SEJTMENTES MAREK-FELE BETEGSEG VIRUS VAKCINA
Akzo N.V., Arnhem, Hollandia

A bejelentés napja: 1991. 12. 23.

Els8bbsége: 1990. 12. 24. (90314297.4) Eurdpa
Kivonat

A talalmany egy a baromfiakat a Marek-féle betegségtdl
megvédd vakcindval foglalkozik. A talalmany szerinti sejt-v
mentes virus megkdénnyiti a vakcina kezelését, és lecsdkkenti
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féle betegség virus csoport egyéb virusait, példaul HVT-t

tartalmaznak.



L\J"‘/‘L% 00::- "t E.....:.E::.

Képviseld:

DANUBIA SZABADALMI ES VEDJEGY IRODA KFT

SEJTMENTES MAREK-FELE BETEGSEG VIRUS VAKCINA
Akzo N.V., Arnhem, Hollandia

Feltalaléd:

BAXENDALE William, Buckden;

Nagy-Britannia

A bejelentés napja: 1991. 12. 23.

Els8bbsége: 1990. 12. 24. (90314297.4) Eurbpa

A taldalmdny baromfiakat a Marek-féle betegség ellen védsd

vakcindval és ilyen vakcina eldadllitasaval foglalkozik.

74212~760-GI



A Marek-féle betegség (MD) a baromfiak rosszindulatg,
limfoproliferativ elvéitozéssal jard betegsége, melyet egy
herpesz virus, a Marek~féle betegség virusa (MDV) okoz. Az
MD altalédnosan elterjedt betegség, vilagszerte eldfordul a
baromfitermeld orszagokban. Intenziv termelési rendszerben
nevelt csirkéknél az MD elkeriilhetetlen veszteségeket okoz.
Az MD kb. 6 hetes kortdl érinti a csirkéket, a leggyakoribb
az eldforduldsa a 12-24 hetes kor kézott.

Klinikailag az MD harom form&ja ismeretes, a klasszikus
MD, a heveny MD és az étmeneti bénulés.

A klasszikus MD-t a limfoid beszlrddés és a mielin hii-
vely pusztuldsa okozta periférids idegmegvastagodas jellem-
zi, és a f& klinikai tilinete a bénul&s. Az elhullis mértéke
valtoz6, de altaldban 10-15 % alatti.

A heveny formdban a zsigeri szervekben gécos és diffuaz
limfomatézus daganatok taldlhatdk. Az MD ezen formajaban az
elhullds &ltaldban magasabb, mint a klasszikus forméban.
Vakcindzatlan &llom&nyokban az elhullds gyakran 10-30 %-ban
fordul eld, é&s szamolhatunk az 4llomdny 70 %$-at érintd jéar-
vany kitdrésével. A kérbonctani leletek mind a klasszikus,
mind a heveny formaban lényegében hasoldak, malignusan
transzformalt T-limfoblasztok szlrik &t a szoveteket, a
klasszikus formdban a periférias idegeket, a heveny forméban
a zsigeri szerveket.

Az MDV-rdl1l kimutattédk tovabbd, hogy felelds a fiatal
csirkék hirtelen bénulédssal jellemzett agyveldgyulladasaért.
Az MD-vel kapcsolatos virusok szerolbégiai csoportosit&sa ha-

rom szerotipust eredményezett:



I. tipus: az MD természetben eldforduld virulens torzsei,
amelyek cSirkékben patogének, é&s daganatot ké-
peznek, és az azokbdl szdrmazd attenudlt, nem
patogén torzsek;

II. tipus: az MDV természetben eldforduld nem patogén
torzsei;

ITI. tipus: a pulykdk herpesz virusa ("HVT"), amely csirkék-
ben nem patogén.

Napjainkban szamos a Marek-féle betegség elleni vakcina
tipus van hasznédlatban. Ezek kdzé tartoznak a patogén, I.
szerotipusi todrzsekbdl szdrmazd vakcindk. E torzsek a soro-
zatos passzalds sorén elvesztették kérokozé és daganatképzd
tulajdonségukat, de immunogenitésukat nem. Az MD vakcinak
prototipusat képezd, HPRS-16 torzsbdl eredd attenudlt virus
[Churchill, A. E. és munkatarsai, J. Gen. Virol. 4, 557,
(1969)] és a CVI-988 tdrzs kereskedelmi forgalomban van mint
€16, I. szerotipusi MD vakcina.

A II. szerotipusG MD virusok eredendden nem onkogének,
igy nem képesek tumort okozni vakcin&zott csirkékben. Igy,
ezeknél a virusokndl nincs szlikség mesterséges attenualasra
sorozatos passzaldsok révén, és miutdn természetes &llapot-
ban vannak, nem képesek virulens formiva visszaalakulni. Az
SB-1 tdrzs (4 160 024 sz. amerikai egyesiilt 4llamokbeli sza-
badalmi leirds) mellett, amely 1983 6ta védett az Amerikai
Egyesiilt Allamokban, a HN-1 t&rzsr&l is kimutattdk, hogy
vakcindzis céljara sikeresen alkalmazhaté. Eziddig az I. és
II. szerotipusiG vakcindkat mint sejthez kotdtt készitménye-

ket kellett alkalmazni [Powell, P.C., World's Poultry



Science Journal 42, 205, (1986); Witter R.L., é&s munkatar-
sai, Avian Diseases ;;} 829, (1987); Schat, K.A., Internews
3, 13, (1989)]. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy az em-
litett vakcindkat -196 °C-on folyékony nitrogénben kell ta-
rolni és szallitani.

