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OPTIMIZING CONDITIONS FOR CULTURING SUBTYPE H7 
INFLUENZA VIRUSES TO UPDATE THE STRAIN COMPOSITION 

OF A COMMERCIAL INACTIVATED EMULGATED VACCINE

A bstract. We have optimized conditions for culturing recombinant strains having similar antigenic and clade 
characteristics to environmental subtype H7 influenza viruses. We will use the results o f the research to update the 
strain composition of existing commercial vaccines for subtype H7 avian influenza.
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In tro d u c tio n . The global epizootic burden of the highly-pathogenic avian influenza (HPAI) remains 
exremely high. According to literature, HPAI is mainly caused by subtype H5 and subtype H7, which lead 
to epizootics [1,2]. Highly pathogenic variants o f subtype H7 influenza A virus o f different virulence have 
beed identified in wild and domestic bird populations in virtually all European countries and a number of 
places in Africa, Asia and Middle East [3,4].

One o f the HPAI panzootic’s features since 2013 has been a wide diversity o f circulating subtypes 
(H5N1, H5N8, H5N6, H7N9, etc.) and a higher rate o f morbidity in domestic birds as compared to wild 
bird populations. Outbreaks with a variety o f influenza virus subtypes have been reported by China, India, 
South Korea, South Africa, North and South America and Russia [5-7].

The wide diversity and uneven distribution o f various virus lines circulating in the environment 
presents a significant obstacle to an effective choice of influenza vaccine [8,9]. Given the extreme danger 
of the disease, many o f the world’s major research centers have been focusing their efforts on developing 
recombinant strains with antigenic and clade characteristics similar to those in environmental avian 
influenza strains [10]. The quality o f inactivated influenza vaccines is guaranteed in the world by the rules 
of the national regulatory authorities o f WHO. Service laboratories in different countries prepare 
recombinant vaccine viruses that are distributed under WHO supervision among manufacturers to update 
the strain composition o f existing inactivated vaccines for subtype H7 avian influenza or to develop new 
generation vaccines.

Kazakhstan is in need of developing a vaccine for the specific prevention of subtype H7 HPAI, since 
this virus is circulating actively in Europe and Asia at present. Therefore, to enhance safety against 
subtype H7 HPAI, Research Institute for Biological Safety Problems o f the Ministry o f Education and 
Science o f Kazakhstan (RIBSP) acquired recombinant influenza virus strains from the National Institute 
for Biological Standards and Control, UK (NIBSC UK) in 2017. RIBSP conducted research to confirm 
the consistency o f the recombinant strains’ growth properties to their datasheet specifications and identify
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methods to obtain a viral mass with a maximal infectious activity for preparing a pilot batch of inactivated 
emulgated vaccine for subtype H7 avian influenza.

The goal o f this effort was to optimize conditions for cultivating recombinant subtype H7 avian 
influenza strains at RIBSP.

M a te r ia ls  a n d  M eth o d s .
Viruses
We used the following influenza virus strains:
- NIBRG-267 (H7N9) recombinant influenza virus strain;
- NIBRG-268 (H7N9) recombinant influenza virus strain.
Culturing
We cultivated recombinant influenza virus strains following the technical guidance document for a 

previously developed inactivated emulgated AI vaccine and the strains’ datasheet specifications.
Determining Viruses’ Infectious Activity
We determined the viruses’ infectious activity by titering them in embryonated chicken eggs 

following the generally accepted method [11]. We calculated the titer using the Kerber-Ashmarin method 
and expressed it in log10 EID50/ml [12].

Determining Viruses’ Hemagglutination Activity
We determined the viruses’ hemagglutination activity following the standard methodology of drop 

hemagglutination assay (HA) using 1% rooster erythrocyte solution.
Statistics. In determining the average infectious and hemagglutinating activity o f a sample, we 

considered Р<0.05 as significant. We determined the significance o f difference between data by using 
Graphpad Prism 6 (Graphpad Software Inc., CA, USA).

