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(54) Sposob pripravy subjednotkovej vakciny proti kliesfove j

Vynalez sa tyka spasobu pripravy
subjednotkove j vakciny ku klie$tovej
encefalitide. Podstatou vynédlezu je, Ze-
termosenzitivny kmen virusu klieifovej
encefalitidy Skalica Cl. gl. 53 sa po-
mnoZuje na tkanivovych kultirach kura-
cich embryonélnych buniek, virus sa
semipurifikuje diferenciélnou centrifu-
géaciou, sediment se resuspenduje do fy-
ziologického roztoku, $tiepi sa tri krat
éterom, ktory sa odstrani, vakcina sa
lyofilizuje. Vynilez ma pouZzitie v hu-
minnej a veterindrnej praxi.
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Vyndlez sa tyka spOsobu- pripravy subjednotkovej vakciny
proti kliedtovej encefalitide.

E. N. Levkovié a tieZ Ch. Kunz pripravili inaktivované
vakciny proti klieStovej encefalitide na kuracich embryondl-
nych bunkdch s ndslednou inaktivdciou formaldehydom. [E. N.
Levkovié: Biology of the ti&k—borne encephalitis complex.
Czechoslovak Acad. Sci. 317 (1962); Ch. Kunz: Arzneim. Forsch.
Drug. Res. 28, 10, 1806, (1978) /. Nevyhodou inaktivovanych
vakein je ich priprava s plne virulentnym kmenom virusu klied-
tove]j encefalitidy. Mayer a Mitrova pripravili zivi atenuovani
vakcinu s kmenom Langat [Maye; a Mitrovd: Biological works.
Slovak Acad. Sci. Bratislava, (1977) 7. Nevyhodou atenuovane]
vakeiny je, %e kmen Langat revértoval a nemdZe sa pouzZit

k priprave Zivej olkovace] ldtky.

Uvedené nevyhody v podstatnej miere odstranuje spdsob pri-
pravy subjednotkovej vakciny proti klieStove] éﬁcefalitide, kto-
rého podstata spodiva v tom, %e termosenzitivny kmen virusu
‘klieStovej encefalitidy 'Cl. gl. 53! sa pomnoZuje na tkanivovych
kultdrach kuracich embryondlnych buniek; virus sa semipurifiku-
je diferencidlnou centrifugdciou, resuspenduje do fyziologic-
kého roztoku, Stiepi sa 3 krdt éterom, ktory sa odstrdni, vak-
‘cina sa vyliri a lyofilizuje.

Vyhoda navrhovaného spdsobu pripravy subjednotkovej vakei-
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ny Je, Ze sa pracuje 8 termosenzitivnym kmenom virusu klieééQvej'
encefalitidy, ktory je nepatogenny po podkoZnom podani bielym
dospglim mys8iam, o je vjzngmné z hladiska bezpednosti pri préc?. .
Vakcina obsahuje subjedndtkj virusu, ktoré‘indukujﬁ tvorbu pro-
tildtok a je zbavend balastnfch ldtok. Tento spﬁsob pripravy jJje
ekonomicky nendroény. Vakcinu moZno skladovat po lyofilizdeii.

Priklad 1

Pripravuji sa tkanivové kultidry z 11 dnovych C/E kuracich
embryi, z ktorych sa odstrdnia oli a vnﬁtorﬁosti. Tkanivové kul-
tiry sa kultivujdi v bazdlnom Eaglovom médiu (BEM) s primesou

5 % fetdlneho telacieho séra a antibiotik (penicilin a strepto-

mycin). Po 24 hodinove] kultivécii sa médium odstrédni a tkanivo
vé kultiry sa infikujd virusom kliestove] encefaiitidy ( kmen
Skalica, ktory Je uloZeny v &s. zbierke arbovirusov Virologic-
kého ustavu SAV pod &islom Cl. gl. 53) so 7,5 log LD50/0,01 ml.
Adsorbcia prebieha po dobu 90 min pri teplote 37 °¢. Potom sa
pridd 8erstvé BEM s primesou 5 % inaktivovaného séra a antibio-
t{k. Na prvy den sa médium stishne a vydiri. Purifikdcia virusu
sa robi diferencidlnou centrifugdciou pri 25.000 ot. za min.

