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(57) Anotace :

. Riedenie sa tyka inaktivovanej olejove) vak-

ciny proti hemoragickej chorobe, vhodnej na
profylaxiu virusového ochorenia krélikov a
spdsobu jej pripravy na vnimavych krdlikoch.
Vakcina je urcend na ochranné octkovanie vni-
mavych zvierat proti uvedenému ochoreniu.
Vagcina je tekutd a vyznatuje sa tym, Ze 0,5
obsahuje 1 000 aZz 5 090 hemaglutina&nych
jednotiek inaktivovaného virusu hemoragicke]
choroby krdlikov kmefia BN 0788 CAMP V-363,
emulgovaného v olejovom adjuvans. Virus he-
moragickej choroby sa pomnoZuje na vnimavych
krdlikoch, infek&éné virusové suspenzie sa
inaktivujd formaldehydom, betapropionlakto-
nom alebo 2-brometylaminhydrobromidom a
emulguji so zmesou adjuvantnych olejov.
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Vyndlez sa tyka inaktivovanej olejovej vakciny proti virusovej hemoragickej chorobe

krdlikov a spdsobu jej pripravy na vnimavych krdlikoch.

Hemoragickd choroba krdlikov je nové, akdtne, virusové, vysoko infekéné ochorenie,
ktoré s roznou intenzitou postihuje krdliky od veku 5 tyzdiov bez ohIadu na plemennd
pribuznost. Prvé hromadné hynutie krdlikov zaznamenali LUI, S§.S. - XUE, H.P. - at al.:

A new viral disease in rabbits. Veterinary Medicine (Xumu yu Shouyi) 1984, 16 (6), 253-

255, China Nanjing Univ. v jesennych 38 zimnych mesiacoch roku 1984 v provincii Jinsau

v Cine. Infekcia md epizooticky charakter, v roku 1985 aZ 1986 bola zistend v Sovietskom
zvize a zatiatkom roku 1987 sa preniesla na niektoré chovy krdlikov lokalizované na Vy-

chodnom Slovensku. Potas dvoch rokov sa ochorenie rozsirilo na celom Gzemi CSSR a spdso-
bilo citelné straty v postihnutych chovoch.

LUI, S.S. - XUE, H.P. - at al.: A new viral disease in rabbits, Veterinary Medicine
(Xumu yu Shouyi) 1984, 16 (6) 253-255, China Nanjing Univ. popisali poOvodcu, ako maly
neobaleny virus ikosahedrédlenejsymetrie s velkostou virionu 18 aZ 33 nm, ktorého sféricke
nukleokapsidy priemeru 20 nm obsahujd jednovldknitd RHK. PU, 8.3. a kol.: Micro HA tests
for the detection of antibody titres to so-called "Haemerrhagic pneumonia" in rabbits, Chin.
Journ. Vet. Med., 1985, XX, 10, 16-17 zaradili virus do Eelade Picornaviridae, SMip, B.

a kol.: Zprdvy o dosalenych vysledcich vdzkumu virové hemorrhagické pneumonie krdlikd
(moru kralika)3242-3244/88/1 na zdklade podrobnych elektronoptickych 8tddii do rodu Cali-
civirus. Virus aglutinuje erytrocyty oviec, vtdkov a Tudské erytrocyty skupiny 0, ktoré sd
na ddékaz virusu v infikovanych orgdnovych suspenzidch najcitlivejsie (LUI a kol.: A new
viral disease in rabbits, Veterinary Medicine (Xumu yu Shouyi) 1984, 16 (6) 253-255, Chi-

na ilanjing Univ.

Izolovanim povodcu a jeho identifikovanim sa otvorila cesta pre Stddium epizuotolé-

gie, patogenézy a imunogenézy novej virusovej infekcie krdlikov.

