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(54) Vakcfna proti infekéni rhinotracheitidé inaktivovana a zptsob jeji vyroby

(57) ReZeni se tyk& vakciny proti infek&-
ni bovinni rhinotracheitid&. Ve vakcina&-

n{ ddvce je obsa’eno 107+35TKID5g inakti-
vovaného viru kmene CAMP v-317. Ke kultivaci
viru se poufvajf primdrni kultury telecdi
ledviny, které se kultivuji v Earlové solné
smési s 10 & séra prostého protildtek proti
viru IBR, pfi teplot® 34 a¥ 38 OC po dobu

2 a% 5 dnt, nésledn& se zbavi bun&&ného
detritu, chemicky se inaktivuje a uprav{

se do aplika&n{ formy. Antigen se koncentru-
je napifklad ultrafiltraci nebo ultracentri-
fugaci. Chemick& inaktivace se provad{
glutaraldehydem ve vysledné koncentraci

0,02 a¥ 0,05 hmot. p¥i teplotéch 4 a% 40 °C.

Inaktivovany virus se pro
s lipoidnim adjuvan
ny nebo se lyofiliz

pouzit{ smiché

s do podoby tekuté vakei-
uje s lyofilizagnim

médiem na bazi sachardzy a Yelatiny a pfed
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pouZitim se rozpousti v lipoidnim adjuvans.
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vyndlez se tfkd vakciny proti infek&ni bovinn{ rhinotracheitid® skotu (IBR) a zplisobu
jeji vyroby. V girsim pojet{ se vyndlez dotyké profylaxe infekén{ bovinni rhinotracheitidy,
onemocndni, které hraje v¢znamnou roli v komplexu infek&nich onemocn&ni{ skotu. 2% tohoto
ddvodu je studiu a prevenci v&novdna velki pozornost. Diagnostickgm Setfenim zalo%fenym na
vyuzitl imunoenzymatickych testd bylo prok&zéno, Ze IBR je v nadich chovech zna¥n& rozfifena
a pasobf jako Sinftol, klery vy zuamnd negal fvnd ovlivin e ekonomikua chovu akotu v jednotlivych
zemddélskych zévodech. predeviim proces reprodukce, odchovu zdravych telat a nékazy prostych

bg&kd od potencidlnich matek.

Ndkaza je charakterizovédna tim, Ze se klinicky manifestuje v n8kolika formdch a ohroifuje
zvifata viech v&kovych kategorif, a tim mhZe privodit p¥imé i nepiimé ztréty. Nejzévain&jsl
a u n4s nejlastdji zjistovanou formou je respira&ni onemocndn{ telat a narudeni prub&hu

p¥ezosti (Ghyn plodu, aborty) u krav.

phvodce, virus IBR, md tendenci persistovat v organismu zvifat bez zjevnych pt{znakl
a vyludovat se jen Vv uré&itych momentech vyprovokovanych pasobenim faktord vn&jdiho prost¥ed{
(1é%ba kortokosteroidy, transport zvifat, soubd#n4 invaze Dictyocaulus viniparus, super-
infekce virem PI-3, porod u kravy apod). Tato infikovana zvifata vSak hraji vgznamnou roli
v roz&ifovadni nékazy. Latentnd infikované matky mohou vzhledem k exacerbaci infekce vyprovoko-
vané porodem pfenédfet infek&nf{ virus na své telata, kterd mohou bYtizdrojem infekce pro’

dals{ zvifata.

soudasné epizootologické,poznatky odvozené na zéklad& rozséhlych sériologickych vySe-
t¥eni ukazuijf, Ze titry protildtek v krevnich sérech jednotlivych gvi¥at vystavenych pfiroze-
né kontaktni infekci jsou rozdilné a kolisaji v %irokém rozmezf{ - od negativnich a% k vysoce
pozitivnim hodnotdm. Koncentrace protilétek Vv krevnich sérech a v kolostru a mléce krav

je odrazem stupnd celkové imunity daného zvifete a determinuje Jjak mo¥nost exacerbace latent-

nich infek&nich procesd (Yestup viru do btezi d&lohy), tak i vnimavost novorozenych telat

k infekci.