po dobu 2 h, Odstrdni sa supernateant a sediment sa resuspenduje
do 100 krét menSieho objemu izotonického fyziologického roztoku
o pH 7,2 s primesou 50/&3 gentamycinu na 1 ml. Po vyéireni sa
urduje titer virusu pomocou heﬁaglutinaéného testu. Preparit sa
za stdleho mieBania 3 krét Stiepi éterom, 1 krét ﬁbéas 5 min,
druhyj krdt rovnakym dielom poéasl18 h pri teplote 4 °C, 3 krdt
podas 5 min. Po vydireni sa éter odsaje,'zbytky éteru sa odétré-
nia dusikom. Vakcina sa lyofilizuje a skladuje pri teplote

-20 °c, Skisky neskodnosti vakciny sa robia intracerebrdlnou
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inokuldciou odkovacej ldtky po 0,1 ml dalZej skupine bielych my-
8{. Podas pozorovacej doby 14 dn{ sa u Ziadneho 2z pokusnych zvie-
rat neolavilo podkodenie zdravotného stavu, ktoré by siviselo
8 aplikdciou skusaného prepardtu. Skiska na nepritomnost Zivého
virusu sa robi na 5 52.8 g bielych myS3iach. MySiam se inokuluje
po 0,03 ml intracerebrilne vakciny neriedenej a daldej skupine
mys3{ sa inokuluje po 0,03 ml vekcina riedend 1:10. Po 7 dnoch sa
odoberie od poloviny my3i mozog na daldiu pasd%f. Celkove sa
robia 2 paséife. Sledovanie tvorby protildtok sa robi na 15 g
my&iach, ktorym sa podd intraperitonedlne vakcina po 0,1 ml,

7 dni po prve] ddvke sa odoberie od ﬁyéi krv a sérum sa vysetru-
je v hemaglutinadno-inhibiénom teste. Druhd dédvka vakciny sa podéd
po 1 mesiaci., 7 dni po prve] vakecindcii sa vySetruje sérum mySi
na pritomnost? hemaglutinaéno-inhibiénych protildtok. Ochranny
test sa robi na dospelych bielych mySiach, ktoré sa imunizujﬁ
jednou ddvkou vakciny intraperitonedlne po 0,1 ml, Po 7 a% 8
dnoch sa rob{ challenge ¥ivym virusom. My3i sd chrdnené proti

100 LD50 (myi#iie smrtelné dédvky) virusu. Skiska sterility vak-
ciny sa robf podla 8sl. 3.

Priklad 2

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze sa virus

kultivuje pri 37 °C poias 48 h.

Priklad 3

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym rozdielom, %¥e sa viru-
sové partikule separuji v sacharozovom gradiente hustoty

(10 a% 30 % sacharoza/.
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Poatuphjc sa ako v priklade 1 8 tym rozdielem, iortinilny
prepardt pe extrakeli éterom sa oprasuje formalinom v koneSnom
riedeni 1:2 000, udriuje sa po dobu 3 dni pri teplote 4 00,
formalin sa odstrénil tak, Ze k 100 ml vzorky sa pridale 1,7 ml
5 % pyrosiri¥itanu sodného, Po zmieBani sa vzorka naplni de dia-
lyzadného sédku a tente sa dialyszuje v 8. litrech fysziologiekéd-
ho roztoku pri teplote 4 °C pe dobu 20 hedin., Vakoine sa po dia-
lyze lyoefilizuje. o :

Vyndlexs mdie ndjst Siroké pouZitie v medieine, ako vakeina
proti virusu klie#tove] encefalitidy. |
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'Spésob pripravy subjednotkovej vakciny proti kliestovej
encefalitide vyzna&ujﬁci sa tym, Ze termosenzitivny kmen,virus
kliestove] encéfalitidy Cl. gl. 53 Skalica sa pomnoZuje na
tkanivovych kultirach kuracich embryondlnych buniek, virus sa
semipurifikuje diferencidlnou centrifugdciou, resuspenduje do
fyziologického roztoku, Ztiepi sa 3 krét éterom, ktory sa

odstrdni, vakcina sa vyéiri a lyofilizuje.
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