A vakcina tarolasanal és kezelésénél eldforduld hibdk az
MD virusok életképességének csdkkenését és a vakcindlas meg-
hidsulasat okozz&k. Kilildéndsen olyan orszagokban, ahol a fo-
lyékony nitrogénes térolds gyakorlatilag lehetetlen, a sejt-
hez k&tdtt MD vakcindk nem haszndlhaték. Raadasul, egy sejt-
hez kotétt vakcina precipitdtumban szuszpendalt, MDV-t tar-
talmazd részecskéket a szuszpenzid beaddsa eldtt homogeni-
zalni kell. A nem megfeleld homogeniz&dlads a vakcina helyte-
len adagoléasat és az immuniz&l&s sikertelenségét eredménye-
zi. Ezenfellil, az emlitett vakcina szigorian sejthez kdtott
természete felelds a vakcindk fizikai behatdsokkal szembeni
érzékenységéért. A fertdzott sejtek szuboptimdlis Ssszegylj-
tése és a fagyasztédsi eljarédsok &ltal okozott karosodas, va-
lamint az ampulldk helytelen olvaszt&sa és a vakcina helyte-
len kezelése a keltetdkben a sejtek kadrosodasat és pusztula-
sat, k&vetkézésképp a vakcina titerének csdkkenését eredmé-
nyezi.

Manapsdg egy gyakran haszndlt MD vakcina a HVT-b&l szar-
mazik. A HVT-t el&szdr pulykakbdl izolaltak, pulykadkban és
baromfiakban nem patogén, és antigén-szerkezetileg rokon az
I. és II. szerotipusi MD virusokkal. A HVT-t kiterjedten
hasznaljak MD elleni vakcinaként, a legszélesebb kdrben a

FC126 torzset. A HVT-t Altaldban mint sejthez kotodtt készit-



ményt haszndljdk, de mivel a fertdzott sejtekb8l jelentds
mennyiségl sejtmentes virust lehet kivonni, liofilizalt,
sejtmentes vakcinaként is felhaszn&lhaté.

Az MD okozta gazdasdgi veszteségek csdkkentésére iranyu-
16 tdrkvések szilkkségessé teszik az MD vakcindk hatékonysaga-
nak folyamatos javitasat. Kiildndsen napjainkban, amikor a
baromfitermelésben igen virulens MD virus tdrzsek okozta
nagyaranyi veszteségekrdl szamoltak be mind az USA-ban, mind
Eurdpaban. Ezideig, a HVT vakcindzds nem nyGjtott megfeleld
védelmet ezen izoldtumokkal szemben, még nagy ddézisokban,
vagy a vakcindzas és fertdzés kozodtt eltelt hosszabb idétar-
tamok esetén sem. Ezeknek a nagyon virulens vad MD virus
torzseknek a terjedését elﬁsegiti‘a kizdrdlag HVT-vel tor-
ténd relativ hatédstalan vakcinéazés.

A nagyon virulens MD virus fert&zések okozta betegség
lekilizdésére napjainkban rendelkezésre &4116 hasznos médszer
a bivalens vagy polivalens, az MD virus csoport kiilénbdzd
szerotipusaihoz tartozdé vakcina virusok keverékét tartalmazd
vakcindk hasznalata. Ogy talaltuk, hogy a HVT virust és az
SB-1 virust vagy mds II. szerotipusG MD virust tartalmazd
bivalens vakcina jobb védelmet nyGjt, mint barmelyik virus-
-komponens kiilén-kiilén. Ezt a jelenséget neveztiik "protektiv
szinergizmusnak", mely azt a mechanizmust jeldli, mely sze-
rint egy MD vakcina &ltal elért védelem nagysidgat egy méasik
vakcina virus hozzdaddsa megnéveli [Witter, R. L., Avian

Pathology

1, 49, (1982); Witter R. L., és Lee, L. F., Avian
Pathology 13, 75, (1984); Witter, R. L., Avian Diseases 31,

752, (1987); Schatt, K. A. és munkatarsai, Avian Pathology
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11, 593, (1982)]. A mbdszer hatranya, hogy e szinergizmus
eldnyeinek kihaszndlasa érdekében, a bivalens vakcindnak
sejthez kdtdtt készitménynek kell lennie, mivel eddig sejt-
mentes II. szerotipusdi MD virus vakcina nem &4llt rendelke-
zésre.

MDA (materndlis/anyai eredetd ellenanyagok) minden MD
virus szerotipus ellen gyakoriak a forgalmazott csirkékben,
a tenyészetek MD virusokkal vald természetes fert&zddésének
és/vagy a tenyészetek I., II. é&s III. szerotipusd virusokkal
valdé vakcindzasanak k&szénhetden. A homoldég MDA kedvezdtlen
hatdsa a vakcindz&sra kozismert. Az MDA ellenanyagok a
(sejtmentes) HVT vakcindval csak kis mértékben interferal-
nak. Igy élGnyés, ha a tenyész&allomdnyokat HVT-mentes MD
virus vakcindkkal tudjuk vakcinadzni, hogy az utédok HVT-vel
szemben inkabb védetté tehetdk legyenek. Ennek az Ggy neve-
zett valtakozd generacids vakcindzéisnak a potencidlis eld-
nyei megvannak még akkor is, ha az utédokat HVT-tartalmd bi-
valens vagy polivalens vakcindkkal vakcinazzak. Azonban,
ezen vakcinazasi stratégia alkalmazédsa feltételezi a megfe-
leld, HVT-mentes vakcina hozzdférhetdségét [Witter, R. L. és
Lee, L. F. Avian Pathology 13, 75, (1984)]. Egy sejtmentes
II. szerotipusi MD virust, pl. SB~1-t tartalmazé vakcina
hozzaférhetdsége nagyon haszos lenne az emlitett valtakozd
generacids vakcindzésban.

