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(54) Vakcina proti ;richofytéze skotu %ivé lyofilizovend a zplsob Jjeji vyroby

1

Vyndlez se tykd vakeiny proti_trichofytéze skotu ¥ivé lyofilizovené a zpdscbu jeji
pripravy z %ivé virulentni kultury Trichophyton verrucosum Bedin 1902 /kmene Bi-036-8

nStréfnice"/ a které je urdena k profylaxi a terapii trichofytdzy skotu.

Trichofytdza skotu je velmi zdvainé infek&n{ onemocnéni ~ anthropozoondza, kterd se
rozii¥fila u nés zejméha se zvySovédnim koncentrace skotu ve velkokgpécitnich‘teletnicich
a u velkych stéd skotu. Onemocn¥ni trichofytdzou je pFenosné ne &lovéke, prilemi léZeni
jedné infikovené osoby je znadné ﬁékladné. Onemocn¥éni zpldsobuje vedle rozséhlych Zkod v ko~
Zed¥1lném primyslu /nepou?itelné kiZe ke koZed&lnému zpraco#éni/ i dal3{ ekonomické ztréty
hlavnd v zemdddlstvi - znemo¥n¥nim moderniho zplsobu odchovu‘a mo¥nost presund zvirat

i vy pémeci velkfch zem¥d&lskych zévodd,

v Vvligeratufe je popséna celé ¥ada terapeuﬁickjch prOstfedkﬂ proti tomuto onemocnéni.
Tyto piipravky jsou vSak vEtSinou nedostatednd ﬁéinné, znaind finan¥n# nékladné a jejich
aplikace je nérodnd na préci a as. Celd rada pokusd o vyvinut{ vekciny proti prichofytéze
skotu byla nedspésnd, pripravené vakeiny byly nedostéteéné é£éktivni. Teprve v SSSR byla
ptipravena v _posledni dobd u¥innd vekcina k profylaxi trichoﬁytézy hovéziho dobytka. Jde
0 suspenzi mikrokonidii imunogenniho kmene Trichophyton favifprmé‘ve fyziologickém roztoku
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v koncentraci od 6 do 9 miliond v 1 em>. Vakeina byla ziskéna pomnoZenim sovéﬁského virob-
niho kmene &, 130 na sladinkovém agaru, homogenizaci narostlé kultury v prostiedi fyzioclo-
gického roztoku a zPed®nim suspenze bun¥k na vySe uvedenou koncentraci mikrokonidii. Pfﬁ-
pravek je aplikovén zvi¥atdm v intervalu 10 a% 14 dnd v ddvkéch od 5 do 10 cm3 /Sarkisov:
?rophyiaxie specifique de la Trichophyton des Jeunes bovides, Bull., OIE, 85, 1976': 481

af 488 a ¥s, autorské osvid¥en{ &. 160324/,

Podstatou naéeho’vynélezu je vfroba 2ivé lyofilizovené vaekeiny proti trichofytdze
.skotu z kmene Trichophyton verrucosum, ziskaného na Gzem! (SSR. Vyroba vakciny je realizo-
‘véna podle na¥echo technologického postupu tak, %e vyrobni kmen se pomno¥{ na tekuté Sa~
bouraudov® pid¥, tekuté sladinkové phidé nebo na pevnych plddéch Sabourandovd glukozovém
ggeru @ sladinkovém agaru /pldy jsou obohaceny proti b&Znym predpisim o thiamin a kyselinu

. glutemovou/, provede se homogenizace narostlé khltury v prostfed{ pufrovanéhoe fyziologic-
kého roztbku, pPidd se pufrovené lyofilize¥ni médium s neomycinem a mikroskopicky se sta-
novi podet mikrokonidif v jednotce vakciny a na z4klad® koncentrace mikrokonidil se prove-
de rozplnini vakeiny tak, Ze jejich_poéet vl em? vakeiny je 10 a% 20 milionQ. Rozplnénd

