir. 18 - 20. saatte glycerin ih-
tiva eden vasat dokiilerek, yerine % 10 serum ihtiva eden HYL va-
sat1 konur. 2 -3 giinde hiicre iireyerek sise sathin1 tamamiyle kap-
lar.
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Bu hiicreler trypsin, versene solusyonu ile sise sathindan
ayrilir, santrifiij edilmeksizin % 10 serum ihtiva eden iireme va-
sat1 ile karistirilarak Bellco Suspanse Kiiltiir cihazina aktarilir.

Suspansiyan Hiicre Kiiltiirii :

Genel olarak 2 Roux sisesinden alinan hiicreler 400 ml vasat
ihtiva eden Bellco cihazi (1500 ml kapasiteli) icin tohum hiicre
olarak kullanilir,

Bellco cihaz icindeki hiicre suspansiyonu, teflon kapli mag-
netik cubuk vasitasiyla, 36.5 °C lik su banyosunda dakikada 300 de-
vir yapacak sekilde alttan dondiiriilmektedir. Bu maksat igin 8
adet Bellco cihazimi ayni anda ¢alistirabilen su banyosunu kullan-
maktayiz.

Bellco cihazinda seri pasajlarla cogaltilan hiicreler fermen-
torlerde hiicre iiretilmesi icin tohum olarak kullamilmaktadir.

Elimizde mevcut cihaz 5 ve 10 litrelik fermentorleri havi (New
Brunswick Scientific Co., U.S.A.) tarafindan c¢izilmis orijinaline
yakin ve Brescia, Italya’da F. Davini ve Pluda firmas: tarafindan
yapilmistir.

Fermentorler icindeki hiicre suspansiyonu, 36.5°Clik su ban-
yosunda, iistten, dakikada 350 devirle donen bir mil tarafindan
karistirilmaktadir.

Fermentorlerde iiretime genellikle 5.0 x 10* hiicre/ml olarak
baslanilmakta ve 5 litre kapasiteli fermentorde 3.5 litre, 10 litre-
lik ferment6rde ise 7 litrelik hiicre suspansiyonu ile calisiimak-
tadir. 24iincii saatten itibaren siiperfisiyal olarak steril hava ve-
rilmekte ve vasatin pHs1 7.2-7.4 arasinda tutulmaktadir. Keza

24 {incii saatte % 1 miktarinda Tryptose Phosphate Broth ilave
edilmektedir.

Enkubasyonun 48.inci saatinde toplanan hiicre bir gece
+ 4°C de bekletilerek ¢oktiiriildiikten sonra iisteki vasat atilmak-
ta ve hiicre 1 ml de 50.000 olacak sekilde % 10 sigir serumlu HYL
vasatinda sulandirilarak, otomatik tevzi cihazi (Filmatic Filler,
National Instrument Co., Baltimore, U.S.A.) ile 1 litre kapasiteli
rolling sistem siselerine 150 ml olmak iizere tevzi edilmektedir.
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3 giinde hiicreler sise sathini tamamen kapliyacak sekilde iire-
mektedir. Bu siire iginde vasat degistirilmemektedir.

Rolling Siselerde Virus istihsali
Hiicre iiremesi sise sathini tamamen kapladiginda, sisedeki va-

sat bosaltilmakta ve 0.1 TCDs, virus/hiicre olacak sekilde virus ila-
ve edilen HYL vasati herbir siseye 100 ml tevzi edilmektedir.

Kullanilan virus tipine gore (7) enkubasyonun 24 -30uncu
saatlerinde toplanmaktadir.

Calismalarimizda Ax tipi Sap virusu kullandigimiz igin top-
lama zamam 30 saat olarak ayarlanmistir.

Tohum virus olarak Dana Bobregine ve BHK Hiicresine (5-6
pasajda) adapte edilmis virus kullanmilmis, her ikisi arasinda CPE
ve elde edilen as1 virusunun enfektivite ve antijenitesi yOniinden
biiyiik bir fark goriilmemistir,

Titrasyonlar
a) Enfektivite :

Viruslarin enfektiviteleri tiiplerde iiretilen BHK Hiicre Kiiltii-
rilnde virusun cyto - pathique lezyon gostermesi ile degerlendiril-
mistir., .

b) Antijenite :

Virusun ARCTON 113 (fluorocarbon) ile muamele edilmeden

(AT) ve edildikten sonraki (ATAT) antijenik titreleri Semi - kan-
titatif Complement - Fixation test’i ile yapilmistir.