A taldlmany targya a baromfiak MD elleni védelmét szol-
g&ldé vakcina, amely sejtmentes, II. szerotipusd MD virusokat
tartalmaz, gydgyszertanilag elfogadhaté hordozé mellett.

Az I, és II. szerotipusi MD virusokkal valé korabbi mun-



ka azt mutatta, hogy a sejtmentes virus mennyisége (meghatéa-
rozva mint elsddleges plakk formdld egység: pfu) titere
elégtelen volt ahhoz, hogy vakcindzasi célokra felhaszn&lha-
td legyen [4 895 718 sz. amerikai egyesiilt dllamokbeli sza-
badalmi leirés; Witter, R. L. é&s munkatdrsai, Avian Diseases
31, 829, (1987); Powell, P. C., World's Poultry Science
Journal 42, 205, (1986); Schatt, K. A., Internews 3, 13,
(1989)]. Kiiléndsen az SB-1 virussal kapcsolatban mutattéak
ki, hogy nem képez jelentSs mennyiséqgl sejtmentes virust.

Azbéta kiderililt, hogy a II. szerotipusG MD virusok tovab-
bi passzdldsa sordn a sejtmentes virus mennyisége nagymér-
tékben megndtt, és az 1igy nyert sejtmentes virusok megtar-
tottik véds tulajdonsagukat.

Ez az észlelés annadl meglepSbb, mert Witter [Avian Dis-
eases 31, 752, (1987)] viligosan kimutatta a sorozatos
passzalas negativ hatédsdt a sejthez kotétt II. szerotipusa
MD virusok védd képességére.

R&adasul, Witter (ugyanott, 1987) kimutatta, hégy a
passzalisok szdmidt ndvelve a szinergizmus csdkken: a tovabb
passzalt, sejthez kotott II. szerotipusi MD virusok nem né-
velték az FCl126 HVT torzs hatdsossdgat, Ssszehasonlitva az
alacsony passzdldsi sza&md sejthez kotdtt II. szerotipusd MD
virussal.

Meglepetésre azt taldltak, hogy a sejtmentes HVT-vel el-
ért védelem mértékét ndvelte a sejtmentes II. szerotipusd MD
virusok hozziadéasa.

A taladlmany értelmében a vakcina Ggy &llithaté eld, hogy

alacsony passz&ldsi szadmd II. szerotipusd MD virusokat -
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példaul olyan II. tipusG MD virusokat, melyek megfeleld
sejttenyészetben tenyééztve nem termelnek elegendd, vakcind-
zdsra hasznosithaté sejtmentes virust - sorozatos passzaléas-
nak vetiink ala, az igy nyert virusokat tenyésztjiik, majd a
tenyészetbdl nyert sejtmentes virusokat immuniz&ld tulajdon-
sdggal bird készitménnyé alakitjuk.

A taldlmény szerinti sejtmentes vakcina barmely II. sze-
rotipusdi MD virus tdrzsbdl, pl. a HPRS B-24 torzsbdl, az SB-
1 torzsbdl (Schat és munkatdrsai, 4 160 024 sz. amerikai
egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leirds; a kereskedelemben
hozzaférhetd az Intervet Inc.-t&l), a HN-1 t8rzsbdl [Cho, B.
R. és Kenzy, S. G., Appl. Microbiol. 24, 299, (1972)] vagy a
Witter &ltal leirt izolatumokbdél, mint a 30/B/1 tdrzs
[4 895 718 sz. amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi le-
irds; Avian Diseases 31, 752, (1987)], eldallithatdé. Jelen-
leg az SB-1 tdrzs a legeldnybsebb tézs.

A II. szerotipusdi MD virus sorozatos passzal&sdra a gya-
korlatban hasznadlhatdék az erre a célra ismert médszerek. RO-
viden, a virusokat a megfeleld sejttenyészetben szaporitjuk,
onnan O8sszegyljtjik, és friss sejttenyészetet tartalmazd
tapfolyadékba oltjuk. A II. szerotipusd MD virusokat néhany
egymdst kdvetd passzdlasnak vetjlik ald sejttenyészetben,
amig abbél haszndlhatdé mennyiségl sejtmentes virust nem nye-
'rﬁnk, majd vakcindva alakitjuk.