vekcina je zemrafena na -40 °C a usu¥ena v lyofilizednim zei{zeni., -

Lyofilizaci stabilizdvany imunogenni kmen Trichophyton verrucosum se stdvéd souddati
tohoto vynédlezu é je ulo¥en v Us. sbirce mikroorgsnismd - sbirce zoopatogennich mikroorge-
nismd - Brno; tr{da Obréncd m;ru 10, a to kulture Trichophyton verrucosum, kmen Bi~036~5
/CCM~E-650/ pou¥{vané k vyrob® leskoslovenské vakciny proti trichofytéze skotu, kters byla
izolovéna z telat postiZenych triéhofytééou v JZD Stré¥nice okres Hodonin/, Kultiveci na
sledinkovém agaru se objevuje rist JjiZ 2.8% 3.'deh po inokulaci. Povrch kultury je jasnd
bily, bez pigmentl, stied xolonif Je vyvydeny, okraje 3iroce hvEzdicovité rozlézavé.'Po;
rost kultury urdeny kX vyrob¥ vekeiny /sté¥{ 14 aZ 21 dnd/ pokryvé souvisle kultivedni mée
dium, je bily, povrehr je jemhy, vléknity, mirn& rozryhovany. P¥i mikéoskopickém vyset¥ové-
nt zjistujeme mikrokonidie /témdF knlaté, hruskovité nebd’kyjovité, 1,5a%2 x2 a% 5 /o
velké/, mekrokonidie /tenkesténné kyjovité spory s ¥etnymi pPepd¥kemi, 4 a¥ 6 x 10 a¥ 50 /
velké/, mycelium a thamydospory.AOptimélni PH pro rdst a sporuleci je 6,0 a%f &,9.

Pri pokusném ovdfovéni G¥innosti vékciny pfoti trichofytdze skotu éeskqslovenského
pivodu bylo dosafeno velmi dobrych vysledkd /Komérek " Surveillence defmatomykéz domécich
zvitat 1976, 102 a¥ 112, Ustav vet. osvéty Pardubice/. P¥i pou%iti vakciny ve velkokapacit

: Aich teletnicich dosahovel lédebny efékt 98%, profylakticky 97,5% /Jarod : ZkuSenosti -
8 tluﬁenim £richofytézy Qe Velkpképacitnim teletniku Trutnov,:Veterinérstvi 26, 1976, 256,
Telata vakcinovand profylektickymi dévkemi a umist¥nd do zemo¥eného p:ostfedi mezi skot
postiZeny trichofytdzou, touto chorobou neonemocn¥la. P¥i vekcinaci nemocnych kusﬁ'doélo
X jejich uzdraveni. Vakeina Je neékadhé, bii jed! aplikaci nedo3lo u zdravych zviPat k en

mocnéni{ trichofytdzou.
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PouZit! vekef{ny proti trichofytéze skotu p*in&&f zna¥nj ekonomicky p*inos, usnadndni

" préce veterindrni slu¥by a p¥{znivy dopad mé i na oblast zdravotnictvi. PouZitf této vake
éiny v chovech skotu vedlo -ji%¥ ke sni¥eni zemorenosti okresd, obci a ohnisek v SR pPi po-
rovnéni epizodtologické situace v roce 1977 a v roce 1978, jék Je zdejmé z tabulky:

’ Rozdfl 1977/1978

Zemoienfch okresd _ebsolutns v

’ -9 "'14 N 6
obe{ . -155 -38,1

ohnisek -168 ' -38,7

: fodstete.iechnologického postupu vynélezu spo¥ivéd v tom, Ze ¥s. vyrobni kmen Tricho-v
phyton cerrucosum pomnoleny na vhodném kultivaénim médiu se homogenizuje v prostiedi pufro~
vaného fyziologického roztokq po dobu 5 a% 10 minut, prid4 se puffované lyofiliza¥ni médium
s neomycinem v koncentraci 0,2 g/1, mikroskopicky se stanovi polet zdrodkd, ur¥f se mno%-
stvi koncentrdtu k rozplnini tak, aby podet mikrokonidif v 1 cm3 vakefny byl 15 + 5 miliond,
provede se rozplndni do lékovek a lyofilizace vakeiny. Vakcina'je rozpln&na do lékovek o 6b-
sahu 50 nebo 100 §m3 a ke ka?dé lékovce je pribalen jako zdedovad pufroveny fyziologicky
roztok, _ '

