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(5 7) Anotace:

ReSeni se tykd kombinované vakciny proti
kokcidiéze driibeZe, ktera se sklad4 z linif druhtt
rodu Eimeria, jejichZ patogenita byla oslabena
zkracenim vyvojového cyklu, zejména Eimeria
maxima, Eimeria acervulina a Eimeria brunetti.
U linif Eimeria tenella, Eimeria mitis, Eimeria
praecox a Eimeria necatrix byla patogenita osla-
bena adaptaci na rlist v kufecich embryich a
dlouhodobym paséZovanim v kufecich embry-
ich. V jedné vakcinaéni dévce je obsaZen pii-
sludny stejny podet oocyst jednotlivych linii,
pfitemZ uéinnosti bylo dosaZeno jiZ pfl pouZitf
bivalentni vakciny o sloZenf Eimeria tenella a

Eimeria acervulina.
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Oblast techniky

Vyndlez se tykd vakciny proti kokcididze drubeZe.

Dosavadni stav techniky

Kokcidiéza je onemocnéni ruznych druhl hospodarskych zvirat,
zejména kura domdciho vyvolavané parazitickymi prvoky, zejména
rodu Eimeria, jehoZ ndsledkem je zhorSeni prfirdstkd hmotnosti,
zvySeni spotfeby krmiva a popripadé idhyn nakaZenych zvirat.
V soudasné dobé se prevence provadi vétsSinou kontinudlnim podava-
nim antikokcidik v krmivu. Tento zplsob prevence mad radu nevyhod
spod¢ivajicich ve vyvoji resistence k pouZivanym preparatim,
v moznych residuich téchto latek v jatecnych produktech a v zabné
vyvoje prirozené imunity proti kokcididze, kterd je velmi duleZi-
td pro drubeZ odchovanou za ucelem sndsky vajec pro konsumni c¢i
rozmnozZovaci G¢ely. Dal$im zpUsobem prevence kokcidiédzy je vakci-
nace dribeZe pomoci vakciny zaloZené na patogennich ¢i atenuova-
nych liniich ruznych druhl kokcidii. P¥i pouzZiti patogennich dru-
hit kokecidii pro vakcinaci dochdzi k prechodnému sniZeni uZitko-
vosti vakcinované drubeZe a zejména prarodicovské linie jednotli-
vych plemen 3jsou na .infekci patogennimi kokcidiemi tak citliveé,
Ze je nelze k vakcinaci vibec pouit. Doposud jsou znamy jen dva
zpusoby oslabovéni patogenity kokcidii. Long (1965, Nature, 208:
509 a J.of Comparative Patholog, 82: 429 aZ 437) zjistil, Ze kok-
cidii Eimeria tenella lze adaptovat na rust v kufecich embryich
a Ze po dlouhodobém pasdZovédni dochdzi ke sniZeni jejich patoge-
nity, pfidemz stability této vlastnosti je dosaZeno po 60 pasa-
Zich v kufecich embryich. Jeffers (1977, J.Parasitol., 61: 1083
aZ 1090) zjistil, Ze patogenitu lze oslabit téZ rizenym zkracova-
nim vyvojového cyklu ruiznych druht kokcidii. Linie kokcidii, je-
jichZ patogenita byla oslabena timto druhym zpisobem, byly pouZi-
ty McDonaldem a Shirleym pro pr¥ipravu vakciny proti kokcidiim ku-
ra domaciho EP &. 0256 878. Oocysty kokcidii pouzivané k vakcina-
ci Jjsou v tomto p¥ipadé =ziskdvadny z trusu infikovanych kurat.
Z literdrnich Gdajl je zndmo (nap¥. Michajlovié et al., Acta ve-
terinaria, Beograd, 1980, 30:143 aZz 147), Ze pr¥ri infekci kurat
Newcastelskou chorobou mohou virové partikule vyvolavajici toto
onemocnéni prechdzet i do oocystkokcidii, zejména druhu Eimeria
tenella. Takto se mohou oocysty kokcidiil ziskavané na Kkuratech
a pouZivané k vakcinaci stdt zdrojem této ndkazy pro dalsi kura-
ta. Oocysty kokcidii jsou velmi odolné vGc¢i bézZnym desinfekénim
prostfedkim a v prostfedi, kde se s nimi pracuje, ¢i kde je pri-
tomna dribeZ, je velmi obtiZné zabrdnit kontaminacim pri pasdzZo-
vdni kokcidii jednoho druhu ¢i jedné linie oocystami jinych druht
kokcidii. Toto nebezpeci se vyrazné zvysSuje jednak pri nutnosti
udrzovat velké poc¢ty kurat kokcidii prostych aZ do stdf¥i minimdl-
né t¥i tydnu pro potreby prumyslové produkce riznych druhd kokci-
dii 7a A1dcelem vyroby vakciny nebo jednak pomnoZovani rychlenych
linii kokcidii, protoZe jejich reprodukéni potencidl je nizsi,
nez potencidl patogennich kmena kokcidii, takze pripadnéd kontami-
nace zpusobi prevlddnuti oocyst patogenniho kmene v produkovanych
oocystach. Toto je obzvlast dlileZité pro E.tenella, nejvétidiho
kokcidiového patogena u drubezZe. Dalsi nevyhodou je nebezpeci
kontaminace oocyst ziskanych z trusu infikovanych ku¥at patogen-
nimi bakteriemi (nap¥. salmonelami).
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Podoba vynalezu