Na zdklade experimentdlnej infekcie vnimavych krdlikov, stanovili LUI a kol.: A new
viral dis=ase in rabbits, Veterinary Medicie (Xumu yu Shouyi) 1984, 16 (6) 253-255, China
Nanjing Univ. inkuba&nd dobu pri hemoragickej chorobe na 24 a? 72 hod. a dobu trvania cho-
roby od niekolkych hodin do jedného aZ dvoch dni. Klinické priznaky ochorenia sd mdlo vy-
razné, kraliky strdacajd plachost, prestdvajd prijimat potravu, priZom jedinym typickym

%

priznakoim ochorenia je krvavy, penovityv vytok z nosa, ktory sa zistuje pribliZne u 40
infikovanych zvierat krétko pred dhynom. Patologicko-anatomicky obraz po prirodzenej a ex-
perimentdlnej infekcii popisali ako prvi XU a kol.: Study of pathology of viral haemor-
rhagic diszase in rabbits, Anim. Husb. and Vet. Med., 1985, 17, 4, 153-155.Makroskopicky sa
zi%tuji hemoragickd hepatitida, hemoragicky edém plic, hemoragickd tracheitida, nefritida,
kataralna gastroenteritida a nekroza 7l&nika. Histologicky boli zistené hemoragie vo viet-
kych orgdnoch, membrdnovéd glomerulonefritida, hemoragickd bronchopneumcnia, nehnisavé
encefalitida a demyelinizdcia neurcnov.

Infikované krdliky vytvarajd proti virusu hemoragickej choroby hemaglutinacne inhi-
bitné protildatky, ktoré u prechorenych zvierat dosahujd stredné aZ vysoké hodnoty (PU a
kol.: ¥icruo HA test for the detection of antibody titres to so-called "Haemorrhagic pneu-
monia" in rabbits, Chin.Journ. Vet.Med., 1985, I, 10, 16-17.

Pokusy o aktivnu imunizdciu krdlikov proti hemoragickej chorobe sa zakladaid na poz-
natku, Ze prekonanie infekcie vyvoldva chrdnenost proti ochoreniu a praktickd imunizacia na
poznatku, 7e inaktivované Struktdry virusu zodpovedné za vyvolanie protildtok a imunity,
st v nativnom stave prifinami ochorenja. Vychodiskovyin materidlom pre ziskanie virusového
materidlu na pripravu vakcin st infekZné orgdny ziskané z experimentdlne infikovanych
zvierat. Tieto sa pudrobujd rozdielnym purifikaénym a inaktivatnym postupom s cielom pri;
pravil vyscko ucinné a nedkodné vakciny. Ako prvi pripravili orgédnovd vaxcinu, inaktivo-
vant 0,4 hmotnostnymi percentami formaldehydu LUI a kol.: A new viral disease in rabbits,
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Veterinary Medicine (Xumu yu Shouyi) 1984, 16 (6) 253-255, China MNanjing Univ., kiorej
dobrd imunizadnd déinnost v laboratornych a terénnych podmienkach potvrdili GU a kol.:

An inactivated vaccine against haemorrhagic in rabbits, Chin.Journ.-VetMed., 1986, 12.2.
50-51. V roku 1937 bola v ZSSR pripravensd inaktivovand orgdnovd vakcina bez adjuvantnych
primesi a v roku 1988 boli v {SSR pripavené dve inaktivované vakciny zaloZené na rozdielnych

vakcinagnych kmefoch.

Technoldgia pripravy uvedenychy vakcin sa zakladd na priprave virusovych suspenzii
z orgdnov infikovanych krélikov, ktoré sa vhodnym spdsobom inaktivujd. Imunostimulacny GEi-
nok pripravenych virusovych suspenzii sa mdZe potencovat pridavkom vhodnych adjuvantnych

komponentaov.

Predlo?ené rieSenie spoiva v tom, Ze bol vypracovany spdsod infekcie krédlikov nami
izolovanym kmefiom BN 0788 CAMP V-363 virusu hemoragickej choroby a spésob pripravy in-
fekénych orgdnovych tekutin s vysokym obsahonm HA jednotiek, boli definované podmienky
3etrnej inaktivdcie infek€nosti virusu pomocou vybranych inaktivovanych ldtok a zvySenia
imunogénnej GZinnosti pripravenej vakciny pridavkom adjuvantnych olejov. Dodrzanim defi-
nuvanych technologickych postupovsa pripravi vakcina s vysokymi kvalitativnymi parametra-
mi.