Dévkovéni vekciny je nédsledujfci :
a/ profylaktické dévky : 2 x 2,5 om3 telatdm 1 a¥ 2 mésfinim |

2x5 cm3_ekotu nad 2 m&sice

b/ lé&ebné dévky :‘dvojnésobné dévky prdfylaktické podle stér{ a kategorie zvifat,

U zviifat silng postizenyéh jemeZno poufit bez obav Jjedtd dalsi
revekcinaéni d4dvku. ’

Vakeina se aplikuje hluboko intramuskuldrn® v krajind bedernt, kF¥{%0vé nebo stehenni,
vekcinedn{ dévka v levé, revakcinadni dédvka v pravé polovin® t¥la zvi¥ete. Mezi vakcinact

a revakcinaci je rozmezi 10 a% 14 dnd.,

P¥{klady provedeni _
Pi#{kled 1 - pomnoZeni ﬁyrobni_kultury Trichophyton verrucosum na Sabouraudov® pidd - vyroba
20,000 ddvek vakciny, ‘

Jako ponnoZovaci pﬁd; se pouZfije Sabouraud&& roztok slo¥enf : 10 litrd destilované vo-'
dy, 400 g maltézy, 100 g peptonu. PH se upravi na 6,6 a¥ 6,9. Plda se autoklévuje po dobu
30 minut pFi tlaku 0,05 MPa. Poiom se provede rozplninf pddy do Roux lahvi obsahu 2 1 po
150 a¥ 200 cm3 na léhev a daléi autokldvovéni pri stejnfch pomérech: Po vychladnuti pidy
se provede Jeji inokulacg kﬁlfurou Trichophyton verrucosum. Inokulum bylo piipraveno ze
14 a% 35 demn{ kultury Trichophyton verrucosum /v§robni kmen Bi~036-3/ pomnoZené na pevné

pdd¥&. Porost kultury v celkovém mnoZstv{ asi 3 a% 6 x 10°°

‘mikrokonidii byl homogenizovén
v 1000 cm> pufrovaného'fyzioiogického roztoku v mixéru po dobu'ﬁ aZ 10 minut. Do takto ,
pfipraveného inokula bylo p*idéne 0,2 g>neomycinu.11nokulace byla provédéna injek¥ni stif{-

: . . 8 .
ka¥kou tek, Ze na 1 kultiva¥ni{ ldhev bylo. pouZfito 10 cm3 inokula /asi 3 aZ 6 x 10 mikro-
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konidif této houby/. Po 14 a%¥ 21 dnech ristv v temnu pii teploté 28 a% 30 °C byla narostlé
kultura z 5 e 6 lahvi premfst¥na do mixéru, pridéno 0,5 litru pufroveného fyziologického

roztoku a byla provedena homogenizace kultury po dobu 5 a¥ 10 minut. Homogenni kulturae byla
filtrovéna pres gézu do zdsobni léhve objemu 20 litrd, kem bylo p¥idédno pufrovenéd lyofili-
zatni médium ve stejném mnoZstvi jeko u pufrovanéhoe fyziologického roztoku.

Slofeni pufrovaného fyziologického roztoku :

destilovend voda 1000 cm’
chlorid sodny p.ae 3 g
chlorid draselny p.a. ' . 0,2 g
sekunddrni fosforednan sodny pya. /12 HZO/ . 2,38 ¢g
‘kysely fosforednan drasélny Peae . 0,2 g

Slo%ent pufrovaného lyoflllzaéniho média :

redestilovand voda 1000 cm3
telatina pro bakt. ' ' . 50 g
sachardza 75 8
sekﬁndérni fosforeénan sodny P.8. /12 HZO/ ) 3,82 g
kysely fosfore¥nan draselny p.a. 0,36 g

Do -tekto piipraveného homogenizétu se priddvé neomycin v koncentraci 0,2 g/l.