ASI

a) Hazirlama :

Virusi mayi once % 1 nisbetinde Chloroform ile karistirilip,
bir gece '+ 4 °C de bekletilip santrifiij edilmis, bunu takiben % 0.6
Chloroform ile karistiriip tekrar + 4°C de bir gece bekletildik-
ten sonra, santrifiijii miiteakip Seitz K-5 Klarifikasyon filtre ka-
gidindan siiziilmiistiir., Bu islemlerden sonra % 0.05 nisbetinde
Formol ile 26 °C de 48 saat miiddetle inaktive edilerek % 10 Sapo-
nin’den herbir doz icin 0.25 ml olmak iizere karistirilarak bir si-
gir dozu as1 5 ml olacak sekilde hazirlanmigtir,
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b) Epriivasyon :

Herbir seri asimin epriivasyonu memleketimizin hastalik bu-
lunmayan yerlerinden temin edilen ve antikor tagimayan ii¢ bas
danada yapilmistir. Asili hayvanlarla birlikte iki bas dana da
kontrol hayvani olarak kullanilmistir. '

A

Asilamayi takip eden 21 inci giinii asilanan ve kontrol olarak
kullamlan hayvanlar tabii virusun enfektivitesine gore hazirlanan
ve 0.1 ml sinde 10.000 LD ihtiva eden virus dilusyonu ile intra-
dermo - lingual yolla 2. noktaya inokule edilerek epriive edilmis-
lerdir.

NETICELER

a) Hiicre :

BHK - 21 hiicresinin suspanse olarak - Bellco cihazi ve New
Brunswick fermentdrlerinde, 48 saatte, baslangic hiicre sayisina
(5.0 X 10*/ml) nisbetle ortalama 5 misli iireyerek 2.5 X 10° hiicre/
ml elde edilmektedir.

b) Asi virusu :

As1 virusunun enfektivite (IT) ve antijenik (AT) ve Arcton
113 ile muamele edildikten sonraki (ATAT) antijenik titreleri Tab-
lo I de gosterilmistir,

c) Epriivasyon :

Epriivasyon neticeleri (Tablo: 1) de gosterilmistir. Bu netice-
asilarin hayvanlarda % 100 bagisiklik dogurdugunu gostermek-
tedir.

MUNAKASA

BHK hiicrelerinin iiretilmesinde Iran, Razi Enstitiisii Direk-
t6rii Dr. Kaveh tarafindan tavsiye edilen HYL vasatin kullandik.
Bir siire Yeast Extract kullanmaksizin hiicre iiretmeye calistik, fa-
kat muvaffak olamadik. Yeast Extract ilavesinden sonra hiicre
tiretiminde herhangi bir giiclitkle karsilasmadik.
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Sabit kiiltiirlerde 20-30.000 hiicre/ml ve Rolling sistemde
50.000 hiicre/ml baslangic hiicre sayisi ile, hiicre kiiltiiriiniin, sise
sathini {i¢ giin i¢cinde tamamiyle kapladig1 goriildii.

Monolayer (Tek satih) iireyen bu hiicreyi suspansiyon kiiltii-
riinde iiretmek i¢in once Bellco cihazinda, sonra New Brunswick
fermentorlerinde denemeye basladik ve suspansiyon kiiltiir seri
pasajlarina devam ettik.

Bu arada degisik baslangi¢ hiicre konsantrasyonlar: iizerinde
calistik. 50-60.000 hiicre/ml olarak basladigimizda 4-6 misli iire-
me elde ettigimiz halde, 100 - 120.000 hiicre/ml ile basladigimizda
2 -3 misli tireme elde edebildik. Kullandigimiz vasatin besi dege-
ri ve tampon giicii zayif olmas ile baslangic hiicre sayismin fazla
oldugu hallerde, yani ikinci durumda, pH kontrolii giiclestigi gibi;
kanaatimizce, vasattaki besi degeri hiicrenin daha fazla ¢ogalma-
sma yetecek kadar degildi. Bu durumu telafi edebilmek icin iire-
menin 24 iincii saattinda % 1 miktarinda Tryptose Phosphate Broth
ilave ettikse de genellikle fazla bir iireme elde edemedik.

