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(54)  vakcina proti myxomatdze krdlikd 2ivd MXT a zpisob jeji vyroby

Vynélez se tyké vekciny proti myxomatdze krdlikd ¥ivé MXT a zpdsobu jeji pripravy

z patogenniho kmene a je urdena k vakcinaci krdlikd viech kategorii.

Myxomatdza krélikd po svém roz3ifeni na evropském kontinent® po roce 1950 plsobl sté-
le velké ztréty na domécfch i divokfch krélfeich. V minulosti byla propracovéna Osp&snd
cesta imunizece & v nd¥kterfch zemfch byla i zavedena ochrana na zékledd interferenéni imu-
' nity proti myxomatoze pomoci Shopeho fibromu. /Jacotot, A., Vallee, A. a Virat, B., 1955,
Ann. Inst. Pasteur, 88, s. 381 - 383; Rowe, B., Mansi, W. a Hudson, J.R., 1956, J. Comp.
Path. Therap., 66, s. 290 - 298/,

Rovné? v Geskoslovensku se k prevenci myxomatdzy pouZivé vakcina, ptipravené z orgé~-
nové suspenze kralikd, obsahujici Shopeho virus fibromatdzy. /Médr, V., Macura, B.,

Petlach, J., 1967, Immunoprofylaexia, CSSR, 2, s. 90 - 96/.

Rada zahranidnich experimentdlnich prac{, vé&novanych aktivni imunizaci krélikd proti
myxomatéze, prokdzela nevhodnost pou#iti vakcin, vyrobenych z inaktivoveného viru nebo che-
mickou cestou oslabeného. /Mc Kerchner, D.G., 1952, Amer. J. Veit, Res., 13, Se. 425 = 429

Sanchis-Baysrri, V., Resende, M. a Garcia-Martines, A., 1953, Bull. Acad. Vet. France, 26,

s, 361 - 3654
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Podrobnou préci o modifikaci viru myxomatdzy a jeho vlastnostech zverejnil Saito, J.

K., Mc Kerchner, D.G., a Castrucci, G., 1964, J. Inf. Dis., 114, s. 417 - 428, kde uvéd{
dobrou t¢innost a nedkodnost modifikoveného kmene. Jacotot, A., Virat, B., Reculerd, P.,

a Vallee, A., 1967, Ann. Inst, Pasteur, 113, s. 221 - 237 zjistili u Saitova kmene, %Ze ne~
byl zcela neskodny pro krdliky.

Jiran, E., Sladk4, M., Kun3ty#, I., 1970, Zbl. Vet. Med., B 17, 8. 418 - 428 zjistili
u Saitove kmene, Ze neni rovnét zcela nedkodny. Podatilo se jim v3ak po 12 pasdiich navbu—
n&&nfch linifch oslabit jeJ natolik, %¥e nezplsoboval konjunktivédlni reekce @ po 35 pasdiich
ani reakce po i.d. aplikaci krdlikim., Virus nebylo mo2né pouZit k vyrobd vakciny proto, Ze
nebyle moZné jej dokonale stebilizovat a nebyly rovn¥Z dostateiné podkledy o jeho dokonalé

neskodnosti a o formdch aplikace.

Virus v 55, pasé?i byl lyofilizovéh a pek sklaedovén pPi +4 % po dobu 8 let., Z takto
skladoveného viru psk bylo provedeno 7 paséfi ne bun&¥nych kulturdch kory krélidi ledviny.

T{mto postupem byl ziskén pln¥ apatogenn{ virus pfi zachovén{ imunizaénich vlestnosti.
Lyofilizaci stabilizoveny a vlivem nového prostiedi zm&n¥ny virus se stévd souddsti toho-
to vyndlezu a je ulofen v Cs. sbirce mikroorganismd - Sbirce zoopatogennich mikroorgenismd
Vyzkumného Gstavu veterindrniho lékarstvi, Hudcova 60, Brno = Medlénky.