Veskeré préce pfi vyrobé vakeiny je nutno provadd&t za podminek sterilniho prostiedl, mate-
rigl a potPeby pouité k pripravé vakciny musi byt autoklédvovény a pred poulitim opalovény
nad plynovym kahenem., Ze zdsobni léhve s homogenizdtem vakciny se odebere vzorek v mnoi-
étvi asi 5 cm? pro provedeni kontrolnich zkouSek., Ve vzorku vakeiny je mikroskopicky sta-
noven podet mikrokonidii pomoci po&itac{ komdrky dle Blrkera. Na zdklad® dosaZeného vysled-
ku Je vyﬁoéten pom&r rozplnéni vakciny tak, aby jeji koncentrace koheéné'byla 15 + 5 mili-

3 vekeiny.

ond mikrokonidii na 1 cm

Vakcina je rozpln¥na do lékovek obsahu 50 nebo 100 cm3. Nésleduje zamrazeni na -40 °C
nejméné po dobu 4 a¥ 5 hodin a suleni v 1yo£iliiaénim zabfzeni po dobu 24 =% 48 hodin
s prihtivénim do 25 %, Lyofilizace je ukonZena tehdy, kdy% teplota produktu doséhne teplo-
ty susfciho kotle a nejménd 4 hodiny se nem#ni. Po ukonZent sudent ge vekuum v zabizent:
rudf{ dusikem, Lékovky s usudenou vakcinou'se uzaviraji gumovymi zétkam?:ve vakuu.

‘Pred upotiebenim se lyofilizovand vakcina ted{ zredova¥em. U lyofilizované vakciny ‘
jsou provédd&ny nésledujicl kontrolni zkoudky : zkouéka gistoty a bekteridlni sterllity Je
pfovédéna vysevém vakEiny né krevni ager, masopeptonovy agar, masopeptonovy bujon, gluko~
zovy agar a Sabouraudﬁv agar. Zaléiovéni bekteridlni sterility pri 37 % trvalo po dobu
72 hodin a 7 dnd a pPi teploté& 20% 9 dnd. Sledovéni nepfitomnost1 c1zich plisni na Sabou-
raudovd agaru probfhalo po dobu 12 dni p¥i teploté 28 a¥ 30°C, Stanoveni koncentrace vodi-
kovych iontd se provédi na pH metru. Pfipustné pH z¥ed¥né vekciny je 6,0 a% 7,5 Zkouéka
uéznnostl se provédi stanovenim podtu Zivfch zdrodkd. Zj1étu3e se plotnovou metodou na

Saboursudové agaru. Vakcina musi obsahovat neaméné 10 a% 20 miliond zérodkﬁ, ¥ivych zérod-
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k& Trzchophyton verrucosum v 1 cm3. Zxoudka na vekuum se provédl pomoct vysokofrekvenéniho

elektrického zkoudee vakua., Zkoudka neskodnosti se provdd{ na 2 krélfcich véhy kolem 3 kg.
Krélikim se apllkuae hluboko intremuskulsdrng 2 5 en’ vekciny do svaloviny zadni- kon¥etiny,

Sar¥e s nevyhovajfcimi parametiry nejsou vhodné k imunizsci a Je nutno je inaktivovat auto-
kl4vovénim, '

Priklad 2 - pomnoZent vyrobni kultury Trichophyton verrucosum na tekuté sladinkové pid¥

obohacené thlamlnem.

~ Ke kultlvacl kultury Trichophyton verrucosum Je moino pouZit tekuté sladinkové pidy
nésledujiciho slo¥ent: 10 litrd destilované vody, 1 kg pevné slsdinky ziskané sudenim te~