Tryptose ilavesine devam ederek, suspansiyon hiicre kiiltii- -
riine 50.000 hiicre/ml olarak baslamay: tercih ettik.

Mevcut Rolling sistem etiiviimiiziin fazla biiyiik olmamasi ha-
sebiyle 2 adet 10 litrelik fermentdrden elde ettigimiz tohum hiic-
re etiivii dolduracak kadar hiicre suspansiyonu hazirlanmasina
kafi gelmektedir. P

Monolayer sistemde hiicre konsantrasyonunu azaltip g¢ogalt-
makla iireme siiresini arzu edilen zamana ayarlamak miimkiin-
diir. Mesela dana bobrek kiiltiiriinde 6-7 giin olan iireme siiresi
BHK hiicrelerinde 3 giin olabilmektedir.

Memleketimizde genc yasta ve standart dana bdbregi bulma
gucligii dolayisiyle; BHK hiicresinin cell line (Hiicre dizisi) ol-
masi sebebiyle uniform karakterde olusu da, ayrica, virus istih-
salinde bir avantaj teskil etmektedir,

BHK hiicrelerinin dondurularak saklanabilmesi ve istenil-
diginde kullamilmasi, primer kiiltiirde tatbiki miimkiin olmayan,
fevkalade bir husustur.

Hernekadar, biitiin doku kiiltiirii matodlarinda oldugu gibi
BHK hiicre kiiltiiriiniin de titizlikle takibi gerekli olmasina rag-
men primer bobrek kiiltiiriindeki bobrek islenmesi ve uzun siire
trypsin’le ekstraksiyon gibi mecburiyetler olmadig1 icin daha az
kontaminasyon ihtimali ile calismak miimkiindiir.
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(TABLO : 1)
Viruslarin Enfektivite ve Antijenite Degerleri ve Asilarin Epriivasyon Neticeleri
(As1 Seri No. 1 virusunun elde edilmesinde Tohum olarak Dana Bobregine adapte, digerlerinde ise BHK
Hiicresine adapte virus kullanilmigtir.)
Epriivasyon Neticeleri
As1 Seri = IT AT ATAT Results of challenge
No. s 0.1 ml 1:2 1:4 1:6 1:8 1:2 1:4 1:6 1:8 ; 5 -
(Batch Nr.) Tip — A Dil Agiz Ayaklar
(Tongue) (Mouth) (Feet

(0] o OO0 OO
(0] O OO0 OO
X (0] OO0 OO

1 MAP-9/BHK/9 1065 4 4 4 35 4 4 2 Kontrol
X b4 XX XX
X X XXX X
(0] (0] OO0 OO
(0] (0] OO0 OO
(0] (0] OO0 0O

2 MAP-9/BHK/9 107.5 4y .4 “2 4 4 35 Kontrol
X X XX XX
X X XX XX
(¢] o OO0 OO
(6] (@) OO0 0O
(0] (0] OO0 OO

" . 6,25 4 4 4 3

3 MAP-10/BHK-12 10 4 4 4 4 Kontrol
X X XX XX
X X XX XX




Son olarak, Polatnick ve Bachrach’ (13) in bildirdigi iizere ay-
m biiyiikliikte bir sise sathinda iireyen BHK hiicresi, Dana Bobre-
8i hiicresinden adet olarak 5-10 misli fazla olmaktadir. Bu da
aym sartlarda, BHK hiicre kiiltiiriinden Dana Bobrek Hiicre kiil-
tiirline nazaran 5-10 misli virus elde edilebilecegini gostermekte-
dir. Burada, mukayeseli ¢alisma yapmamis olmamiza ragmen, on-
ceki neticelerle karsilastirildiginda, BHK hiicre kiiltiiriinden dana
bobrek hiicresine nazaran, genellikle, daha yiiksek bir titre aldi-
gimiz1 gormekteyiz.

BHK hiicresinden elde edilen viruslarla hazirladigimiz asila-
rin sonuglari da yukarida sdylenenleri teyid eder sekildedir.