Bola pripravend inaktivavand olejovéd vakcina proti virusovej hemoragickej chorobe kra-
likov, ktord v 0,5 cm3 obsahuje 1 000 a# 5 000 hemaglutinalnych jednotiek inaktivovaného
virusu BN 0788. Pripravuje sa z peteni a slezin experimentdlne infikovanych krélikov, kto-
ré sa hbmogenizujd s pufrovanym fyziologickym roztokom a pridavkom tiomersalu. Vyslednd 10
ay 20 % hmot. orgénovéd suspenzia, ktoréd obsahuje v 1 cm3 10 000 hemaglutinatnych jednotiek
sa chemicky inaktivuje pomocou formaldehydu, betapropionlakténu alebo 2 brometylamin hydro-
bromidu. Inaktivovans zmes sa potom emulguje s 20 a% SO % hmot. zmesi adjuvantnych olejov.
Takto pripravend inaktivovani olejovéd vakcina proti virusovej hemoragicke) chorobe kré-

likov vykazuje nasledovné imunobiologické vlastnosti:
a) je ne3kodné pre zvieratd vSetkych vekovych kategérii,
b) navodi tvorbu ipecifickych hemaglutinaénych protildtek v titre 1:160 aZz 1:5120,

c) vyvola viasnd a dlhotrvajicu chrénenost otkovanych zvierat proti ochorenju a infekcii.
Vynilez bliZ$ie objasiuju nasledujdce priklady praktického prevedenia:

Sposoo pripravy virusovej suspenzie

Na produkciu virusového materidlu sa pouzijd krdliky bez protildtok proti virusu he-
moragickej choroby. Krdliky vopred vySetrené hemaglutina&ne-inhibi&nym testom sa infikuju
3

parentsrélne, napr. intra pulmondlne ddvkou 1,0 cm 10 % hmot. orgdnovej suspenzie xmeila
31 09788 CAMP V-363. Za 24 a? 72 hodin dochddza k prudkej hordgnatel reakcii s podetnym
dhynom. V tomto &ase sa od uhynutych a klinicky chorvch krdlikov odoberajdvpeéeﬁ a slezi-
na, ktoré sa individudlne kontrolujd na obsah virusu hemaglutinadnym testom. Na dalsie
spracovanie sa pouZijd organy, z ktorych 10 % hmot. orgdnovej suspenzie vo fyziologickom
roztoku s pridavkom 0,01 % hmot. tiomersalu obsahuje najmene] 10 000 hemaglutinaénych jed-
notiek v 1 cmz. Orgdny sa a? do spracovania uchovdvajd v zmrazenom stave. Z vybranych or-
génov s poZadovanym obsahom virusu sa pripravi 10 % hmot. orgdnovd suspenzia s fyziolo-
gickym Gstojnym roztokom, ktory obsahuje tiomersal v mno¥stve 0,01 % hmot. Suspenzia sa
vyEiri pomalou sedimentdciou acentrifugdciou pri teplote 2 az 8 O¢. Pred inaktivdciou mu-

si suspenzia obsahovati nejmenej 10 000 hemaglutinagnych jednotiek virusu v 1 cm3.
Spﬁsoby inaktivdcie virusu

a) Inaktivadcia virusu formaldehydom:
Do vy&irenej 10 % hmot. orgdnove) suspenzie virusu BN 0788 sa pridéd 0,2 % hmot. for-

’
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maldehydu, zmes sa dokonale premie3a a inkubuje pri 30 o¢ potas 72 h pri 2 az 8 °¢ pocas
dalsich 72 h.

b) Inaktivdcia virusu betapropionlaktonom:

Do vyéirene) 10 % hmot. orgdnove] suspenzie virusu BN 0788 sa pridé 0,3 % hmot. beta-