kuté pivovarské sladinky v atomizéru, 50 g peptonu, 0,2 g thieminu,

Tato pida je autokldvovéna pri tlaku 0,05 MPa po dobu 30 minut v autokléyu, PH Je
upraveno na 6,0 aZ 6,6 a je provedeno rozpln&ni pddy do Roux lanvi objemu 2 litry po 150
a¥ 200 cmd ne léhev., Po uzavieni kultive®nich lahv{ vatovymi zdtkami je provedeno autoklde
vovéni pfi stejnfch pom&rech. Inokulace pddy se provede pomoci injekéni stdikxalky, na Jed-
nu kultivadni ldhev pripadd asi 3 a% 6 X lO8 zérodkG Trichophyton verrucosun. Kultivace
probihd v temné komore pri teploté 28 az 30 °c. Po 14 =a¥ 21 dnech rastu je kultura prenese-
na do mixéru, kde je po dobu 5 aj 10 minut homogenizovéna v prostiedi pufroveného fyziolo-
gického roztoku. Na 500 em3 pufrovaného fyziologickéno roztoku pripadd porost z 5 af 6 kul=-
tiva¥nich lehvi, Po ukonéeni homogenlzace kultury Jje mixér propléchnut pufrovenym lyofili-
zadnim médiem s neomyclnem v koncentraci 0,2 g/l. MnoZstvi lyofilize&niho média bylo stej-
né jako mnofstvi fyziologického roztoku., Poditani zérodkd v homcgenlzétu je provédéno mi-
kroskopicky, Rozpln&nf vakeiny je provéd&no na z8klad® vypodtu .tak, aby v 1 cm3 vakeciny

bylo 15 + 5 miliond mikrokonidif Trichophyton verrucosum,

ZamraZend a/lyofilizace rozplnéného pPipravku, jako¥ i kontrolnt zkoudky byly prové-
d&ny stejn&, jak je uvedeno v prikladé 1. Celkov® bylo z{skéno 20000 ddvek vakciny proti
trichofytdze skotu_lyof. '

Pfiklad 3 - pomnoZeni vyrobni kultury Trlchophyton verrucosum na fedéném sladinkovém agaru

obohaceném o thiemin a kyselinu glutamovou.

Jako %ivné médium byl pou¥it SIadinkovy agar redény a obohaceny o thiamin a kyselinu
glutemovou v tomto slofenf : 10 litrd tekuté pivovarské sladlnky, 5 litrd destilované vo-

dy, 225 g agaru, 75 g peptonu, 0,3 g thiaminu s 0,3 g kyseliny glutamové.

Médium bylo autokldvovdno 30 minut pri tlaku 0,05 MPa, pH upraveno na 6,0 af 6,6 a
pida byla rozplnéna asi.po 400 cm3 .do Roux lahvi obaemu 2 litry. Léhve byly uzavieny vae-
tovymi zdtkami a autoklévovdny znovu pri steanych pomérech. Po ztuhnut{ média byly 1léhve

.
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premistény do komory s teplotou 28 a%¥ 30 °C kde byly ponechény po dobu 5 a% 9 dnﬁ pro 231-

gténi sterility média. Inokulace bylae provedena injek¥ni stiikaékou, nal kultlvaéni léhev
pripedlo asi 3 a% 6 x 10 mikrokonidii Trzchophyton verrucosunm, Po inokulaci byly léhve
umfstény do temné komory s teplotou 28 a 30°C kultlvaénim médiem dold. Po 1 a% 2 dnech

po uchyceni kultury k §1vnému médiu byly léhve obréceny kultive¥nim médiem vzhiru. Kultura
byla ke?dodenn& makroskopicky prohiliZena na nepiftomnost cizt flory. Po 14 a% 21 dnech
rdstu byla narostld kultura oddélena pomoci kovové kliZky od kultlvaéniho média a pomoci
kovovycn motydek premisténa do mixéru. Na 500 om3 pufroveného fyziologického roztoku byl
pouZit porost ze 4 ¥xultivadnich lahvi, doba homogenizace tohoto mno¥stv{ byla 5 a¥ 10 mi-
nut. Homogenizét byl filtrovén pres gézu do sklen¥né zésobni ldhve objemu 20 litrd a pro-
plachovén pufrovanym lyofiliza¥nim médiem s neomycinem v koncéntraci 0,2 g/l. Celgové
mno%stvi pufrovaného lyofiliza¥nfiho média bylo stejné jako celkové mno¥stvi pufrovaného
fyziologického roztokus V ziskaném homogenizétu bjl mikroskopicky v poéitaci komlirce dle
BUrkera stanoven podet m1krokonid1i. Na zékled® zjist¥né hodnoty byl proveden vypolet po-
méru rozplnéni vakeiny do lékovek obsahu 50 nebo 100 cm3 tek, aby hotovy vjrobek obsahoval ;
15 + 5 miliond mikrokonldii vl cm3.. '

Provedeni zamraZeni a lyofilizace vjrobku a kontrolnich zkoudek je stejné, jek Je uve; a
deno v prikledé 1. ,
Vyée popsenym zplsobem se z{skd asi 16 000 dévek vakciny proti tpichofytéze skotu.