2 hlediska komplexni profylaxe IBR je tedy atlefité navodit a trvale udrfet vysckou

droven imunity u vSech v chovu ustéjenych a infekci vystavengch zvifat.

c{lem autorského kolektivu proto bylo vyvinout vhodn¢y nedkodny a vysoce G&inny imuno-

preparét - inaktivovanou vakcinu s dostateéné dlouhou dobou exspirace a definovat indikaci

pro jeif pou¥itfi v prevenci IBR i" v rémci komplexnich profylaktickgch programd zam&Y¥enych

na Gplné ozdraveni chovil od této nékazy.

zemich s rozvinutou %ivodi%nou vyrobou a vyspélou veterindrnf

v soudasné dobé& jsou V
k vakciny 3ivé, obsahujict atenuovang

sluZbou ke specifické imunoprofylaxi IBR vyuzivany jedna

yvirus IBR, jednak vakciny inaktivované.

Jednozna&nou pfednost atenuovangch vakcin, tj. nfzké v¢robni néklady, vyrazn& sniZuje

skute&nost, Ze kmeny viru IBR navozuji stav latentni infekce a mohou byt spolefné s virulent-
kcinovand zvifata /PASTORET

nimi kmeny hostitelem vylutovény a roz¥ifovany na vnimavéd neval
aj., Infect. Immun., 29, 1980, 483 ai 488) . Atenuované vakeiny jsou tedy pou#itelné jen
manifestnich infekcf. V $4dném pripadd nelze

ke sniZfovéni ztrat a omezeni vyskytu klinicky
{ n&kazy a ozdravovani (NETTLETON aj., Vet.

s jejich pouzitim potitat p¥i celkovém tlumen
Rec., 107, 1980, 379 a% 382).

% toho divodu je V soudasné dobé preferovéno pouziti inaktivovanych vakcin, u kterych
je vznik latentni infekce vylou&ena které zvy3ujl celkovou Groven st&da, omezuji reaktivaci
spolehlivé chréni plod a znemohuji infekei. Umo%fuj{ postupné vyt&shové-

latentnich infekef,
u. Jsou proto pouZitelné i v rédmci imunoprofylaktickich programi

ni{ viru z populace skot
orientovangch na postupné ozdravovéni chovd od IBR.
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24kladnim parametrem Uinnosti inaktivovangch vakcin jsou titry protildtek zjisEované
v krevnich sérech vakcinovanych zvifat za 28 a% 42 dnil po imunizaci. Titry protildtek zjisto-
vané po aplikaci vakciny ptipravené podle této PV (1:8 a% 1:128) odpovidajf titrim dosahova-
nym i u zahrani&nich prepardtd pripravenych z jingch kment a jingmi pracovnimi postupy.
(SWRAT, R. T.., J. Am. Vet. Med. Ass., 182, 1983, 809 a? 811).

vyhodou vakciny p¥ipravené podle postupu uvedeného v této prihldsce je, %e navozuje
nejen humorélif{ imunitu stejné drovnd jako vakcina BORINAK (Bioveta Nitra), ale prokazatelné
i specifickou imunitu zprostfedkovanou bunkami. Skute&nost, %e vakcina podle tohoto postupu

je p¥ipravovéna Vv lyofilizovaném stavu, prodlufuje dobu jeji exspirace na nejmén& 12 mésicd.

podstatou vynadlezu je inaktivovand vakcina proti infek&ni bovinni rhinotracheitidé
a zpisob jeji vyroby vyznadujici se tim, Ze obsahuje minimalné& 106’8 TKIDg inaktivovaného
viru kmene CAMP V-317 v jedné vakcinadn{ d4vce. Virus se kultivuje v bun&éné kultufe primir-
n{ teleci ledviny, k jeji% kultivaci bylo pouZito sérum prosté specifickgch protildtek proti
viru infek&ni bovinn{ rhinotracheitidy, p¥i teplot® 34 aZ 38 °C po dobu 2 a% 5 dnu. zZiskany
virus se zbavi bun&&ného detritu, chemicky se inaktivuje a upravi se do aplika&ni podoby.
Antigen se koncentruje nap¥. ultrafiltraci a ultracentrifugac{. Chemick& inaktivace se prové-
d{ glutaraldehydem ve v§sledné koncentraci 0,02 a%¥ 0,05 % hmot. pfi teploféch 4 az 40 °c.
Inaktivovan§y virus se pro poufiti michd s lipoidnim adjuvans do podoby tekuté vakciny, nebo
se lyofilizuje s lyofiliza&nim médiem na bézi sacharbzy a Zelatiny a pfed pouiitim se rozpous-~

t{ v lipoidnim adjuvans.