. . - . . : 0 .
propionlaktonu, zmes sa dokonale premssa a inkubuje pri 37 “C pogas 24 h.
¢) Inaktivdcia virusu 2 wrometylaninhydrobromidom:

Do vy&irenej 10 % hmot. orgdnove] suspenzie virusu BH D783 sa pridd 10 % hmot. 0,1 M
roztoku 2-brometylamin hydrobromicu o pH 7,6 a zmes virusu a inaktivainého tinidla sa
ulo?i pri teplote 25 Oc na 8 h. Potas inaktivécie sa virusovd suspenzia opakovane pre-

mieSa.

Spdsob pripravy emulzie

Suspznzia orgédnového inaktivovaného virusu hemoragicke) chdroby sa uchovdva pri 2 aZ
g °c. 80  hmot. dielov orgdnovej suspenzie sa emulguje s 20 hmot. dielmi adjuvantnych ole-
jov, ktoré obsahujd Jahky minerdlny olej a emulgdtory a vytvdrajd s orgénovou suspenziou
dvojitt emulziu olej vo vode pomocou emulgatného zariadenia IKA-Ultra Thurax T/45/6. Emul-
gdcia prebieha pri najvys8ich obrétkach dvakrét po dobu piatich minit s desatlminitovou
prestdvkou. Pripravend emulzia sa slisva do sterilnych flia, ktoré sa uzavri gumovymi

zdtkami.

Priklad 1

Krdliky vopred vy3etrené HI testom sa infikujt intra pulmondlne ddvkou 1,0 cm3

10 %
hmot. orgdnove) suspenzie kmefia BN 0788 CAMP V-363. Za 48 hodin dochddza k prudkej hordc-.
nate) reakcii s poZetnym dhynom. V tomto Gase od uhynutych a klinicky chorych krélikov sa
odoberajd oetene, ktoré sa xontrolujd na obsah virusu hemaglutinadnym testom. MNa dalsie
spracovanie sa pouZiji orgdny, z ktorych lo % hmot. orgdnovej suspenzie vo fyziologickom
Gstojnom roztoku s pridavkom 0,01 % hmot. tiomersalu obsahuje najmenej 10 000 hemagluti-
nacnych jedhotiek virusu v 1 cm3. Orgény sa az do spracovania uchovdvajd v zmrazsnom sta-
ve. Z vybranych orgdnov sa pripravi 10 % hmot. orgédnovd suspenzia s fyziologickym dstojnym
roztokom, ktory obsahuje tiomersal v mnozstve 0,01 % hmot. Suspenzia sa vyE&iri pomalou
sedimentaciou a centrifugdciou pri teslote 4 oc. Do vyéirenej 10 % hmot. orgdnove] suspen-
zie s obsahom najmene3 10 000 hemaglutinalnych jednotiex virusu v 1 Cm} sa pridd 0,2 %

hmot. formaldehydu, zmes sa dokonals aremieda a inkubuje pri 30 o potas 72 h a pri & o¢

pogas daldich 72 h.

~ Kompletnd vaxcina sa oripravi zmiedanim 80 hmot. dielov orgdnovej suspenzie s 20 hmot.
dielmi adjuvantnycn olejov na sariadeni IKA-Ultra Thurax T/45/6. Emulgédcia prebieha pri

najvy35ich obrétkach, dvakrdt po dobu piatich mindt s desatmindtovou prestdvkou.

vysledky sxd3ok
Neskodnos? a dobri imunizagnd G€innost vakciny proti hemoragicke) chorobe krdlikov
potvrdili vysledky ziskané po aplikacii 250 000 dévok (t.j. ovarovacia vyroba) vakciny
kralikom réznych plemien a vekovych xategorii. Pou?itie olejového adjuvans vo vakcine
proti hemoragickej chorobe krédlikov schvdlila aj Komisia pre vaterindrne biopreparaty
a lietjva dia 6.6.1990 pri prilezitosti obhajoby zdvereénej sprévy k predmetne) vakcine.
Vysokl dginnost inaktivovanej vakciny potvrdzujd vysledky imunizdcie a CelenZe.
45 krdlikov bez protilédtok proti virusu HChK bolo rozdelenych do trcoh skupin po 15 zvie-
rat a ockovanych inaktivovanou olgjovou vakcinou proti hemoragickej chorobe krdlikov

ddvkou 0,5 ml nasledovne:
1. skunina - ofkovand ood koZu za lepatku
2. skupina - ofkovand vndtrosvalove do stehns