A sorozatos paszdldsi folyamatra felhaszndlhaté sejtte-
nyészetek todbbek kozdtt a csirke vese (CK), csirke embrid
fibroblaszt (CEF) és a kacsa embrid fibroblaszt (DEF) te-

nyészetek.
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Pontosabban a II. szerotipustG MD virusok 24-48 dras egy-
rétegll CK, CEF vagy DEF tenyészetekre olthaték, melyeket
aztdn néhany napig 37 °C-on tartunk, mik&zben a tapfolyadé-
kot iddnként kicseréljiik. A megfeleld tdpfolyadék Osszetéte-
le pl. Eagles alap téapfolyadék (BME), triptdéz-foszfat leves,
natrium-bikarbondt, borjliszérum és antibiotikumok. A sejte-
ket tovabb passzdljuk, ha az egyrétegl sejttenyészet 75 %-a
mutat citopatids elvaltozast. Az inkubacids szakasz végén az
egész sejttdmeget foszfat-pufferes fizioldgiads sdoldattal
mossuk, tripszinnel diszpergdljuk, és kis mennyiségd tapfo-
lyadékban szuszpenddljuk, és a fenti médon friss egyrétegd
sejtkultirdba &toltjuk és szaporitjuk. Az egymdst kdvetd
passzdlasok szadma a tenyészetbdl nyerhetd sejtmentes viru-
sok mennyiségétdl, és a passzdlt virus immunogén és fertdzd
tulajdonsagainak megtart&sdtdl fiigg. Az utolsé passzalas
sejtjeit mossuk, tripszinezziik, centrifugaljuk, és kis tér-
fogatd dimetil szulfoxidot (DMSO) tartalmazé tapfolyadékban
diszpergdljuk. Ezt a készitményt lassan folyékony nitrogén
hémérsékletére (-70 °C) fagyaszthatjuk, amely azut&n virus
tOrzstenyészetként hasznidlhaté.

A fent leirt médszerrel olyan sejtmentes készitmények
nyerhet8k, melyek titere 104-t&1 107 pfu/ml-ig terjed.

Az elégséges mennyiségll sejtmentes virust adé, II. sze-
rotipusli MD virusok nyeréséhez sziikséges passzaldsok szama
flgg tobbek kozdtt az adott II. szerotipusd MD tdrzstdl, és
a sejtmentes virus kivant mennyiségétdl vagy titerétél.

A II. szerotipusd MD virusok, a taldlminy szerinti vak-

cina eldalitasdhoz megkivant &sszes passzaldsainak tipikus
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sz8ma 25 és 40 kozott valtozik, és kedvezd esetben 28 és 35
kdzdtt van.

Ezutan, a II. szerotipust MD virusok szaporitédsa célja-
bd1 CEF sejtekkel beoltott gérgd tenyészetek fertdzhetdk 24
6ras inkubdcid utan sejthez kotétt vagy sejtmentes virus-
sal, amint azt fent leirtuk. Néhany napos tovabbi inkubiacids
peridédus utdn a felidldszdét ledntjlik, a sejteket tripszin-
-verzén keverékkel eltavolitjuk, majd a sejtek centrifuga-
lassal lilepithetdk, és a felililiszd eltavolithatéd.

Hogy sejtmentes készitményt 4llitsunk eld, az lilepitett
sejteket pufferben, pl. foszfat-pufferes fizioldgids sdol-
datban (PBS) vagy eldnydsen stabilizatort tartalmazé tapfo-
lyadékban szuszpendadljuk, az SPGA [Bovarnik és munkatarsai,
J. Bacteriology 59, 509, (1950)] a legeldny&sebb stabili-
zator.

A sejtroncsolds toébb médszerrel elérhetd, pl. ultrahang-
gal vagy fagyasztas-olvasztassal. Esetleges ép sejtek jelen-
léte megalapithatdé hemocitométerben vald vizsgalattal. Az
ultrahanggal kezelt vagy gyorsfagyasztott készitmény ampul-
lakba oszthatdé és fagyasztva szarithatd, kivant esetben EDTA
jelenlétében. Adott esetben a fagyasztva szaritas eldtt a
sejttormelék szliréssel vagy centrifugdlissal eltavolithaté.

A fenti médszerrel nyerhetd sejtmentes II. szerotipusid
MD virusok vakcindkhoz adhaték, mint é18 virusok vagy mint
inaktivalt virusok.

Az é18 virust tartalmazdé vakcinidk eldallithatdk és for-
galmazhatdék szuszpenzid formdjédban vagy liofiliz&lva.

A liofiliz&t vakcindk eldnydsen egy vagy tSbb stabiliza-
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tort tartalmazhatnak. Megfeleld stabilizatorok, pl. az SPGA
[Bovarnik és munkatérséi, J. Bacteriology 59, 509, (1950)]
szénhidratok (mint pl. szorbit, mannit, keményitd, szacha-
rbdz, dextran vagy gliikéz), proteinek (mint pl. albumin vagy
kazein) vagy ezek lebontédsi termékei és pufferek (mint pl.
alkalifém-foszfatok). Kivant esetben egy vagy tobb adjuvans
hat&slG 6sszetevd is hozzdadhatd. Erre a célra alkalmas ve-
gyliletek pl. az E-vitamin-acetat olaj/viz-emulzidéja, alu-
minium-hidroxid, -foszfat vagy -oxid, &asvéanyi olaj, (mint a
Bayol F(R), Marcol 52(R)) &s szaponinok.

Az MD virusok inaktivalasdnak célja, hogy megsziintessiik
a virusok szaporodisit. Altalanossigban ez elérhetd kémiai
vagy fizikai Gton. A virusok kémiai inaktivalasa pl. enzi-
mekkel, formaldehiddel, béta-propiolaktonnal, etilén-iminnel
vagy ennek szarmazékdval, organikus oldészerrel, (mint pl.
halogénezett szénhidrogénekkel) és/vagy detergenssel (mint
pl. Tween(R)-nel, Triton X(R)-szel, natrium-dezoxikolattal,
szulfobetainnal vagy cetil-trimetil-amménium-sékkal) vald
kezelésével érhetd el. Amannyiben sziikséges, az inaktivaléd
komponenst utdlag neutralizdljuk; a formaldehiddel inakti-
valt anyag pl. tioszulfattal neutralizdlhatdé. Fizikai inak-
tivalas eldnydsen Ggy végezhetd, hogy a virusokat nagy ener-
gi&ji sugéarzasnak tesszilik ki, ilyen példaul az UV fény,
réntgen-sugirzas vagy gamma-sugdrzas. Kivant esetben a pH
visszadllithatdé 7 kdriili értékre a kezelés utan.