O u tco m es. We cultured recombinant strains NIBRG-267 (H7N9) and NIBRG-268 in embryonated 
chicken eggs in a laboratory setting per appropriate datasheet specifications. We inoculated eggs by a 
0.2 ml dose o f 10-4 and incubated them in standard conditions at 360С and relative humidity o f air of  
55±5% for 48 hours. We collected virus-containing allantoic fluid after cooling the inoculated embryos 
and determined their infectious and hemagglution activity and their sterility. The research results are 
presented in table 1 .

Table 1 -  Results of testing avian influenza recombinant strains’ consistency with their datasheet specifictations

Recombinant strain name Hemagglutination activity Infectious activity, 
(log10 EID50) Sterility

NIBRG-267 (H7N9) 1:256 8.86±0.08 Sterile

NIBRG-268 (H7N9) 1:256 8.83±0.16 Sterile

Our tests showed that the viruses’ infectious and hemagglutionation activity corresponds to the 
datasheet specifications. The virus-containing materials obtained had an infectious activity that was not 
lower than 8.00lg10 EID50/cm3.

We aimed to obtain a viral mass with a higher infectious activity, therefore to optimize the viruses’ 
growth properties we used as incubation media chicken eggs from poultry farms in Kazkhstan that are 
free from type-A avian influenza. We determined the rate o f virus accumulation depending on the 
embryos’ age, the infective dose and incubation temperature.

The recombinant strain datasheets did not provide the age o f chicken embryos to be used; and we had 
to determine the optimal embryo age at RIBSP. To do this, we conducted tests to determine the rate of 
virus accumulation depending on the age o f chicken embryos. In our tests, we used embryonated chicken 
eggs 10, 11 and 12 days old. At the same time we conducted a trial to determine the effect o f incubation 
temperature on the accumulation of recombinant strains. We held the trial three times where we also 
determined the hemagglutionation and infectious activity o f the virus-containing material. The test results 
are provided in figure 1 and table 2 below.
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Figure 1 -  Growth characteristics of recombinant strains in eggs (a, b). The viruses were inoculated into eggs 
and grown at 340C+0.5 - 370C+ 0.5. Infectious titers were measured as EID50/ml (50% egg infectious dose per milliliter)

Table 2 -  Infectious and hemmaglutination activity of influenza virus recombinant strains

NIBRG-267 (K7N9)

Age of 
embryos

(34°С) + 0.5 (35°С) + 0.5 36 °C + 0.5 37 °C + 0.5

Titer 
in HA

Virus titer 
in log10 

EID50/0.2 ml

Titer 
in HA

Virus titer 
in log10 

EID50/0.2 ml

Titer 
in HA

Virus titer 
in log10 

EID50/0.2 ml

Titer 
in HA

Virus titer 
in log10 

EID50/0.2 ml
10 days 1:64 7.23± 0.24 1:512 8.83 ± 0.06 1:256 8.54 ± 0.22 1:128 8.00 ± 0.07
11 days 1:64 7.33± 0.16 1:256 7.91 ± 0.33 1:128 8.51 ± 0.15 1:64 8.20 ± 0.07
12 days 1:128 7.66± 0.08 1:256 7.83 ± 0.22 1:128 7.87 ± 0.15 1:128 7.85 ± 0.15

NIBRG-268 (K7N9)

(34°С) + 0.5 (35°С) + 0.5 36 °C + 0.5 37 °C + 0.5
Age of 

embryos Titer 
in HA

Virus titer 
in log10 

EID50/0.2 ml

Titer 
in HA

Virus titer 
in log10 

EID50/0.2 ml

Titer 
in HA

Virus titer 
in log10 

EID50/0.2 ml

Titer 
in HA

Virus titer 
in log10 

EID50/0.2 ml
10 days 1:64 7.58± 0.30 1:512 8.90 ± 0.06 1:256 8.41 ± 0.22 1:256 8.20 ± 0.07

11 days 1:64 7.41± 0.22 1:512 8.78 ± 0.15 1:128 8.28 ± 0.15 1:128 8.11 ± 0.07
12 days 1:64 7.50± 0.14 1:256 7.78 ± 0.07 1:256 7.50 ± 0.15 1:64 7.80 ± 0.15

Data from figure 1 and table 2 shows that the various incubation temperatures selected did not have 
any notable effect on the viruses’ accumulation rate or the recombinant strains’ infective activity. We 
observed virtually no death o f infected embryos during incubation. The higher virus accumulation rates 
occurred at the incubation temperature o f 350С+0.5 in 10-day old embryos. As a result, we chose the 
incubation temperature o f 350С+0.5 because NIBRG-267 (H7N9) had a high hemagglutination activity of 
1:512 and an infectious activity o f 8.83 ± 0.06 log!0 EID50/0.2 ml at this incubation temperature. The 
hemagglutination activity o f NIBRG-268 (H7N9) at 350С+0.5 totaled 1:512 while its infectious activity 
was at 8.90±0.06 logi0 EID50/0.2 ml.