BHK viruslariyle hazirlanan asilarin tatbikatinda, bazi iilke-
lerde, hayvanlarda allerjik reaksiyonlara rastlandigi bildirilmekte-
dir. Calismalarimizda bdyle bir durumla karsilasmamakla beraber
asilarimizin saha tatbikat: ve bilhassa revaksinasyon neticelerini
yakinen takip etmekteyiz.

o

SONUC

BHK hiicresi Trptose ve serum ile takviye edilmis HYL vasa-
anda Suspansiyon Kiiltiiriinde iiretilebilmekte, ve suspanse hiicre,
monolayer hiicre kiiltiirii icin tohum olarak kullanilabilmektedir.

Monolayer BHK hiicre kiiltiiriinden elde edilen Sap virusu,
as1 hazirlanmasina esas teskil edecek antijenik giictedir. Bu vi-
rusla hazirlanan asilarin epriivasyon neticeleri tatminkérdir,

Netice olarak; bu metod, Sap asis1 istihsalinde basar: ile kul-
lanilabilir ve ekonomiktir,

TESEKKUR
BHK - 21 hiicresini géndermek nezaketinde bulunan iran, Ra-
zi Enstitiisii Direktorii Dr. Kaveh'e tesekkiir ederiz.

Calismalarimizda bizlere biiyiik yardimlari dokunan Asistan
Y. Kwvileim, E. Senel, H. Erdem ve C. Giirsoy'a tesekkiirlerimizj
bildiririz.
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.OZET

BHK - 21 Hiicre Dizisi % 0.5 Lactalbumin hydrolysate, % 0.01
Yeast extract ve % 10 Sigir serumu ihtiva eden Hanks’ Dengeli
Tuz Solusyonu (HYL) icinde 6nce monolayer sabit hiicre kiiltiir-
lerinde iiretilmistir.

Vasattan Yeast extract ¢ikarildiginda BHK - 21 hiicresini iiret-
mek miimkiin olamamis ve BHK hiicresinin HYL vasatinda iire-
tilmesinde Yeast extract ilavesinin sart oldugu anlasilmistir.

Monolayer iiremeye adapte olmus hiicre Bellco cihazi ve New
Brunswick fermentorlerinde seri pasajlar yapilarak suspansiyon
kiiltiiriine adapte edilmistir. Suspansiyon hiicre kiiltiirii calisma-
larinda, iiremenin 24.cii saatinde vasat % 1 Tryptose Phosphate
Broth ile takviye edilmistir.

New Brunswick fermentorlernide pH ayarlamasi 24.ci saat-
ten itibaren 300 cc/ dakika superfisiyal steril hava verilerek ya-
pilmistir,

Suspansiyon kiiltiirii ¢alismalarinda baslangic hiicre sayisi
1.0-1.2 X 10°/ml oldugu hallerde, 48 saate, 2 -3 misli ¢cogalma elde
edilmesine ragmen, 5.0 X 10* hiicre/ml ile baslandiginda ortalama
5 misli tireme elde edilmistir, Baslangic hiicre sayisinin fazla ol-
dugu birinci durumda 24. cii saatten itibaren pH kontrolii de giic-
lesmistir. Halbuki, 5.0 x 10* hiicre/ml ile baslandiginda superfisi-
yal hava vermekle pH 7.2-7.4 arasinda tutulabilmektedir.

Rolling sistemde kiiltiir hazirlanabilmesi i¢in enkubasyonun
48. ci saatinde toplanan hiicre suspansiyonu bir gece + 4 °C de bek-
letilerek hiicreler dibe c¢oktiiriilmiis, ertesi giinii, {istteki mavi
atilarak, dibe ¢oken hiicreler % 10 sigir serumiu HYL vasatinda
50.000 hiicre/ml olacak sekilde sulandirilmis, 1 litre kapasiteli yu-
varlak siselere 150 ml tevzi edilerek rolling sistem etiiviine koyul-
mustur.

