sotiiianoa| POPIS VYNALEZU | 202 252

K AUTORSKEMU OSVEDEEN] | "

(61)
(23). Vystavni priorita }
(2 Pt (51) Int. Cl3 A 61 K 39/14%

(21) py 3286-78 : : ‘

URAD PRO VYNALEZY
(40) Zvefejnéno 30 04 80

A OBJEVY (45) Vydano 31 01 83

(75) ,
Autor vyndlezu  JERABEK JAN doc. MVDr. CSc., BRNO g
SIMKOVA LUBOSLAVA ing., BRNO

(54)  Vakcina proti myxomatdéze krdliki a zphsob jejf vyroby

Predmétem vynélezu je vakcina proti myxomatdze krdlikd a zpisob Jeji vyroby, ktergm
se ziskd Zivy kmen Shopeho viru infek&niho fibromu, vhodny k vaekcinaci klinicky zdravgch

krdlikd proti myxomatdze.

V soutasné dob& se k vekcinaci krélikd pouZivé v {SSR 1yofilizované vakcina plipra-
venéd ze Shopeho viru infek¥nfho fidbromu, ktery je mnoZen v ki%i um¥le infikovanych kré-
1{kd. '

V zahrani¥i jsou poufivény k imunoprofylaxi myxomatdzy krélikd vekciny plipravené
budto ze Shopeho viru infekdniho fibromu, ktery je mnoZen v ki%i umdle infikovanych kré-
11kx& nebo apatogenni vakciny, pripravené z myxomatdzniho viru, ziskaného oslabenim a po-

mnoZenim na bund&nych kulturéch.

Uvedené vakciny jsou v riznfch stétech vyrdb&ny a pou¥ivény pod rdznym komer&nim
oznalenim, obvykle jsou distribuovédny v lyofilizoveném stavu a pPed aplikaci krdlikdm Jjsou
fedény zr¥edovedi. U vakciny proti myxomatéze pripravené ze Shopeho viru infek®niho fibro-

mu se ve Francli poudivall pro zvj¥eni utinnosti rdznd adjuvancia /francouzsky patent
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Nevyhodou uvedenych vakein Je, Ze

a/ pti dosavadni vyrob& vakein ze Shopeho/viru infek&niho fibromu jsou pouZivéni krdlici,
Nejenom, Ze mno¥en{ viru na krélfcich je zna¥nd pracné, pomdrn¥ ndkladné a zdlouhavé,
ale pri pfipravé vekeiny se nepracuje s naprosto standardnim substrdtem /krdliky/ pro
pomnofovéni viru a tak nelze vylou¥it ani pf{padnou kontaminaci vakciny virem myxoma-

tézy,

b/ p*i pouffvéni apatogennich vakcin pripravenych z myxomatdzniho viru nent jisté, %e po-
u¥ivené modifikovené kmeny viru myxomatézy Jjsou natolik stabilni, aby v prirozengch
podminkdch p#i moZném pasdZovéni na krdlic{ich nemohly nabft virulence.

Uvedené nedostatky p¥i piipravé vekciny proti myxomatdze ze Shopeho viru infek&niho
fibromu na krélicich odstranuje zplsob vyroby vaekciny SFT /Shopeho virus infek#n{iho fibro-
mu mno¥eny na tkénovych kulturdch/ podle vyndlezu., Jeho podstatou je, Ze vakcina obsahuje
2ivy kmen Shopeho viru infek&niho fibromu CAPM V=200 adaptovany na liniové bunky kréli-
&ich ledvin RK13.‘V monolayeru bunék pomnoZeny adaptovany virus slou?{f k pfipravé vakciny,
kterd obsahuje 4 000 a% 40 000 ID50/1‘0m3 Shopeho viru infek¥nfho fibromu. Vekcina se lyo-
filizuje a pred aplikaec! krdlfkdm se Pedtf zPedovadem, Jako zredovad se pou¥ivd Earleho mé-
dium nebo pufroveny fyziologicky roztok. Vakcine ptipravend podle vyndlezu je pou¥itelnd
k'imunoprofylaxi myxomatézy krdlikd misto dosavadni vakeiny, k jeji% piipravd byl pousf-

vén Shopeho virus infekdnfiho fibromu pomnoZovany na krélicich,

Pokrokem vakciny a zpdsobu Jjej{l vyroby ﬁodle vyndlezu je zejména to, Ze pPi vyrobd

- vakeiny nejsou pou¥fvéni krélici. Pokrokem Je rovn&% skutednost, Ze vyroba vaekciny je vele
mi aednoduché a pouZité vyrobni procesy zarudujf jeji standerdnost. K zjednodudeni a zlev-
n&ni provozu pPi pripravé prispivé zavedeni bun¥¥né linie a levného kultivadniho médla pro

multiplikeci viru.