Uvedené nevyhody 2z velké ¢asti odstranuje vakcina proti kok-
cidiéze drlUbeZe, zejména na bdzi 1linii rodu Eimeria, jejichz
patogenita byla oslabena, za pritomnosti bézZného nosice a adju-
vants, podle vyndlezu, JjehoZ podstata spoc¢ivd v tom, Ze jedna
vakcinaéni dévka obsahuje .

100 azZ 1000 oocyst Eimeria tenella a

100 aZ 600 oocyst Eimeria acervulina.
Patogenita linie Eimeria tenella byla oslabena adaptaci na rust
v kurecich embryich a dlouhodobym pasdZovanim v kufecich embryich
na patogenita linie Eimeria acervulina byla oslabena zkrdcenim
vyvojového cyklu.
Vakcina podle vynalezu vyhodné obsahuje v jedne vakcinaéni davce
100 az 1000 oocyst Eimeria tenella a

100 aZ 600 oocyst Eimeria acervulina, popripadé

50 az 600 oocyst Eimeria maxima a/nebo

100 aZz 600 oocyst Eimeria praecox a/nebo

100 aZ 600 oocyst Eimeria mitis a/nebo

100 aZ 600 oocyst Eimeria brunetti a/nebo

100 aZ 1000 oocyst Eimeria necatrix.
Patogenita 1linii Eimeria tenella, Eimeria mitis, Eimeria neca-
trixa Eimeria praecox byla oslabena adaptaci na rast v kurecich
embryich a dlouhodobym pasdZovdnim v kurecich embryich.
Vakcina podle vyndlezu ddle obsahuje v jedné vakcinaéni davce

200 aZ 500 ooccyst Eimeria tenella a

200 aZ 500 oocyst Eimeria acervulina.
Patogenita linie Eimeria tenella byla oslabena adaptaci na rust
v kurecich embryich s dlouhodobym pasdZovdnim v kufecich embry-
ich.
Vakcina podle vyndlezu ddle obsahuje v jedné vakcinaéni dévce

200 aZ 500 oocyst Eimeria tenella a

200 aZ 500 oocyst Eimeria acervulina, popripadé

200 aZ 500 oocyst Eimeria maxima.
Patogenita linie Eimeria tenella byla oslabena adaptaci na rist
v kurecich embryich a dlouhodobym pasdZovanim v kurecich embry-
ich.
Vakcina podle vyndlezu dale obsahuje v jedné vakcinac¢ni davce

200 aZ 500 oocyst Eimeria tenella a

200 aZ 500 oocyst Eimeria acervulina, popripadé

200 aZ 500 oocyst Eimeria maxima a/nebo

200 aZ 500 oocyst Eimeria praecox a/nebo

200 aZ 500 oocyst Eimeria mitis a/nebo

200 aZ 500 oocyst Eimeria brunetti a/nebo

200 aZ 500 oocyst Eimeria necatrix.
Patogenita linii Eimeria tenella, Eimeria mitis, Eimeria necatrix
a Eimeria praecox byla oslabena adaptaci na rust v kurecich em-
bryich a dlouhodobym pasdZovanim v kufecich embryich.
Linie kokcidii rodu Eimeria s oslabenou patogenltou byly odvozeny
od mate¥skych kmend kokcidii

Eimeria tenella CH/CS 1966/01,
Eimeria acervulina CH/CS 1966/01,
Eimeria maxima J/CS 1982/01,
Eimeria brunetti CHR/CS 1988/01,
Eimeria praecox TR/CS 1987/01,
Eimeria mitis BY/CS 1985/01 a