Hiicrenin iireyip sise sathimi tamamen kaplamas: 3 giin icinde
olmaktadir. Bunu takiben siselerdeki vasat bosaltilmis ve 0.1
TCDs, virus/hiicre olacak sekilde (Dana bobregine veya BHK hiic-
resine 5-6 pasajda adapte olmus virus) virus ilave edilen HYL
vasatindan herbir siseye 100 ml konularak enfeksiyonun 30.cu
saatinde toplanmustir. Bu anda hiicreler sise sathindan tamamen
kalkmis bulunmaktadir.
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Asi istihsalinde kullanilacak bu virus 6nce % 1 nisbetinde chlo-
roform’la karistirilip bir gece + 4°C de bekletilerek, ertesi giin,
10.000 rpm de santrifiij edilmis; aym islem ikinci defa % 0.6 nis-
betinde chloroform’la tekrarlanmistir. As1 hazirlanmadan evvel
ayrica, Seitz K -5 klarifiye filtre kdgidindan siiziilmiistiir.

Virusun BHK hiicresinde enfektivite titresi CPE test’i ile,
arcton 113 le muameleden 6nce (AT) ve sonra (ATAT) antijenik
titreleri de semi - kantitatif complement - fixation test’i ile yapil-
mistir.

5 ml lik sigir as1 dozuna 2 ml virus ilave edilmistir.

Asilar formolle inaktive olup, adjuvant olarak saponin kulla-
nilmistir.

Virusun enfektivite ve antijenik titreleri ile epriivasyon so-
nuclart cok tatminkar olup, (Tablo: 1) de gosterilmigtir



(STUDIES ON BHK -21 CELL CULTURE FOR THE LARGE
SCALE PRODUCTION OF FOOT - AND - MOUTH DISEASE
VIRUS)

SUMMARY

This study is carried out at the Foot and Mouth Disease Institute, P. K. 714
Ankara, Turkey.

BHK - 21 cell was first grown in monolayer stationary cultu-
res using Hanks’ BSS containing 10 % bovine serum, 0.01 % yeast

extract, and ‘0.5 % lactalbumin hydroiysate (HYL).

These cells did not grow in Hanks’ lactalbumin medium wit-
hout yeast extract. So yeast extract must be considered as an
essential part for BHK cell development in Hanks’ lactalbumin
medium.

BHK - 21 cell adapted to monolayer culture was then serially
passed in Bellco apparatus and in New Brunswick fermentors to
adapt to suspension culture,

HYL medium was supported with 1 % tryptose phosphate
broth added at the 24 th hour of culture.

The pH of the suspension, in New Brunswick fermentors,
was adjusted with sterile air on the surface, after 24 hour of in-
cubation, at the ratio of 300 cc/minute,

When the initial cell count was 1.0 to 1.2 X 10°/ml, the cells
increased only 2-3 times, but when the initial cell number was
only 5.0 X 10*/ml the increase was an average of 5 times. In the
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first case, when initial cells were more concentrated, the pH was
difficult to regulate at the second day of incubation, whereas, in
the later case with the addition of air on the surface, the pH bet-
ween 7.2-7.4 was easier.

The cell suspension was harvested at the 48 th hour of incu-
bation and left overnight at + 4°C for sedimentation.

To carry out the rolling flask monolayer cell culture, the su-
pernatant of suspended cell culture was decanted, and the cells
were diluted to 50.000/ml in HYL medium containing 10 % bovine
serum, then 150 mi put into each 1 litre capacity rolling flask and
placed in the incubator, The confluency of the cells was almost
100 % on the 3 rd day. For virus culture, the growth medium is
removed and replaced with 100 ml of HYL, without serum, con-
taining virus (either calf kidney virus or virus adapted With 5-6
passages to BHK cells) in amount of 0.1 TCDs/cell.

The virus was harvested at the 30th hours of infection. At
this time, there was a nearly complete lysis of cellular monolayer.

This vaccine virus was then treated with 1 % chloroform and
kept overnight at + 4°C; the next morning it was centrifuged at
10,000 rpm in a Westfalia separator, the same treatment was repe-
ated with 0.6 % chloroform. The virus was then filtered through
Seitz K -5 clarifying filter pad.

Infectivity titer of the virus was carried out on the BHK cell
cultures grown in tubes according to the CPE of the virus, anti-
genicity before (AT) and after arcton 113 treatment (ATAT) were
determined by semi - quantitative complement - fixation test.

5 ml cattle dose of vaccine contained 2 ml of virus.

The vaccines were formalin inactivated at 26 °C for 48 hours
and contained saponin as adjuvant.

The infectivity and antigenic titers of vaccine viruses and the
results of vaccine challenges were very satisfactory as shown in
(Table: 1)
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