3. skupina - kontrolnd, neofkované krdliky
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Krvné vzorky sa odoberali pred o3kovanim a potom v tyZzdiovych intervaloch.

Krdliky prvej skupiny vytvorili za tyZzdei po ockovani HI protildtky v titroch 1:80
a? 1:2560 s priemernym titrom vyjadrenym v dvojkovych logaritmoch 1og2 9,53. Za 4 tyZdne
po ockovani predstavoval priemerny titer skupiny hodnotu 9,33 logz.

U krdlikov druhej pokusnej skupiny boli za 7 dni'po-oékovani zistené protildtky
v titroch 1:160 aZz 1:5120 s priemernYm titrom skupiny 10,83 logz.

- U krélikov tretej kontrolnej skupiny sa pofas celého sledovaneého obdobia nezistil
signifikantny vzostup 3pecifickych protildtok proti virusu HChX. 9br. 1.

Za 4 tyzdne po vakcindcii boli v3etky krdliky infikované i. pulm. dévkou 1 cm3
virulentnym virusom BM 0788. Vysledky infekcie vyjadrené v tab. 1 a obr. 1 preukaznz po-
tvrdzujt spoiahlivi protektivnu Géinnost inaktivovanéj olejovej vakciny. Krdliky 1. a 2.
pokusnaj skupiny, oékované inaktivovanou vakcinou reagovali na i. pul, aplikdciu viru-
lentného virusu BN 0788 dal3im vzostupom HI protildtok, ktoré za 2 tyidne po infekcii do-
siahli hodnoty 12 aZ 14 log2 v pozorovacom ohdobi sa nezaznamenal dhyn ani v jedne]

z uvedenych pokusnych skupin krdlikov. Z 15 kontrolovanych neoZkovanych krdlikov uhynulo
11, tj. 73,3 %. Styri kréliky, ktoré infekciu prekonalj obsahovali za dva tyZdne po infek-
cii rovnaké hodnoty HI protildtok, ako krdliky vakcinované a nisledne infikované.

Dobry protektivny déinok vakciny hotvrdzujd vyslediky pokusu, v ktorom bolo 6 krdlikov
vystavenych kontaktnej infekcii sidfasne s ofkovanim. Do troch klietok boli spolotne
umiestnené po dva krdliky infikované i. pulm. ddvkou 1 ml virulentného virusu 8N 0788, a
po dva krdliky o&kované s.c. ddvkou 0,5 ml inaktivovanej olejovej vakciny. V pozorovacom
tase 14 dni uhynuli zo Zisstich infikovanych krédlikov 4 kusy, ale vSetky vakcinované kri-
liky vystavené kontaktnej infekcii prezili. Vysledky vyjadruje tab. 2.

U¢innost inaktivovanej olejovej vakciny, inaktivovanej vakciny bez olejového adjuvans
a sovietskej vakciny vyjadruje tab. 3. Najlep3iu G€innost (najvyssie hodnoty priemernych
titrov protildtok vo v3etkych slédovanychbéasovych intervaloch) vykazovala jnaktivovand
olzjovd vakcina. Najmenej Gcinnd bola sov:etska vakcina (formolvakcina s hydroxidom hli-
nitym z organoveho homogendtu). . ' : 8

PATENTOVE NARODKY

1. Inaktivovand olejové vaxcina proti virusovej hemoragickej chorgbe krdlikov, vyznadu-
Jjica sa tym, Ze v 0,5 cm3 obsahuje 1 000 aZ 5 000 hemaglutinaénych jednotiek chemicky
inaktivovangho virusu hemoragickej choroby krédlikov BN 0788 CAMP V-363 emulgované

v olejovom adjuvans.