PRIKLAD

Vekeinu predstavuje lyofilizét suspenze viru, bun¥ného detritu, poufitého média
& lyofilizadntho média. Pro piipravu vakciny jsou pou¥fvény ndsledujici ingredience:
1/ virus, 2/ monolayer buné&hé kultury linie RK13, 3/ médium MEM /Eagle/ nebo médium pod-
le Earleho, 4/ lyofiliza¥ni médium.

Ad 1/ Virus byl ziskén adaptaci Shopeho viru infek#nfho fibromu na buné&énou linii
krdlidi ledviny RK13. Vychozim kmenem pro adaptaci na bundZnou linii byle komeréni vakcie
ne proti myxometdze krélfkd, vyrdb&ns v ESSR Biovetou v Ivanovicich na Hené. Ne bundénou
linii RK13 adaptovany kmen viru byl uloZen v Ceskoslovenské sbirce mikroorganismi, sbirka
zoopatogennich mikroorgenismi, Vyzkumny Ustav veterindrniho léka¥stvi, Brno 21, Medlénky,

jako lyofilizovand kultura kmene SFT = Shopeho viru infek&nfho fibromu, pridem? byl kmen



zetazen do sbirky pod &. CAPM V=200,

a4d 2/ BundZnou kulturu phedstavuji bunky linie krdliéi ledviny RK13, pomnoZované

v referenéni laboratoti,

Ad 3/ K pPipravé vakciny je moZno pou¥it médium MEM /Bagle/ nebo médium

a/

b/

e/

a/

Ad

Médium MEM pouzivané k pripravé vakciny:

Zésobni MEM

/Ustav sér a ofkovacich ldtek, oborovy podnik, Praha/
HZO redestillata '

Roztok hydrogen uhli&itanu sodného 7,5% SEVAC

/Ustav sér a otkovaecich ldtek, oborovy podnik, Praha/

Penicilin

Streptémycin

Ristové médium pro linii buné&k RK13:

Médium MEM pou?ivané k pripravé vekciny

Sérum bovinni pro tkénové kultury

Slo¥eni Earleho médis, pou¥iveného k piipravé vekciny:
NaH003

NaCl

KC1

&.’aCl2

MgSO4 . TH,0

NaZHPO4

Glukoza

Lektalbuminhydrolyzét

Kvasnicovy extrakt /Yestolate Difco/
Fenolové &erven

Penicilin

Streptomycin

HZO redestillata

Rastové médium pro linii bunék RK13:
Barleho médium pouZivané k piipravé vakciny

Sérum bovinni pro tkénové kultury

4/ Slo¥eni lyofiliza¥nfho média:
Zelatina pro bakteriologii
Sachardza

NaZHPO4 . 12 HZO

KH2P04

H20 redestillate
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Na 1 cm3 virové suspenze je p¥idéno 0,5 em3 tekutého lyofilize¥niho média.
Poznémka: moZnou variantou je pouZiti suchého média, sudeného na Niro atomizéru, sterili-

zovanéno zddenim v dédvce 2,5 Mrad., Kvantitativnt poméry vyjédrené v gramech sudiny Jsou
obdobné,

Postup p¥i pPfpravé vekciny:

A, PeséZovdni kultur bun¥&né linie RK13.
Subpaséd¥e bun&&né linie RK13 Jjsou ptipravovdny z dobre narostlych kultur v Rouxovych -
lahvich obvykle v tydennich intervalech. Po odstran¥ni rdstového média je kultura opléch
nuta roztokem versen~trypsinem, ktery ppi pokojové teplotd plsobl na kulturu 5 minut.
Potom je versen-trypsin dekantovédn a léhve obrécené porostlou ¥dst{ vzhiru jsou dény do
termostatu /37°C/ na 20 minut. Po slitf zbytkd versén-trypsinu Jsou uvoln&né bunky sus-
pendovény v médiu MEM /viz 3b/ /. Z jedné Rouxovy léhve jsou zprav;dla pripravovény 3
léhve o stejném obsahu,
Poznémka: versen = Chelaton III Pe8. = 010H14N2Na208 « 2 H20, Lacheme Brno, (SSR.