Rendszerint egy adjuvanst (pl. a fent emlitetteket) és
kivant esetben egy vagy t8bb emulgedlészert mint pl.

Tween(R) -t &s span(R)-t is adunk az inaktivalt virushoz.
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A vakcinat a virus-komponens hatdsos ddzisdban adagolijuk
a kezelendd allatnak, bl. az immuniz&ld sejtmentes virusnak
olyan mennyiségét adagoljuk, amely a virulens MD virussal
valdé fertdzés ellen immunitdst hoz létre a csirkében. Immu-
nit&sként a védelemnek azt az indukalt szintjét tekintjiik,
amely a csirke populéciéban a vakcindzas utdn szignifikansan
magasabb, mint a nem vakcindzott csoport esetén.

E16 vakcindkndl az egy csirkére esd dbézis tartomdny 1-6
log pfu.

A talalmany szerinti €186 vakcindt tipikusan legalabb
2,2 log pfu sejtmentes virus dézisban adjuk be, eldnydsen
legaldbb 3,2 log pfu dbézisban.

Természetes Uton torténd fertdzés esetén (aeroszol,
szem- és orrcsepp) 109-107 pfu /csirke adhaté be.

Inaktivalt vakcindk 3-7 log pfu-nak megfeleld antigént
tartalmazhatnak madarankénti dézisban, eldnydsen 4-6 log pfu
kozotti dézist.

A talalmény szerinti vakcindk beadhaték aeroszolként ma-
gas titerben, szemcseppként, orrcseppként, szadjon at (pl.
ivévizzel) vagy izomba, bSr ald vagy a tojdsba oltva barmely
életkorban, miutédn a csirke immunkompetensé valt.

A vakcinat altaldban 24-48 6raval a kikelés utén adjuk
be a csirkének.

A talalmany térgya tovabbad sejtmentes II. szeroipusd MD
virus és sejtmentes HVT kombindcidja mint bivalens vakcina.
Meglepetésre, azt taldltuk, hogy a sejtmentes II. szeroti-
pusd MD virusok még képesek a HVT hat&sossagénak fokoz&asara,

a passzalasok megndvelt szama ellenére.
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Kiiléndsen az SB-1 tdrzs II. szerotipusi sejtmentes MD
virusait haszndlhatjuk sejtmentes HVT-vel kombin&lva. A ta-
iélmény szerinti vakcindba alkalmazhatd HVT virus barmely
térzs lehet, igy pé&ldaul az FC1l26 vagy THV PBl tdrzsek (for-
galmazza az Intervet Inc.). A HVT virus adott esetben tar-
talmazhat egy baromfi koérokozd antigénjét kédold idegen gént
a virus genomban, ezdltal polivalens vakcinat képezve.

A talalmany targykorébe tartoznak tovabba olyan kombi-
nalt vakcindk is, amelyek a sejtmentes II. szerotipusa MD
virus anyag mellett a baromfiak egyéb fertdzd kdrokozdibdl
szarmazd vakcinakat is tartalmaznak. A sejtmentes II. sze-
rotipusd MD virus kombindlhaté a baromfipestis virussal
(NDV), a fertdzd légcségyulladés virussal (IBV) és a Gumbord
betegség virussal (IBDV).

A taldlmany szerinti megolddst a kdvetkezd példakkal

szemléltetjik.

1. példa

A) IT. szerotipusi, SB-1 és B-24 MD virusok passzalasa

Sejthez kotdtt SB-1 vagy B-24 virust 24 6ras, SPF csir-
keembridbdél sz&rmazdé, 6 cm atmérdjd Falcon Petri-csészékben
ndvesztett sejttenyészetbe oltunk (1,5 x 10® CEF [Csirke
Embriondlis Fibroblaszt]/csésze). Legaldbb 100 pfu-t tartal-
mazd inokulum 0,1 ml-&t a csészékben levd 5 ml tapfolyadékba
oltjuk. A sejthez kétdtt virus lelilepszik az egyrétegl seijt-
szbnyegre és azt megfertdzi.

5 napig 38,5 °C-on, 5 % COp-t tartalmazé légtérben tdr-
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ténd inkub&lds utdn a sejteket az aldbbiak szerint eltavo-
1itjuk a csészékbGl: 1. ledntjiik a tépfolyadékot; 2. helyébe
verzén tripszin PBS oldatot mériink, ez&ltal fellazitjuk a
sejtek tapadasat a Petri-csészén; 3. eldntjik a ver-
zén/tripszin PBS keveréket, mieldtt a sejtek levalnak Petri-
-csészérdl; 4. a sejteket tapfolydékkal lemossuk a
csészékrol.

A 4. lépésben kapott, sejthez koétdtt virus szuszpenzid-
jat inokulumként haszndljuk a kdvetkezd passzalashoz CEF
sejteken. A virusokat 6tszor passzaltuk a fentiek szerint. A
hatodik passz&dl&st6l (plusz a kezdeti passzil&sok) négy na-
pos inkubacids iddre tértilink at.