Further, we conducted tests to identify the optimal time for incubating inoculated chicken embryos. 
In these tests, we incubated infected embryos for 48 and 72 hours. The incubated embryos produced 
virus-containing materials with the same hemagglutination activity (1:128). Therefore, for further tests we 
chose the incubation time o f 48 hours and incubation temperature o f 350С+0.5.

The consequent tests aimed to determine the rate o f virus accumulation depending on the infective 
dose. The tests relied on the growth conditions that we had identified as optimal: the temperature of 
350С+0.5, relative air humidity o f 55 ± 5%, and age o f embryontated chicken eggs o f 10 days. We 
inoculated embryos via the allantoic cavity with the doses o f 100, 1000, 10000, 50000 and 100000 EID50 
(figure 2).
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Figure 2 -  The accumulation rate of influenza viruses depeding on the infective dose (c)

Based on the test results, we determined that the optimal infective dose for recombinant strains 
NIBRG-267 (H7N9) and NIBRG-268 (H7N9) was 100000 EID50; this dose produces a highly active 
virus-containing material necessary for making semi-finished vaccine products.

D iscussion  a n d  C o n clu sio n . The recurrent outbreaks o f subtype H7 influenza virus with a pandemic 
potential have led to renewed research to develop similar type HPAI vaccines or update the strain 
composition o f existing commercial inactivated vaccines.

Data on culturing influenza virus recombinant strains NIBRG-267 (H7N9) and NIBRG-268 (H7N9) 
presented herein indicates that they can be used in developing subtype H7 highly-pathogenic avian 
influenza vaccines. The results of this research will serve as a basis for developing a new inactivated 
emulgated vaccine following the process previously used by RIBSP to design its commercial vaccine.

We applied the limiting dilution method to re-fresh NIBRG-267 (H7N9) and NIBRG-268 (H7N9) 
recombinant strains and prepared their stock and inoculation solutions that fully met quality and usability 
standards.

We identified the following optimal conditions for growing NIBRG-267 (H7N9) and NIBRG-268 
(H7N9) recombinant strains in embryonated chicken eggs: the infective dose 1000-10000 EID50; the 
embryo age 10 days; the incubation temperature 350С; and incubation time 48 hours.
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К О М М ЕРЦ И Я Л ЬЩ  ИНАКТИВТЕЛ1П Э М У Л ЬД ЕН ГЕН  ВА КЦ И Н А Н ЬЩ  
Ш ТАМ ДЫ Ц К[¥РАМ Ы Н Ж А Ц А РТУ М АКСАТЫ НДА Ц ¥С  Т ¥М А У Ы  

В И РУ С Ы Н Ы Ц  Н7 СУБТИП1Н 0С 1РУ  Ж А ГДА Й Ы Н  О Ц ТА Й ЛА Н ДЫ РУ

А ннотация. Макалада казiргi танда табигатта айналымда жYрген т^маудын жабайы штамына 
антигендiк жэне клайдтык касиеттерi жагынан жакын т^маудын H7 субтипiне карсы рекомбинантты 
штамын eсiру жагдайы онтайландырылды. Алынган зерттеу нэтижелерi к¥с т^мауыннын H7 субтипiне 
карсы коммерциялык инактивтелген эмульденген вакцинанын штамдык к¥рамын жаналау максатында 
колданылмак.
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NIBRG-267 (H7N9) жэне NIBRG-268 рекомбинантты штамдары кужаттык деректерге сэйкес тауык 
эмбриондарында eсiрiлдi. Эмбриондарга 10-4 дозада 0,2 мл келемде вирус жуктырылып, стандартты 
жагдайда 360С температурада жэне ауанын 55±5% салыстырмалы ылгалдылыгында 48 сагат бойы 
инкубацияланды. Зерттеу нэтижесiнде вирустардын инфекциялык, гемагглютининдiк белсендш пнщ  
кeрсеткiштерi кужаттык деректерге сэйкес келетш  аныкталды. Алынган вирусы бар материалдардын 
инфекциялык белсендiлiгi 8,00lg10 ЭИД50/см3 темен емес керсетшшке ие болды.