prednost{ navrhované vakciny je dobrd protildtkovd odpov&d po vakcinaci a revakcinaci
zvitat dévkou 2 cm3, jak u zvifat bez pfitomnosti humoradlnfch protildtek, tak v jejich p¥i~

tomnosti.

posa¥ené geometrické primdry titrd protildtek zjist&né v riiznych skupinéch zvifat,
ptipadnd v jejich kolostru

Podet Hladiny protilétek
zvifat  pred  %a 21 dnd  Za 21 dnd  V kolos- u telat
vakc. po vakc. po revak. tru po pitf
kolostra
zvi¥ata infiko- 9 8,00 5,65 5,65 6,34 14,25
vand bez vakc.
zvi¥ata infiko- 30 7,55 57,01 120,81 170,85 80,63
van4 s vakc.
Zvi¥ata neinf. 23 0 2,20 47,55 - -

s vakc.

Bunkami zprostiedkovand specifickd imunitni odpové&d telat po aplikaci inaktivované

vakciny proti IBR a po Zelen¥ni i. nas. infekei virulentnim kmenem IBR.

Tele~-1 Tele-2 Tele-3 Tele-4
pted vakcinaci BTL SI =0 SI = 0 SI =0 SI =0
(infekeci} LMI 0% 0% 0% 0%

LAY 0% 0% 0% 0%
Prvni reakce BTL 6d., SI = 4 0d., SI = 0 - -
po revakcinaci LMI 3d., 20% 17d., 15% - -

LAI 3d., 45% 3d., 20% - -
Nejvy3&{ BTL 21d., 81 = 9,5 0d4., SI = 0 18d4., SI = 70 -
reakce po LMI 3d., 20% 174., 15% 314., 40% -
revakcinaci LAL 3d., 45% 21d., 40% 34., 63% -

N
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Tele-1 Tele-2 Tele-3 Tele-4

Prvni reakce BTL 3d., SI = 5 3d., 81 = 2,9 - 144., 81 = 2
po i. nas. LMI 7d., 40% 7d., 45 % - 3d., 29%
infekci LAI 3d., 35% 144., 20% - 3d., 60%
virem IBR !
Nojvy il to- n, PEAL, S0 = 1%, 0 16d., 81 = 2% Ll g1 = 27 14d., ny - 2
akee po [ ) 1LM1 Jd., 10% Tde, A5% Td., 48% 3d., 29%
nas. infekci LAL 144., 45% 14d., 20% 144., 30% 3d., 60%
virem IBR
Vylu&ovéni 3 dny 7 dnt
viru IBR 3 0,5 5
nosn{ sliz- neg. 1o” ~- 107’ neg. 10075 - 10!
nici po i. TKID TKID
nas. inf. 50 50
Titr sérovych
protilatek
v dobe i. 1:6 300 1:1 350 1:7 100 neg.
nas. inf.
{ELISA)
Klinické
pi¥{znaky - - - -
onemoc. po
i. nas. inf.
Legenda: Tele-1 - vakcinovéno 2x

Tele-2 -~ vakcinovdno 2x

Tele-3 - vakcihovédno 3x

Tele-4 - kontrolni, nevakcinované

BTL = test blastické transformace lymfocytd

LMI = test inhibice imgrace leukocytd

LAI = test inhibice adherace leukocytl

SI = gtimulaéni test

d = dny po vakcinaci nebo infekci

P¥{iklad 1

Uvedeny piiklad p¥edm&t vyndlezu nijak neomezuje ani nevylerpavi.

Virovy antigen

Pro vyrobu vakciny se poufije virus infek&ni{ bovinni rhinotracheitidy kemne CAMP V-317,

ktery byl izolovany z telat nemocnych akutnfm respira&nim onemocn&nim v buné&&nych kulturdch

primdrnich telecfch ledvin kultivovangch v Earlové solné smési dopln&né o 0,3 % laktalbumin-

-hydrolyzdtu. Pro vyrobu vakciny je moZno pouZit virus s titrem 106’ a vySsim.