2. Spésob vyroby vakciny podia bodu 1 homogenizaciou peteni a slezin infikbvanych vhnima-
vycn kralikov pufrovanom fyziologickom roztoku s obsashom 0,01 aZz 0,02 % hmot. tiomersa-
lu a chemickou inaktivdciou, vyznadujlici sa tym, %e sa orginova suspenzia z peieni a
slezin vnimavych krélikov infikovanych virusom hemoragickej choroby krélikov 88 0788,
CAMP V-363 s obsahom 2 az 20 % hmot, orgédnovej masy a obsahujidca najmenzj 13 009 hema-

glutinaénych jednotiek v 1 cm3 emulguje s 20 az 50 % hmot. zmesi adjuvaninych olejov.

3. Spdsob vyroby vskciny podTa bodu 2, vyznadujici sa tym, Ze zmes adJuvantnych olejov
obsahuje Iahky minerdlny olej a emulgatory.
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Kontrola imunogenity inaktivovanej ole jovej
vakeiny .

Vysledky infekcie vakcinovanych a nevakcinovanych
krdlikov

Polet
Spbsobdb Y
. . nfikovs

aplikdcie | %13 Uhyn %
vakefny krélikov

s.C. 15 ) 0

i.m. 15 0 0

Kontrola 15 , 11 73,3

Tab. 1

Kontrola protektivrneho @&inku inaktivovanej
ole jovej vakciny proti hemoragickej chorobe
krédlikov

. Po¥et . lﬂhyn do hyn do
Kréliky kusov 7 dnt 14 dni
Infikované .
i. pulm. 6 4 /67%/ °
Vakcinova~-
né 6 0 0

Tab. 2
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Porovnanie antigénnej aktivity inaktivovanej ole jovej vakciny, vyvojovej vakeiny

tekutej & sovietskej komerinej vekciny proti hemoragickej chorobe krélikov me t&dou

HI-testu za 7.,

1l4.,, 28, 60 a 200 dni po imunizécii

~

gislo Den po Vakcinédcii
VAKCINA zvierata _
7. 14. 28, 60, 200.
1 1 : 160 1 : 540 1:320 1:160 1:40
2 1:320 1:320 1:160 1:160 . 1:40
. . 3 1:160 1:320 1:320 1:320 1:80
Inaktivovand olejové 4 1:320 1:320 1:160 1:80 1:40
vakcina 5 1:160 1:160 1:160 1:80 1:80
6 1:80 1:640 1:640 1:160 1:40
7 1:80 1:160 1:160 1:80 1:80
8 1:160 1:640 1:640 1:160 1:80
"] 1l ; 180 1 : 400 |1 : 320 1 : 150 1 : 60
9 1:80 1:32 | 1:160 1:160 | 1:80
10 1:160 1:160 | 1:320 1:80 1:80
11 1:80 1:320 | 1:160 1:80 1:40
12 1:40 1:40 1:80 1:40 0
13 1:160 1:160 | 1:80 1:80 1:40
14 1:160 1:640 | 1:320 1:160 | 1:40
Vyvojovd vakcina 15 1:40 1:160 | 1:160 1:160 | 1:80
16 1:80 1:320 1:160 1:80 0
takutd
g 1 :100 | 1 : 265 |1 : 180 1 : 105 1 : 45
17 1:80 1:80 1:40 1:40 0
18 1:80 1:320 1:160 1:80: 1:20
19 1:40 1:40 1:40 0 0
20 1:40 1:80 1:160 &:40 0
21 1:80 1:160 1:80 1:40 1:40
v X 1'e 22 1:40 1:160 1:160 1:80 1:40
Sovietska vakeina 23 1:40 1:320 | 1:160 1:80 1:20
g 1 : 60 1 : 165 {1 : 130 1l : 50 1 :17
Tab, &,
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