Кус тумауынын А типiнен таза Казахстан Республикасынын кус шаруашылыктарынан алынган тауык 
эмбриондарындарында вирусты eсiру Yшiн субстрат ретшде пайдаланып, инфекциялык белсендiлiгi жогары 
вирустык массаны алу максатында б1з вирустардын eсiру касиеттерш онтайландырдык.

Тумау вирусынын H7 рекомбинантты штамдарынын шеспе кужатында тауык эмбриондарынын жасы 
керсеплмегенджтен БК рРЗИ  жагдайында эмбриондардын онтайлы жасын аныктау кажет болды. Осы 
максатта 10, 11, 12 кYндiк тауык эмбриондары колданылды. Рекомбинантты штамдардын eсYiне инкубация - 
лау температурасынын эсерще б1р мезгiлде аныкталды.

Тандалыган эртYрлi температуралык режимдер тумау вирусынын рекомбинантты штамдарынын eсYiне 
жэне инфекциялык белсендш пне айтарлыктай эсер етпедi. Инкубациялау барысында жуктырылган 
эмбриондардын eлiмi болган жок. Вирустардын жиналуынын негурлым жогары кeрсеткiштерi 10 кYндiк 
эмбриондарды 35 + 0,50С инкубациялау температурасында байкалды. Нэтижеанде, Gi3 35+0,50С инкубация
лау температурасын тандап алдык, себебi осы температуралык режимде рекомбинантты штам NIBRG-267 
(H7N9) инфекциялык белсендiлiгi 8,83±0,06log10EID50/0.2mL кезiнде, 1:512 жогары гемагглютининдж 
белсендiлiктi кeрсетгi. Рекомбинантты штамнын NIBRG-268 (H7N9) гемагглютининдiк белсендш п 
35+0,50С инкубациялау температурасында 1:512, ал инфекциялык белсендiлiгi 8,90±0,06 log10EID50/0.2mL 
болды.

Эрi карай, вирус жуктырган эмбриондарды инкубациялаудын онтайлы мерзiмiн аныктау Yшiн 
зерттеулер жYргiзiлдi. Вирус жуктырылган эмбриондар инкубациялауга 48 жэне 72 сагатка койылды. 
Инкубациялау нэтижесiнде гемагглютининдiк белсендiлiгi бiрдей (1:128) вирусы бар материалдар алынды. 
Сондыктан одан эрi зерттеулер журпзу Yшiн тумау вирусын 35 + 0,5 0С температурада 48 сагат 
инкубациялау уакыты пайдаланылды.

Ары карай вирусты жуктыру дозасына байланысты eсу денгейi аныкталды. Зерттеулер Sis тандаган 
eсiру параметрлерiн колдана отырып жYргiзiлдi: 35+0,50С температура, ауанын салыстырмалы ылгалдылыгы 
55 ± 5%, тауык эмбриондары жасы 10 кундш. Эмбриондардын аллантоистык куысына 100, 1000, 10000, 
50000 жэне 100000 ЭИД50 дозаларында жуктырылды.

Алынган мэлiметтерге CYЙене отырып, рекомбинантты штамдарды онтайлы жуктыру дозасы 100000 
ЭИД,50, бул вакциннанын жартылай шишзатын алу Yшiн кажетгi, жогары белсендi вирустык материалдарды 
жинауга мYмкiндiк бередг

ТYЙiн сездер: тумау вирусы, рекомбинантты штам, вирус eсiру, вакцина.
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О П ТИ М И ЗА Ц И Я У С ЛО ВИ Я КУ ЛЬТИ ВИ РО ВА Н И Я ВИРУСОВ Г РИППА 
СУ БТИ П А  H7 ДЛЯ АКТУА ЛИ ЗА Ц И И  Ш ТАМ М ОВОГО СОСТАВА 