Veékeré préce pri pPipravd inokula, pbi 1nokulacl, vyrobé vakciny, pfl Jejim rozplno—
véni a 1yof111zacx, jeko% i p¥i uzaviréni lékovek, je nutno provéddt sterilné&. Sterllzzace
laborato¥{ je provdd¥na UV zéFenim a desinfek¥nimi prostredky, roztoky a pombcky potiebné
k ppipravd vyrobku je nutno autokldvovat dvakrdt po dobu 30 minut pri tlaku 0,05 MPa. Roz-
plnovéni koncentrdtu do 1ékovek phed lyofilizaci ' se d&je v proudu- leminérniho sterilniho ‘
vzduchu. Pracovniéi jsou povinni pPi préci s kulturbu»Trichophyton.verrucosum pouZivat
ochranné od&vy, gumové rukavice, obliZejovou rousku a pokryvku hlavy. Pouzité kultivadni
pidy a ostatni pomdcky koqtaminované kulturou Trichophyton verrucosum je nutno asutoklévo- -
vat p6 dobu 1 hodiny p¥i tlsku 0,2 MPa. Podoﬁné'se inaktivujl nevyhovujigi Sarte vakciny,
pop¥ipadé prézdné lékovky po provedené yakcinaci v terénu.

"Pripravek mé exspiralni dobu 1 rok. Skladoiéni‘pfipravkurje pripustné pouze p¥i tep-

10t8 4 °C a v temnu.

V-Pﬁ,EDMﬁ'T VYNALEZU

1., Vakcina proti trichofytoze skotu Zivé lyoflllzované uréené k profylaxi a terapii tri-

chofytdzy skotu, vyznaéuaici se tim, %e obsahuje lyolelzovany pomnoZeny kmen Tricho- .

6

phyton verrucosum Bodin /Bi-036-8/ CCM E-650" v mno¥stvi 10 a% 20 x 10 m1krokon1d11

v 1 cm? vekeiny a zredoval.
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Vekcina podle bodu 1, vyznadujlcl se tim, %e zredoval Je pufrovany fyziologicky roztok

obsahujicf 8 g chloridu sodnéhb; 0;2 g chloridu draselného, 2,38 g sekunddrntho fosfo~-

refnenu sodného, 0,2 g kyselého fosforeéﬁanu draselného a 1 litr destilované vody.,

s

Zpldsob vyroby vakciny podle bodu 1, vyznadujic{ se tim, ¥e se kmen Trichophyton verru-
cosum Bodin CCM E-650 kultivuje v %ivném prostdeds po dobu 14 e 21 dnt, zi{skeny porost
se homogenizuje po dobu 5 a% 10 minut v prost¥ed{ pufrovaného fyziologického roztoku,
pridé se pufrované 1yofilizaéni ﬁédium, mikroskopicky se urs{ koncentrace mikrokonidif

6 .
a provede se rozplninf tek, aby 1 cm3 vakeiny obsahoval 10 a¥ 20 x 10 mikrokonidif.

Zpdsob vyroby vekciny podle bodu 3, vyznadujifci se tim, %e mnoZstvi ﬁufrOVaného lyofi-
liza¥niho média je stejné jeko mno¥stvi pufrovaného fyziologického roztoku.

a4

Zplsob vyroby vakciny podle boéﬁ 3 a 4, vyzna¥ujict se tim, ¥e se rozplnind vakcina za-
mraZuje pi -30 °c nejméné po dobu 4 a% 5 hodin, sudf se v lyofilizeénim za¥izenl po
dobu 25 a% 48 hodin p¥i teplotd do 25 °C.

Zpdsob vyroby vakciny podle bodd 3 a 4, vyzna¥ujict se tim, ée»do pPipraveného homoge-

nizétu se priddvd pred rozplnénim neomycin v koncentraci 0,2 g/1 homogenizétu,
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