B. PFiprava kultur bunséné linie RK13 pro infekci virem.

P¥iklady provedeni:

1, pi{kled: pro infekci virem jsou pou¥ivény 3 dny staré monolayery bunZk linie RK13,‘
pflpravené steanym zplsobem jeko p#i pasd¥ovéni kultur bunZ¥né linie RK13 /viz bod A. Pa-
sé¥ovéni kultur bund¥né linie RK 3/. :

2. priklad: pro infekei virem jsou pouZivény 3 dny staré monolayery bundk linie RK!B’
ptipravené stejnym zpisobem jako pri pasé!ovéni kultur bund¥né linie RK|3 s tim rozdfilem,
fe Jjeko rdstové médium je pouZito médium podle Earleho /viz bod 3d//. Toto médium je moZno
pouZit pouze pfi priprav® bun¥¥né kultury urlené k infekci virem, Médium podle Earleho ne~-
ni mo¥no pou¥ft pri bé&Zném pasé¥ovani kultur bund¥né linie RKIB'

C. Vlastni p¥iprava vakciny.
Narostly monolayer bundk RK13 Je infikovén popsanym, na tuto bun¥¥nou linii adaptova-
nym, zdsobnim virem "na sucho" a po pdlhodinové adsorbei Je obsah kultivadni nddoby doe

pln&n devitindsobnym mnoZstvim média podle ndsledujfcich pifkladd provedeni:

1. pPikled: v pripad®, %e bunky RK, 3 byly pred infekci kultivovény v rdstovém médiu MEM
/viz bod 3b//, je mo¥no doplnit médium MEM /viz 3a// nebo médium podle Earleho /viz 3c¢//.

2, p¥ikled: v piipad¥, Ze bunky RK13 byly pred infekci kultivovény v médiu podle Earle-
ho /viz 3d//, je dopln&no médium podle Earleho /viz 3c¢//.

Po dopln¥ni médie probihd kultivace vakcinadniho viru staciondrnim zpdsobem pri teplo-
t& 37°% o pti dodr¥ovéni zdsad sterility. Ctvrty den po infekeci, kdy je moZno na infikova-
nych bunkéch pozorovat virazny cytopaticky efekt, jsou infikované kultury trikrét zmrazeny

. a rozmrazeny. Ziskand suspenze predstavuje vakcina®ni virus, ktery je mo¥no po pridéni lyo-



filizadniho média lyofilizovat a distribuovat,

Titrace sklizeného viru i lyofilizované vakciny Jje provdd&na intradermdlni testaci ns

krdlicich. V 0,25 em3 suspenze musi byt nejméné 103 ID50 po vypo¥tu podle Reeds a Muencha.

Rozfedénim 4 cm3 lyofilizovaného viru ve 20 cms zdedovade je pripraveno 20 vakcina&nich

dévek. Jako ziedovale je mo¥no pousft médium podle Earleho /viz 3c¢//, ve kterém nemusi byt

pfitomen laktalbuminhydrolyzét, nebo pufrovany fyziologicky roztok o sloZeni:

NaCl ’ : 8,0C g
KC1 0,20 g
Ne,HPO, o 12 Hy0 o 2,38 &
KH,PO, Ry
H,0 destillata ad 1000  cmd

vysledné pH 7,4

D. Ov&rovén{ nedkodnosti a ulimnosti vakeciny SFT.

Zkouska neskodnosti

a/

b/

c/

a/

e/

Podstata zkoulky:

Touto zkoudkou se zjistuj{ zmény zdravotniho stavu po aplikaci vakciny pokusnym kré-
1{x0m. |

Pokusni krdlici:

Ke zkoudce jsou pou¥iti 4 proti myxomatéze nevakcinovani klinicky zdravi krdlici

o hmotnosti 1,5 a% 2 kg. |

Postup zkousky:

Dvéma krdlikim se ost®*{hé srst na hi¥betd a kaidému se aplikujf intradermdlné 3 cm3
komer&ni vakciny 12 vpichy a 0,25 cm3.