Eimeria necatrix I/CS 1988/02.
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Vakcina podle vyndlezu se ziskd tak, Ze oocysty druhu Eime-
ria tenella, Eimeria mitis, Eimeria necatrix a Eimeria praecox,
jejichZz patogenita byla oslabena adaptaci na vyvoj v kurecich em-
bryich a dlouhodobym pasdZovanim v kurecich embryich metodou pop-
sanou Longem (1965, 1972), a oocysty druhli, které nelze adaptovat
na rust v kufecich embryich, tj. Eimeria brunetti, Eimeria maxima,
Eimeria acervulina, takZe jsou ziskdny z trusu kurat infikovanych
kokcidiemi, jejichz patogenita byla oslabena zkrdcenim vyvojového
cyklu metodou popsanou Jeffersem (1977), se smichaji tak, aby 1
ml koneéné suspenze obsahoval 10 aZ 100 tisic oocyst Eimeria te-
nella, 10 aZ 60 tisic oocyst Eimeria acervulina a oocysty dalsich
poZadovanych druhti v odpovidajicim mnozstvi. Suspenze oocyst je
konzervovana 2,5% roztokem dvogchromanu draselného ¢&i 1% roztokem
chloraminu.

Pri pouzivani kufecich embryi z chovi prostych Newcastleské
chroby je eliminovdno nebezpeé¢i prenosu této choroby vakcinou
a taktéZ pri pripadné Kkontaminaci kurecich embryi patogennimi
kokcidiemi je Jjejich pomnoZeni potladeno, protoZe produkéni
schopnost linii adaptovanych na kufeci embrya je podstatné vyssi.

Vakcina podle vyndlezu se aplikuje tak, Ze po 2 az 3 h 2Zi-
znéni se podd kuratum vakcina naredénd pitnou vodou na objem,
ktery kurata vypiji do 2 hodin.

Grafy 1 aZz 2 demonstruji prubéh snasky u slepic hybrida
Hisex hnédy vakcinovanych béhem odchovu proti kokcididze
bivalentni vakcinou obsahujici oocysty druht Eimeria tenella
a Eimeria acervulina na farmé S.

Grafy 3 aZ 4 demonstruji prubéh snasky u slepic hybrida Hi-
sex hnédy osetrovanych béhem odchovu antikokcidiky.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Vysporulované oocysty linie Eimeria tenella oslabené pasazZo-
vdnim na kufecich embryich se vysterilizuji pusobenim antiforminu
po dobu 30 aZz 60 minut. Po odstranéni antiforminu centrifugaci
jsou 2z oocyst ve fyziologickém roztoku uvolnény sporocysty
a z nich pomoci trypsinu a Zlucéi plsobici na sporocysty 60 min.
p¥i 41 °C asporozoity. Po vymyti trypsinu jsou sporozoity inoku-
lovdny v mnoZstvi 5 aZ 30 tisic do alantois kufecich embryi sta-
rych 10 aZ 13 dni. Kureci embrya Jjsou udrZovdna pri teplote
38 °C. Sedmy den po infekci jsou embrya usmrcena a urdtové shluky
obsahujici nové oocysty vyjmuty, oocysty jsou pak rozvolnény opa-
trnou homogenizaci urdtovych shlukll a po kratkém natrdveni anti-
forminem vysporulovdny v roztoku dvojchromanu draselného. Timto
zpusobem lze pripravit téz oocysty druhi Eimeria mitis a Eimeria
praecox. Takto ziskané oocysty jsou uchovavany v 2,5% roztoku
dvojchromanu draselného ¢i 1% roztoku chloraminu pri 4 °C. Oocys-
ty oslabenych 1linii, které nelze pasdZovat na kufecich embryich,
jsou ziskavany infekci kurat. Jednodenni sexovani kohoutci snas-
kovych plemen kura domdciho jsou umisténi v klecich v prisné izo-
laci za 1celem zabranéni kontaminace patogennimi kmeny kokcidii
a krmeni dietou obsahujici G¢inné Sirokospektré antikokcidikum az
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do stari minimdlné tr¥i tydni. Za dva dny po prevedeni na krmeni
bez antikokcidik jsou kufata infikovdna davkou 5 aZ 100 tisic oo-
cyst 2ddaného druhu kokcidii. Dle délky prepatentni periody dané-
ho druhu kokcidii je pak zahdjen sbér trusu obsahujici oocysty,
ktery probihd 2 az 3 dny. Oocysty jsou bezprostredné izolovany
z trusu flotaci Vv nasyceném roztoku chloridu sodného a po Jjeho
vymyti vodou probihd sporulace v 2,5% roztoku dvojchromanu dra-
selného, ¢&i jiném prostfedku zabrarnujicim mnoZeni bakterii, za
soudasného okyslicovani  probublavédnim vzduchu. Vysporulované
oocysty jsou uchovavany v 2,5% roztoku dvojchromanu draselného ¢i
v 1% roztoku chloraminu pfi 4 °C a pouzivany pro pripravu vakci-
ny.