Eredmények:

SB-1

A Cornell Egyetemrdl kapott SB-1 virus mdr 10 passzala-
son atesett (7 szdvettenyészet passzdlas CEF és CK sejteken,
ezt kdvette 2 passzalds SPF csirkékben, és egy tovabbi pasz-

szalas CEF sejteken).

Amikor a Petri-csészébdl szdrmazd, erdsen fertdzdtt sej-
teket (10. passz&lasi szint) sejtmentes virus nyerése cél-
jabbl kezeltiik, és 5 ml térfogatd SPGA-ban Gijra szuszpendal-
tuk, a vizsgédlat szerint 10~2 higit&sban nem mutattunk ki
sejtmentes, é13 virust.

Amikor az SB-1 tdrzset a Cornell Egyetemrdl vald érkezé-
se utan Osszesen 21-szer passzdltuk, és hasonléképpen kezel-
tiik, 104/9 pfu/ml titerd &18, sejtmentes virust kaptunk. Az

Osszesen 26-szor passzalt SB-1 virusok 106/0 pfu/ml titerd
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sejtmentes virust eredményeztek. Ezek a sejtmentes SB-1
virusok még mindig fer£626képesék voltak csirkékben, virémi-
a4t idéztek eld, az érintkezd madarakra &atterjedtek, és
képesek voltak védd immunvalaszt kivaltani.

B-24

Amikor a 9. passzalasbdl szarmazd B-24-gyel erdsen fer-
t6z0tt sejteket sejtmentes virus nyerése céljabdl a fentiek
szerint kezeltiik, a titer alacsonyabb volt 102 pfu/ml-nél.
Mikor a 35. passzdlasbdl szarmazd erdsen fertdzdtt sejteket

vizsgaltunk, 104:/7 pfu/ml titert kaptunk.

B) SB-1 seijtmentes, II. szerotipusl® MD vakcina készitése

Két, 200 x 106 CEF sejttel beoltott gdrgd tenyészetet
(1750 cm2) fertdztiink a fent leirt médon kapott, 24 6ras
inkubalas utén 10° pfu/ml titerd, 1 ml sejthez kotott SB-1
torzs virussal.

Egy tovabbi 5 napos inkubdlads utdn a feliiliszé tapfolya-
dékot eldntottiik, és a sejteket tripszin verzén keverékkel
eltavolitottuk. A sejteket centrifugdlassal iilepitettiik, a
fellilGszot eldntottiik, és a sejteket elkevertiik 20 ml SPGA
stabilizatorban, majd 20 mésodpercig ultrahanggal kezeltiik.

Az ultrahanggal kezelt készitményt 1 ml-es adagokban am-

pulldkba toltottik, és fagyasztva szaritottuk.

Fagyasztva szaritédst megeldzd titer 104/8 pfu/ml

Fagyasztva szaritdst kovetd titer 105 pfu/ml.
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2. példa

A TII. szerotipusﬁ,‘sejtmentes MD vakcina hatékonysédga

Harom, az I., a II. és a III. szerotipus ellen MDA-val
rendelkezd, 10 broiler csirkébdl 4116 csoportot kezeltiink
sejtmentes SB-1 kiilénbdzd dbézisaival egy napos korban (im).
Az alkalmazott dbézisok 176 pfu/csirke, 460 pfu/csirke és
1520 pfu/csirke voltak. A vakcindk hatékonységat a virémia
maghatdrozasaval vizsgdltuk. Mivel korabbi kisérleteink
alapjadn megallapitottuk, hogy ha nem vakcindzott csirkék
SB-1-gyel vakcin&zott csirkékkel érintkeznek, harombdl egy
érintkezd madarndl atterjedést észlellink két héttel az oltéas
utdn, amennyiben a vakcindzés dézisa 200 pfu sejthez kdtott
virus, elhatéroztuk, hogy két hét ut&n nem vizsgdlunk viré-
midra. A vakcindzédst kdvetd elsd és masodik héten fehérvér-
sejt réteget vettilink, és azt standard eljaras szerint CEF
sejteken SB-1 virusra vizsgdltuk. A tenyészeteket egy hétig
inkubdltuk, mielétt az eredményt leolvastuk. Az alabbi, 1.
tablazatban kdz81lt eredmények azt mutatjdk, hogy a 176
pfu/csirke adagot kapott csirkéknél a virémia ardny legal&bb
56 %, mig a 460 pfu/csirke vagy a 1520 pfu/csirke dézisban

tortént vakcindzas utdn minden csirke virémids lett.
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1. tablazat

Vakcina adag Madarak szama (pozitiv/vizsgalt)

14. nappal a vakcindzas utéan

176 pfu 5/9

460 pfu 10/10

1520 pfu 7/17
3. példa

A sejtmentes HVT és a HVT/SB-1 vakcinak &ltal kivaltott

immunitis 6sszehasonlitidsa MDA pozitiv csirkékben

Virusok - Az aldbbi virustdrzseket hasznaltuk:
HVT = Az Intervet PB1l THV tdrzs
SB-1 ~ Ezt a toérzset tovabb passzaltuk, amig a
virus gyors szaporoddsGva valt és sejt-
mentes virus nem szabadult fel.
A sejtmentes készitményeket fert&zdtt CEF sejtek SPGA
stabilizatorban tdrténd ultrahangos kezelésével készitettiik.
Két-harom napos, az I., a II. és a III. szerotipusokkal
szembeni anyai eredetd ellenanyagokkal (MDA) rendelkezd

broiler csirkéket 3 csoportra osztottunk.
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A csoport 37 csirke vakcina nélkiil,

B csoport 42 csirke 1000 pfu/csirke HVT vakcinaval
oltva,

C csoport 42 csirke 1000 pfu/csirke HVT vakcina 250

pfu SB-1 virussal egylitt oltva.