Uvedené nedostatky odstraﬁuje vakcine pfipravend podle tohoto vyndlezu. Tato vekcina
je predstavovéna apatogennim vekcinalnim virem myxomaetézy kmene CAPM V-219, ke kterému se
pridévéd protektivni médium a je v lyofilizoveném stavu, &im¥ je zajisténa vysokéd stebilita
preparédtu po dlouhou dobu skladovéni., Vakcina je expedovéne tek, Ze v 1 baleni je lyofili-
zovany vakcinadni virus a v jedné lékovce jJe zthedovad, Pred viastni aplikaci se lyofilizo-
vany virus rozpusti ve zfedova¥i. Vakcinou se.imunizuji krélici s.c. v dévce 1 cm> nebo

perordlnd v dévce 2 cm3.

K piipravé vekciny se poufivd epatogenni vekcine¥ni kmen viru myxomatdzy sbirkové ¥is-
lo CAPM V=219 o titru 104 a¥ 107 TKID50 viend v lyofilizovaném stavu, ktery se pPed po-
uZitim rozpoust! ve ztedoveli, ktery je predstavovén pufrovenym fyziologickym roztokem,

Vekcina¥ni virus se pomnoZuje na bun¥&nych kulturdch kréli¥ich tkéni pFi teplotd 32
a% 34 °C po dobu 36 a¥ 96 hodin, pokud se cytopatogenni efekt nerozsi#{ ne 80 - 100 % plo-
chy bun¥¥ného porostu, Pro pomnoZovéni viru je mo¥no pou¥ft primérnf, diploidni i liniové
buﬁk; krdxi¢f, zpravidla odvozené z kory ledviny zpravidla po dobu 36 a% 48 hodin po in-
fekci kultur. '

Vakcinu pfedstavuje suspenze apatogenntho viru, miniméln{ esencidln{ médium, lyofili-
za¥ni médium a zredoved.

1/ Apatogenn{ vekcinadni virus myxomatdézy CAPM V-219

2/ Monolayer bunék kory krédlike

3/\Minimé1ni-esenciélﬁi médium

4/ Antibiotika
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5/ Lyofilizatni médium
6/ Z¥edovad k vakcind

ad 1/ Pro vyrobu vakciny proti myxomatdze krélikd Zivé MXT je pouZivén atenuovany kmen vi-
ru myxomatdzy, sbirkové &islo CAPM V-219, uloZeny v {s. sbirce mikroorganismd - Sbir-

ce zoopatogennich mikroorgenismd Vyzkumného dstavu veterindrniho lékarstvi, Hudcova

€0, Bwms = Usd1dnky.
ed 2/ Bun&¥nou kulturu predstavuji primérn{ nebo liniové bunky kory krélid{ ledviny.

ad 3/ Minimdlni esencidlni médium rdstové:

Minimdlni esenciflni médium eceeecocescscscscccsccnes 900 cm’
Sérum bovinni ultrafiltrované .icececsccccocasoececas 100 cn’
Zésobni roztok NEOMYCINU scesesssccecscrsscccscssesece 1 ew’
Zésobni roztok penicilinu cevessesrsarescecssssesesss 10 co’
Zésobni roztok fungicidinu ceseeccessccecsscccsnssees 3 cm3
7,5% Toztok NEHCO; eueeesanssvesaosssarssssssssnsess 10 cm3

Uvedené sloZeni je pfikladem a obssh 7,5% roztoku NaHCO3 Jje moZno ménit od 10 do
20 cm3,

Minimdlni esencidélni médium udrZovaci:

Minimélni esencidlni MEAIUD eeevecessesscosscssssscse 1000 cm’
Zésobni roztok NEOMYCLiNU sesececsossosssessssosssccas 1 cm3
Zésobni roztok penicilinu seeecscccecosccsccenccocsses 10 cm3
Zésobni roztok fungicidinu ceeecscecrscesosenscsscoses 3 emd
7,5% T0240k NaHCO; sevssesscassssasscsesronosucsrons 10 cm?