Vlastni priprava vakciny spoc¢ivd ve smichdni suspence oocyst
po- 2adovanych druht kokcidii v takovém poméru, aby 1 ml vakciny
obsahoval 50 tisic oocyst Eimeria tenella, tj. 100 vakcinacénich
davek na jedno kure. MnoZstvi ostatnich druhd kokcidii zahrnu-
tych do vakciny se 1iSi podle druhu a to tak, Ze miZe byt na 5
oocyst Eimeria tenella 2 aZ 5 oocyst Eimeria acervulina a Eimeria
maxima, pri¢emZ u druhl Eimeria brunetti, Eimeria praecox a Eime-
ria mitis je pomér jejich oocyst k oocystam Eimeria tenella 1l:1.
Oocysty jsou konzervovany 2,5% roztokem dvojchromanu draselného
¢i 1% roztokem chloraminu. Takto prfipravend vakcina se podava ku-
fatium starym 7 aZ 10 dnd v pitné vodé naredéné na objem, ktery
kurata vypiji za cca 2 hodiny, pricemZ pred palikaci vakciny je
kuratim v drubeZdrné zamezen pristup k vodé na cca 2 hodiny.

Vakcina podle vyndlezu byla odzkousena k vakcinaci brojlert
a chovnych kufat. Vysledky Jjsou shrnuty v tabulkdch T aZ TIIT
a prilozZenych grafech 1 az 4. :

Z tabulky I a II vyplyva, Ze uUc¢innost bivalentni vakciny ob-
sahujici oocysty atenuovanych 1inii kokcidii druhd Eimeria te-
nella a E.acervulina je srovnatelnd s Wc¢innosti antikokcidik ve
vykrmu brojleru.

Z tabulky III vyplyvd srovnatelnd Ucinnost jednotlivych typa
vakcin proti kokcididéze, obsahujici rtzné druhy kokcidii ve vy-
krmu brojlert.

Z grafd 1 az 4 vyplyvd srovnatelnd Uc¢innost bivalentni vak-
ciny obsahujici druhy E.tenella a E.acervulina v odchovu snisko-
vych plemen slepic 61 300 kusl s osSetfovdnim antikokcidiky (tak-
téZ 61 300 ks). Nastup do sndsky a jeji prubéh byl v obou pripa-
dech obdobny.

Primyslova vvuZitelnost

Vakcinu proti kokcididze drlbeZe na bazi linii rodu Eimeria
oslabenou patogenitou 3je moZné vyuzit k vakcinaci brojlert
a chovnych kurat.
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PATENTOVE NAROKY

Vakcina proti kokcididéze drlbeZe na bdzi 1linii rodu Eimeria,
jejichZ patogenita byla oslabena, za pritomnosti bézZného nosi-
¢e a adjuvants, vyznacujici se tim, Ze jedna vakcinacé¢ni davka

obsahuje
100 aZ 1 000 oocyst Eimeria tenella a
100 az 600 oocyst Eimeria aceruulina,

pricemZ patogenita linie Eimeria tenella byla oslabena adapta-

¢i na rist v kurecich embryich a dlouhodobym pasdZovanim v ku-

fecich embryich a patogenita linie Eimeria acervulina byla
oslabena zkrdcenim vyvojového cyklu.

Vakcina podle bodu 1., vyznacujici se tim, Ze jedna vakcinacéni
davka obsahuje

100 aZz 500 oocyst Eimeria tenella a

100 az 500 oocyst Eimeria acervulina.

Vakcina podle bodu 1. az 2., vyznacdujici se tim, Ze jedna vak-
cina¢ni davka ddle obsahuje

50 az 600 oocyst Eimeria maxima a/nebo

100 az 600 oocyst Eimeria brunetti,
které jsou oslabeny zkrdcenim vyvojového cyklu.

Vakcina podle bodu l. az 3., vyznacujici se tim, Ze jedna vak-
cina¢éni davka dédle obsahuje

100 az 600 oocyst Eimeria praecox a/nebo

100 a2 600 oocyst Eimeria mitis a/nebo

100 aZ 1 000 oocyst Eimeria necatrix, S
pricemZz u druhd Eimeria brunetti, Eimeria praecox a Eimeria
mitis je pomér jejich oocyst k oocystadm Eimeria tenella 1:1,
kdy patogenita 1inii Eimeria praecox, Eimeria mitis, Eimeria
necatrix byla oslabena adaptaci na rust v kufecich embryich

- a dlouhodobym pasdZovanim v kurecich embryich.

Vakcina podle bodd 1. azZ 4., vyznacujici se tim, Ze jedna vak-
cina¢ni davka obsahuje

200 az 500 oocyst Eimeria maxima a/nebo
200 az 500 oocyst Eimeria praecox a/nebo
200 az 500 oocyst Eimeria mitis a/nebo
200 az 500 oocyst Eimeria brunetti a/nebo
200 az 500 oocyst Eimeria necatrix.

2 vykresy
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