A csoportokat 9 napos korban virulens RBIB virussal fer-
tdztik. A kisérlet sorén minden csoportbdl idér&l-iddre meg
kellet 61jlink csirkéket, hogy elkeriiljiik a tGlnépesedést az
izolatorba. Minden elpusztult vagy levagott csirkét megvizs-
gdltunk Marek betegség (MD) makroszkdépos és mikroszkdpos
elvaltozédsaira nézve.

A fertdzést kdvetden mindegyik vakcinézoﬁt csoportbdl
egy csirke elpusztult négy nappal a fertdzés utdn (pc[post
challenge]) és ot csirke az 6tddik és kilencedik nap kdzdtt
a nem vakcindzott csoportbdl. A szdvettani vizsgalat limfoid
sorvadast mutatott ki, kiil6ndsen a (Fabricius) tdml&ben, de
a timuszban is. Ezek a megfigyelések az elhulldsok id&pont-
javal egyilitt arra mutatnak, hogy azok az MD citolitikus ha-
tasanak kovetkezményei. Az 1. &bran lathatéd oszlopdiagram a
fertdzés utén alkalmanként ledlt madarak szamat &s a kés8bbi
post mortem vagy a szdvettani vizsgdlat szerint Marek féle
betegségnek bizonyult esetek sz&m&t mutatja. A 2. abr&n 14t~
hatdé oszlopdiagram a fert&zés utdni MD eldfordulasat mutatja
vakcindzott és nem vakcindzott csirkékben.

A nem vakcinazott csoportban (1. és 2. &brak) az MD gya-

kori eldfordaléasat figyeltiik meg. A 11. pc napon ledlt 7
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csirkébSl haromnak volt MD daganata. Az MD-nek tulajdonitha-
té elhullasok a pc ll.rnapon kezdddtek. A pc 28. napon 8 be-
teg csirkét ledltiink, és a pc 32. napon a fennmaraddé 8 mada-
rat is levagtuk, mivel kettd kivételével sGlyosan betegnek
tintek. Mind a 16 csirkének MD daganata volt a m&jban, vesé-
ben és egyéb szerveiben. Az Osszesen 37 madarbdél 5 lathaté-
lag "citolitikus MD"-ben mdlt ki, 27-nek MD daganata volt,
vagy MD-ben pusztult el. A 4 csirkét, amelyeknek nem voltak
MD elv&ltoz&sai a pc 11. napon vagtuk le, eziltal nem adtunk
elegendd iddt az MD kifejl&déséhez. (Egy csirke nem jellemzd
okbél milt ki).

A HVT vakcinat kapott csoportban makroszképos MD dagana-
tokat el&szdr a 21. napon lattunk, 10 ledlt csirkébdl kettd-
nél, valamint két madarban, amelyek ugyanakkor pusztultak
el. Ot, a 32. és a 42. napon ledlt beteg 4llat post morten
vizsgdlata azt mutatta, hogy valamennyinek MD daganata volt.
Osszesen 7 madar pusztult el MD k&vetkezében a kisérlet so-
ran. A pc 53. napon ledlt 8 megmaradt madidr nem mutatta az
MD jeleit. Az Osszesen 42 csirkébdl 16-nak volt MD daganata,
amikor azokat le&ltiik, vagy MD k&vetkeztében elpusztultak. A
pc 11. napon ledlt 10, a pc 21. napon ledlt 8 és a pc 53.
napon ledlt 8 csirkében nem taldltunk elvaltozasokat.

A kettds vakcinaval oltott csoportban az MD el&fordulasa
nagyon alacsony volt, csak egy maddrban voltak MD daganatok
a majban, a pc 53. napon vald ledléskor. Az Ssszesen 42
csirkéb8l 4 nem jellemzd okokbdl elhullott, egy kdziilikk el-
pusztulhatott "citolitikus MD"-ben. Nem tal&ltunk MD tiine-

teket a pc 11. nap ledlt 10, a pc 21. napon ledlt 11, a pc
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42. napon ledlt 3 és a pc 53. napon ledlt 14 csirkébdl 13
madarban. Az eredmények azt mutatjdk, hogy a sejtmentes
SB—l/HVT kettds vakcina magas szintd védelmet nydjtott egy
sGlyos RB1B fertdzés ellen olyan broiler csirkékben, melyek
az I., a II. és a IITI. szerotipusd virusok ellen MDA-val
rendelkeztek.

A HVT vakcina szignifikans védelmet nydjt ezen sdlyos
fertdzés ellen, de a csirkék kb. 37 %-a az MD néhany jelét
mutatta. Meg kell jegyezni, hogy mivel a taléld, nem vakci-
ndzott csirkék az MD kifejezett tiineteit mutattdk a pc 4.
hét korilil, azokat a pc 32. napon mind ledltiik. A pc 53. na-
pon, a kisérlet befejezésekor megfigyeltiik, hogy a kettds
vakcinat kapott csirkék nehezebbek voltak, mint a csak HVT-
vel vakcinazottak. Ez azért meglepd, mert a 8 HVT-vel vak-
cindzott csirke egyikénél sem voltak MD-re jellemzd nyilvan-

vald szignifikédns jelek a ledléskor.