Uvedené sloZeni je pifkladem, je moZno m#nit koncentraci antibiotik a mnoZstvi 7,5%

roztoku NeHCO, od 10 do 30 cms.

ad 4/ Pro ristovd a udrZovac{ média jsou pouZita antibiotika v t¥chto kone&nych koncentra-

cich:
Draselnd s81 PeniCilinU seesessessssscosossossssnssss 320 m.j./1 cmd
Siran NEOMYCIiNU ececcessreccossscsccrecsscscccsssssocne 50 /ug /1 cm3
FUNGLCAAIN eeeveosscoccsssesscsosossnsosossnosasnnons 50 ,ug /1 em?
Koncentrace penicilinu je moZno poufivet od 100 do 500 m.j. na 1 cm’ média.
ad 5/ SloZeni lyofiliza¥niho média:
2€1atiNna seeecceccccseccrcascarsssssscsssssossccocrsne 50 g
SECHETSOZE +0eocessnnssssesassscsssssssssssrosssarsoses 75 g
N82HP04 . 12 H20 6900000 c0s00000cecsesstoteesotesrcss 38,2 g
KHyPO, eecvecscaseraescccsescescesseccaosrncconcooscs 0,49 g
Vode 3estilovand 83 eeecececesscscscccscsssssssoscsns 1000 cm’

ad 6/ Slo¥eni zledovale:
NaCl .'.....'........".....".'..'..‘............... 8

Kcl ...0.0......0.‘....‘.0.............'.'.'.........



202 789
NEZHP04 . 12 1'120 0000000000008 000000000000000000000 2,38 8
KH2P°4 00 000000¢00000000080A00CROINOIEOIRNOIOIOIORGEOIOAROPOOIOORIEOTDY 0,2 8
Vode destilovand 283 cecescessrccecocvosncsccccsrscscee 1000 cm3

Popis prikledu provedeni

Narostly morolayer bun&¥né kultury v minimélnim esencidlnim médiu s 10 % séra bovin-
niho ultrefiltroveného inaktivoveného se infikuj{ apatogennim vekcina¥nim kmenem viru my-
xomatozy CAPM V=219 v udrfovecim minimélnim esencidlnim médiu bez séra v dédvce 0,25 a¥
0,5 TKID50 na bunku tek, %e se virus pfidd do média a tato sm¥s média a viru se napousti
do kultiva¥ni nédoby s bun&¥nym porostem /po predchozim odstrendni rdstového médis/ v mnoi-
stvi 100 a% 120 cm3. Infikované kultury se inkubudf pii 33 % po dobu 36 a¥ 96 hodin, zpre-
vidla 36 a¥ 48 hodin a% dojde k rozruden{ bun&¥ného porostu cytopatogennim pdsobenim viru
na 80 a¥ 100 % plochy. Pak se provede sklizen viru, jeho titrace, zkousky na bakteriolo-
gickou sterilitu e do jejich ukonZeni pied zpracovénim viru na vekeinu se skladuje v za-
mrafeném stevu pii -20 °C af =70 ©C. Sklizeny virus musi mit minimélnf titr viru 103
TKID50 vl cm3.

Pred kompletaci vekciny se virus rozmrazi, smichéd s tekutym lyofiliza®nim médiem v po-
m&ru 2 d{ly viru e 1 dil lyofiliza¥niho médias, rozplni se do lékovek, provede se zamrafe-
ni a lyofilizace, Lyofilizovend vekcina je pak uzaviena pod gumovou z&tkou ve vakuovand 1lé=-

kovce.

K vekcind se pfipravi sterilni zfedoval, ktery se rozplni do lékovek, Pied aplikact
vekeciny krdlikdm se lyofilizét rozpusti ve zredovali, protrepe se a vaekcina se splikuje
krélikdm podko’n& nebo per os. U kedé vyrobené Zarie vekciny jsou provédény kontrolni

zkoudky neskodnosti, G¥innosti a bakteridlni sterility.