Bun&&nd kultura pro pomnoZ¥eni viru

K infekci se pouZije 5 dnG stard kultura primdrnfch telecich ledvinovych bun&k pomnoZe-

8 TKID v 1 cm3

50

nych v Earlové solné smdsi s 0,3 % hmot laktalbumin-hydrolyzétu a 10 % hmot. bovinnfho

inaktivovaného séra prostého protildtek proti viru bovinn{ rhinotracheitidy. Kontrola nepfito-

mnosti specifickych protildtek proti viru IBR se provddi ELISA testem a virus neutraliza&-

nim testem.

Narostld kultura se zbavi ristového média se sérem a infikuje se virem IBR absorpci

dévkou 0,05 ‘I‘KID50

na buiku. Po absorpci viru na bun&&nou kulturu se pfidd udrZfovaci médium

- Earlova soln& sm&s s 0,3 % hmot. laktalbumin-hydrolyzdtu. Infikované bun&&né kultury se
inkubujf 4 dny p¥i 37 Oc. v této dob& dojde ke vzniku cytopatogenniho efektu.

pPomno%eny virus se zbavi bun&iného detritu p¥i pfetiZeni 3 000 g odst¥ed&nim po dobu

15 minut. Cisty virus se pak koncentruje p¥es ultrafiltr zachycujfci S4stice s molekulovou

hmotnost{ vy%%{ jak 20 000. Virus se koncentruje 10x. Koncentrovany virus se inaktivuje

glutaraldehydem v koncentraci 0,125 % hmot. p¥i teplot& 37 °¢c po dobu 2 hodin. U inaktivované-
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ho viru se upravi pH na 7,0; pfida se protektivni lyofiliza&ni médium obsahujfc{ Zelatinu
a sacharozu a provede se lyofilizace. Lyofilizovany antigen se pfed pouzitim ¥edf v lipoid-
nim adjuvans a aplikuje se zvifatum. Vfhodou takto pfipravené vakciny je dlouhéd doba exspirace.

K fed&n{i vakciny je mo%Zno pouZit lipoidn{ adjuvans nésledujiciho sloZenf:

Destilovand voda 3 000 cm3

parafinovy olej 1 600 cm3
. Lanolin 300 g

Tween B0 (polyoxyetylovany monoolean 100 g

sorbitolu)
py¥{fklad 2

Koncentrovany a inaktivovany virus pEtipraveny podle pffkladu 1 se smich4 s lipoidnfm
adjuvans a takto vznikl4 vakcina se do pouZiti uchovdv4 v tekutém stavu.

slofeni tekuté vakeiny:

Koncentrovany antigen IBR 30 cm3

parafinovy olej 62 cm

Montanid 103 8 cm

PREDMET VYNALEZU

1. Vakcina proti infek&n{ bovinni rhinotracheitidé inaktivovan4, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje minimdlné& 106’8 TKIDgq inaktivovaného viru infek&ni bovinni rhinotracheitidy kmene
CAMP V-317 v jedné vakcina&ni davce.

2. zptsob v§roby vakeiny vyznadujici se tim, %Ze virus se kultivuje v bund&né kultufe
primdrni teleci ledviny, k jeji% kultivaci bylo poufito sérum prosté specifickych proti-
l4tek proti viru infek&n{ bovinni rhinotrocheitidy p¥i teplotd 34 a% 38 %c po dobu 2 a%

5 dnt, naislednd se zbavi bun&&ného detritu, chemicky se inaktivuje a upravi do aplika&ni
formy.

3. Zplsob vyroby vakciny podle bodu 2 vyznadujfci se tim, e se virovy antigen koncen-
truje napfiklad ultrafiltrad{ nebo ultracentrifugact.

4. zZpusob vyroby vakciny podle bodu 2 vyznadujici se tim, %e chemickd inaktivace
se provadi glutaraldehydem ve v¢sledné koncentraci 0,02 a¥ 0,5 % hmot. p¥i teplotéch 4 aZ
a0 °c. '

5. Zplsob vyroby vakciny podle bodu 2 vyzna&ujfci se tim, Ze inaktivovany virus se
pred pouZitim smichd s lipoidnim adjuvans do podoby tekuté vakciny.

6. zptisob vyroby vakciny podle bodu 2 vyznadujfci se tim, %e inaktivovany virus se

N lyofilizuje s lyofiliza&nim médiem na b&zi sachardzy a Zelatiny a pfed pouZitim se roz=
pousti v lipoidnim adjuvans. '
»
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