4. példa

Sejtmentes SB-1 virussal &s HVT/SB-1 vakcinaval

eldidézett immunitis Ssszehasonlitisa MDA-mentes

csirkékben

20 napos SPF csirkéket oltottunk bdr ala 200 pfu
fagysztva szaritott sejtmentes SB-1 virussal, amelyet 0,1
ml/csirke SPGA-ban rekonstitudltunk. A csirkék misodik cso-
portja 200 pfu SB-1 vakcinat kapott, 1000 pfu HVT vakcina
virussal egylitt. Egy hét utdn ezeket a csirkéket 20 azonos

eredetd és kord nem vakcin&zott csirkével egyiitt, a virulens
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RBIB todrzs izomba vald oltédsdval fertdztiink. Hat héten at a

Marek betegségben elhuilott csirkék csoportonkénti szamat

meghatéroztuk.
2. tablazat
Vakcina Madarak szama:
elhullott/vizsgalt
kontroll 20/20
SB-1 6/20

HVT/SB-1 0/20
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Szabadalmi igénypontok

1. Vakcina barbmfik Marek-féle betegsé&g elleni védel-
mére, azzal jellemezve, hogy sejtmentes II. szerotipusa
Marek-féle betegség virusait tartalmazza, a gydgyszergyar-
t&sban szokasos hordozé-, higitd- és/vagy egyéb segédanyagok
mellett. |

2. Az 1. igénypont szerinti wvakcina, azzal jellemezve,
hogy sejtmentes SB—l virusokat tartalmaz.

3. Az 1. igénypont szerinti vakcina, azzal jellemezve,
hogy sejtmentes B-24 virusokat tartalmaz.

4, Az 1. igénypont szerinti vakcina, azzal jellemezve,
hogy a sejtmentes II. szerotipusQ Marek-féle betegség virus
d6zisa legalédbb 2,2 pfu/csirke.

5. A 4. igénypont szerinti vakcina, azzal jellenezve,
hogy a virﬁs dbézisa legalédbb 2,7 pfu/csirke.

6. Az 5. igénypont szerinti vakcina, azzal jellemezve,
hogy a virus dbézisa legalédbb 3,2 pfu/csirke.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike sze?inti vakcina, az-
zal jellemezve, hogy sejtmentes HVT-t is tartalmaz.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti vakcina, az-
zal jellemezve, hogy liofiliz&lt form&ban van.

9. Eljar&s baromfiak Marek-féle betegség elleni védel-
mére szolgdld vakcina elB&llitéséra, azzal jellémezve, hogy
a) II. szerotipusG Marek-féle betegség virust olyan

sejttenyészeten névesztiink, amelyr&l hatdsos immuniz4ld

dbézishoz sziikséges mennyiségll sejtmentes virus nyerhetd,
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b) a sejteket elroncsoljuk,

c) a sejtmentes virusckat 8sszegydjtijiik, és

d) a c) lépésben kapott anyagot az alabbi kezelések
legaldbb egyikének vetjiik ala:

i) tisztit&s centrifugdl&ssal és/vagy szfiréssel;

ii) puffer hozz&iadésa;
iii) stabilizald anyag hpzzégdésa;
iv) az anyag ampuliéﬁa t61tése;<

v) fagyaszva szaritéas.

10. A 9. igénypont szerinti eljéréds, azzal jellemezve,
hogy a b) 1lépésben legalédbb 4 log pfu/ml sejtmentes virus-
titerrel rendelkezd terméket &1litunk eld.

11. Elj&r&s baromfiak Marek-féle betegségének lekiizdé-
sére, azzal jellemezve, hogy aé 1-7. igénypontok barmelyike

szerinti vakcindt adagoljuk.

A meghatalmazott:

# LA
Szabadalmi és
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THV-vel vakcinazott

2/1

Kettosen vakcindzott

MD pozitiv madarak/ MD pozitiv madarak /
lealt madarak leclt madarak
18 6 T
12 Joro 210 13:0/10079’ 7
8. 0/8 B_Z 7 Z
6 64 %
4 3/3 H|7 % V%
1 21 28 32 42 53 "N 21 28 32 42 53

Fertozés utani napok
szama

16

14
12 1
10

o N O~ o
[ N R S |

mm MD pozitiv madarak
222 leolt madarak

KONTROLL MADARAK

szama

MD pozitiv madarak/leolt madarak

8/8 8/8
13/7

MmN A 28 32 L2

mm MD pozitiv madarak
ledlt madarak

1. abra

53

Fertézés utani napok




P9104111 2/2

THV-vel vakcinazott Kettosen vakcinazott
MD pozitiv madarak MD pozitiv madarak
32-
281
P
20+
16 1
12 1
8
41
01 on o o o o oa B
10 1(. 21 2829 324253
Fertozés utdni napok Fertozeés utani napok
szama szama

mm Ledlt madarak
Elpusztult madarak
Ledlt es elpusztult dsszesen

Kontroll MD pozitiv madarak

SO\

10 11 12 21 28 31 32 42 53
Fertdzés utani napok szama

mm lLeolt madarak
r—= Elpusztult madarak

Ledlt es elpusztult dsszesen
* Citolitikus MD kovetkezteben elpusztult madarak

2.abra
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