Dvéma krélfkdm se komerdni vakcina aplikuje subkuténn&, kaZfdému 3 cm3 rozdélend do
dvou mist /za lopatku/.

-Posduzeni zkoudky:

Krédlici jsou pozorovédni 21 dnd, b&hem této doby nesmi onemocndt infekni chorobou
p¥enosnou na kréliky.

Dvéma krdl{kdm se mus{ v mistech intradermdlni splikace vakciny vyvinout fibromy ve-
likosti hrachu a% bobu a nesm{ dojit ke generalizaci fibrometézy. “

U dvou krdlikd, kterym byla vakcina eplikovéna subkuténné, nesmi dojf{t ke éene-
ralizaci fibrometdzy a k véd¥n&jsim mistnim zm¥ndm. Drobné zduren{ ve form¥ lokdlniho
fibromu v mist® subkutdnni aplikace vakciny neni zévadou, zpravidla se do ukonleni
pozorovaci{ doby bez nésledki vstiebd.

Vysledky zkoulek neskodnosti s vakcinou SFT:
Doposud provedenymi zkouSkami nedkodnosti s vakcinou SFT bylo prokézéno, Ze tato vak-
Ginﬁ je nedkodnd nejenom pro kréliky o hmotnosti 1,5 a% 2 kg, ale i pro mlddata po

odstavu.

Zkouska 1&innosti

a/

Podstata zkoudky:



1,

2.

3.

Zkouskou se prokazuje odolnost zdravych vakcinovanych krdlikl na um¥lou infekci kon-
stantni ddvkou viru myxomatdzy. ' -

b/ Postup zkousky:
Ke zkoudce je poufito 8 klinicky zdrévych krélikd. Ka¥dému krdlikovi je subkuténng
aplikovdn za lopatku 1 cm? komer&ni vakeiny. Po 9 dnech Jjsou krdlfci infikovéni vi-
rem myxomatdzy subkuténn® na opa¥né strand ne# byli vakoinovéni. KaZdy krélik je in-
fikovén kon§tantni dédvkou 1 cm3, obsahujiei 1000 ID50 viru nyxomatézy, z toho po Jed~
né kapce virulentni{ suspenze je vetfeno oboustranné& do spojivkového vaku. Soudaend
jsou stejnym zplsobem infikovédni 2 kontrolni krélici,

¢/ Posouzeni zkousky: '
B&hem pozorovaci doby 21 dni musi nejmén& 6 z £ vakcinovanych krdlfki /75 %/ odolat
-infekci virem myxomatdzy. Dva kontroln{ krdlfci v3ak musi b&hem pozorovaci doby 21 )
dnd onemocn&t klinicky zjevnd myxomatdzou.

d/ Vysledky zkoudek u¥innosti s vekcinou SFT:
Doposud provedenymi zkouskemi d8innosti byla u vakciny SFT prokézéne vy3s{ d&innost
ne¥ uvedenych 75 %.

PREDMET®D VYNALEZU

Vakcine proti myxometdze krdlikl vyznedujici se tim, Ze obsahuje Zivy kmen Shopeho vim
infek&niho fibromu CAPM V-200 v mnoZstvi{ od 4000 do 40000 ID50/1 cm3 v lyofilizovaném

stava a ziedovad.

Vekcina podle bodu 1, vyznadujlci se tim, %e jako zredoval se pou¥ivéd Earleho médium
nebo pufrovany fyziologicky roztok v mnoZstivi 20 cm.3 do 6 cm3 lyofilizatu,.

Zpdsob vyroby vakciny podle bodu 1, vyznafujfcf{ se tim, Ze se Zivy kmen Shopeho viru
infek&niho fibromu CAPM V=200 kultivuje v monolayeru liniovych bun&k krélidich ledvin
RK13, ziskenych kultivaci v minimdlnim esencidlnim méqiu nebo v Earleho médiu, pii
teplotd 37°C po dobu 96 hodin, tj. do doby, kdy Jje dosa!epo vyrazného cytopatického

efektu: a ziskand suspenze vakcina¥niho viru se lyofilizuje.
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