К О М М ЕРЧ ЕС К О Й  ИН А КТИ ВИ РО ВА Н Н О Й  ЭМ У ЛЬГИ РО ВА Н Н О Й  ВАКЦИНЫ

А ннотация. Оптимизированы условия культивирования рекомбинантных штаммов, близких по 
антигенным и клайдовым признакам к циркулирующим в природе диким штаммам вирусов гриппа субтипа 
Н7. Полученные результаты будут использованы при актуализации штаммового состава существующих 
коммерческих вакцин против гриппа птиц субтипа Н7.

Согласно паспортным данным в условиях лаборатории рекомбинантные штаммы NIBRG-267 (Н 7№ ) и 
NIBRG-268 были выращены в куриных эмбрионах. Эмбрионы были инфицированы вирусами в дозе 10-4 в

51



Известия Национальной Академии наук Республики Казахстан

объеме 0,2 мл и инкубированы в стандартных условиях при температуре 360С и относительной влажности 
воздуха 55±5% на протяжении 48 часов. В результате исследований установлено, что по показатели 
инфекционной, гемагглютинирующей активности вирусов соответствуют паспортным данным. Полученные 
вируссодержащие материалы имели инфекционную активность не ниже 8,00lg10 ЭИД5о/см3 .

С целью получения вирусной массы с более высокой инфекционной активностью в условиях 
использования в качестве субстрата для выращивания куриных эмбрионов из благополучных по гриппу птиц 
типа А птицеводческих хозяйств Республики Казахстан, нами оптимизированы культуральные свойства 
вирусов.

В сопроводительном документе рекомбинантных штаммов H7 вируса гриппа не указан возраст 
куриных эмбрионов и необходимо было определить оптимальный возраст эмбрионов в условиях ИИИМЬБ. 
Для этой цели были использованы РКЭ 10, 11, 12 сут. возрастов. Одновременно определено влияние темпе - 
ратуры инкубирования на накопливаемость рекомбинантных штаммов.

Выбранные температурные режимы инкубирования не оказывают заметного влияния на накопляемость 
вирусов и инфекционную активность рекомбинантных штаммов вируса гриппа, выращенных при различных 
температурных режимах. Гибель инфицированных эмбрионов в процессе инкубирования практически 
отсутствует. Более высокие показатели накопляемости вирусов отмечается при температуре инкубирования 
350С+0,5 на 10 суточных эмбрионах. В результате нами было выбрано 350С+0,5 температуры инкубирования 
поскольку при данном температурном режиме рекомбинантный штамм NIBRG-267 (H7N9) показал высокую 
гемагглютинирующей активности 1:512 при инфекционной активности 8,83±0,06log10EID50/0.2mL. Гемаг- 
глютинирующая активность рекомбинантного штамма NIBRG-268 (H7N9) при 350С+0,5 составило 1:512, а 
инфекционная активность 8,90±0,06 log10EID50/0.2mL.

Далее были проведены исследования по определению оптимальных сроков инкубирования 
инфицированных эмбрионов. Зараженные эмбрионы были заложены для инкубирования на протяжении 48 и 
72 часов. В результате инкубирования получены вируссодержащие материалы с одинаковой гемагглю
тинирующей активностью (1:128). Поэтому для дальнейшего исследования использованы сроки инкубирова - 
ния вирусов гриппа в течение 48 часов при 350С+0,5.

Определен уровень накопления вируса в зависимости от заражающей дозы. Исследования проводили с 
использованием выбранных нами параметров культивирования: температура 350С+0,5, относительная влаж
ность воздуха 55±5 %, возраст РКЭ 10 суток. Эмбрионы заражали в аллантоисную полость в дозах 100, 1000, 
10000, 50000 и 100000 ЭИД50

Исходя из полученных данных оптимальной заражающей дозой для рекомбинантных штаммов является 
100000 ЭИД50, позволяющая наработать высокоактивный вируссодержащий материал, необходимой для 
получения вакцинного полуфабриката.

Ключевые слова: вирус гриппа, рекомбинантный штамм, культивирование, вакцина.
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