Vy¥sledky pokusl:

Tabulke - 1 Zxousky ne3kodnosti na krdlicich

Zpdsob aplikace Dévka vakciny Nésobek prekro¥eni Polet Resekce v pribdhu
e’ vekc, dévky zvitat sledovéni po dobu

21 dnd

PodkoZné 2 lx 2 bez reakci

VnitrokoZné 4 x 0,25 - 2 bez reakci

PodkoZn& 1 - 8 bez reakeci

PodkoZné 40 40 x 4 bez reskci
rozd&lené ~

Pri zkoudkéch nedkodnosti ani po 40 nésobné vekcinadni ddvce nedoslo u vekcinovanych

krdlikd k onemocnéni myxometdzou.
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Tabulka - 2 Zkoudka u¥innosti po podkofni aplikaci
Zplsob aplikace Dévka vakciny Celen¥ni ddvka Polet Vysledek po &elenZi
cm3 viru myx. zvitat preilo onemocné&lo
PodkoZné& 1 1000 ID50 8 8 0
Nevakc. kontroly - 1000 IDSO 2 0

Vekcina®ni dévka 1 cm3 vekeiny zajidtuje 100 % ochranu krélikim pri &elenZi 1000 ID50

plné virulentniho viru myxomatdzy.

Tabulka = 3 Stanoveni po&tu protek¥nich dévek v 1 vekcina¥ni ddvce

Hedén{ vekciny Vekcinain{ d4vke Doba felen%e Polet krdlfkd Vysledek po telenZi

em3 pPeZilo onemocnélo
10° 1 cm3 podko¥né 9. den po vek- 3 3 0
102 pP{sludného Pe- cinaci &elen% 3 3 0
10~2 d¥nt vekciny 1000 ID,, plnd 3 3 0
10”3 virulentnfho 3 0 3
1074 viru myxomatdzy 3 0 3
10™2 3 0 3
Kontroly 2 0 2

1 vakcina®ni dévka obsahuje v l-cm3 316 PD50 /protek&nich ddvek/ proti 1000 ID50 plné vi-

rulentniho viru myxomatdzy.

K pokusim uvedenym v popisu tohoto vynélezu bylo pouZito vakciny pfipravené z viru
o titru 10° TKIDgq v em,

Uvedend vakcina rozdituje sortiment prfpravkd pro prevenci myxomatdzy a je jednou

z prvnich vekcin z apatogennich kmend myxomatozy.

PREDMBET VYNLKALEZU

1/ Vekcina proti myxomatdze krdlfkd ¥ivé MXT, vyznafujici se tim, Ze obsahuje apatogenni
kmen viru myxomstésy kr&likd /Myxoma virus/ CAPM V-219 o titru 10* a2 107 D

v 1 cm’ v lyofilizoveném stavu a zredovai.

2/ Vekcina podle bodu 1, se vyzna¥uje tim, Ze zredoval je tvofen 8 g chloridu sodného,
2 g chloridu draselného, 2,38 g hydrofosforefnanu sodného do 1 dkg hydrétu Na,HPO, .
12 HZO’ 0,2 g dihydrofosforednanu draselného KH2P04, dopln&ném destilovanou vodou na
1 litr,

3/ Zplsodb vyreby vekciny podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze se kmen viru myxomatozy
CAPM V-219 pomno¥uje na bun¥¥nych kulturéch z xréli¥ich tkénf pii teplot® 32 ef 34 °c
po dobu 36 a% 96 hodin, pokud se nedosdhne 80 af 100 % cytopatogenni efekt.
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4/ Zpdsod vyroby vekciny podle bodu 3 a 4, vyznedujic{ se tim, %e kmen viru se pomno¥uje
na primérnich, diploidnfch a liniovych bunkéch kory ledviny krélika.

5/ Zplsob vyroby vekciny podle bodu 3, 4, 5, vyznadujfci se tim, %e doba pomnoZen{ viru
Jje 36 a%¥ 48 hodin.
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