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RieSenie sa tyka Zivej atenuovanej vakci-
ny proti panleukopénii maciek a spdsobu jej
pripravy na bukovych kultirach. Vakcina je
uréend na ochranné a nidzové otkovanie
madiek proti uvedenému ochoreniu.

Zivd atenuovand vakcina proti panleuko-
pénii madiek je lyofilizovand a vyznacuje sa
tym, Ze obsahuje v 1 ml najmenej 10% TKIDso
tastic parvovirusu maciek, kmeiia FPVA-BN
110/83 CAPM V-291 adaptovaného na bunko-
vé kultdry. Atenuovany virusovy kmeil pan-
leukopénie matiek sa pomnoZuje na stabil-
nej mactacej linii buniek FE v minimédlnom
esencidlnom médiu podla Faglea obohate-
nom o bovinné sérum pri teplote 37 °C, po-
Cas 4 aZ 8 dni. Po vytvoreni vyraznych cy-
topatickych zmien sa kultivdcia ukonéi a vi-
rusovy materidl sa zmie3a s lyofilizaCnym
médiom tak, aby obsahoval minimalne 104
TKIDso . ml~* €astic virusu.

Po lyofilizacii je obsah vakcinatného vi-
rusu v 1 ml najmenej 105 TKIDso.
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Vynélez sa tyka Zivej atenuovamej vakci-
ny proti panleukopénii madiek a spdsobu jej
pripravy.

Panleukopénia madiek predstavuje hro-
madné ochorenie zaZivacich ustrojov, ktoré
sa klinicky prejavuje nechutenstvom, mal4t-
nostou, zvracanim a hnadkou, ktord mobZe
byt krvavd. Zvieratd majta hordctku a pri he-
matologickom vySetreni sa zistuje zniZeny
potet leukocytov.

Ochorenie spOsobuje vyznamné straty v
stavoch madciek, priom uhyn predstavuje
20 aZ 50 % z celkového pottu zvierat. Ocho-
renie postihuje vSetky vekové kategérie zvie-
rat, ale najmd mlddatd, pri¢om néstup je
prudky a priebeh velmi rychly (JOHNSON,
R. H.: Feline panleucopenia. Vet. Rec., March
29th, 1969,: 338 — 340).

Pbévodcom ochorenia je virus z &elade Par-
voviridae, ktorého ¢astice st izomerické, ne-
obalené a obsahuji dezoxyribonukleovi ky-
selinu. Virus sa replikuje v bunkovom jadre,
a to iba v urditych fdzach bunkového cy-
klu, preto je jeho pestovanie in vitro pomer-
ne obtiazne (O‘REILLY, K. ]. — WHITAKER,
A. M.: The development of feline cell lines
for the growth of feline infectious enteritis
/panleucopaenia/ virus. ]. Hyg. Camb., 67,
1969, :115; FLAGSTAD, A.: Studies on the
growth of feline panleucopaenia virus in cell
cultures. Acta. Path. microbiol. scand. Sect.,
B, 1975, 83: 71 — 78; O‘SHEA, J. D. — STUD-
DERT, M. J.: Growth of an autonomously rep-
licating parvovirus /Feline Panleukopenia/:
Kinetics and morphogenesis. Arch. Virol., 57,
1978, :107 — 122; ENDO, M. SHINAGAWA,
M. — GOTO, H. — ET AL.: Growth characte-
rististics of feline panleukopenia virus in
synchronized kitten kidney cells. Jpn. J. Vet.
Sci., 43, 1981,: 65 — 70).

Specifickd profylaxia je zaloZené na pasiv-
nej imunizacii podanim hyperimtnneho séra
alebo imunnych sérovych globulinov, ale
najtastejSie sa vyuZiva aktivna imunizicia.
Spociatku sa pouZivali otkovacie l4atky, in-
aktivované a skér Zivé pripravené z viru-
su panleukopénie madiek (ERHARDT, W.:
Ober die Anwendung von Passiv- und Aktiv-
Impfstoffen gegen die Panleukopenie der
Katzen. Berl. Miinch. Tierdrztl. Wschr., 90,
1977,: 337 — 340; CHAPPUIS, G. — PETER-
MANN, H. G.: Zur Prophylaxe von Viruskran-
kheiten der Katze. Prakt. Tierarzt. 2, 1979,:
112 — 115; POVEY, R. CH. — KOONSE, H. —
HAYS, M. B.: Immunogenicity and safety of
an inactivated vaccine for the preventi-
on of rhinotracheitis, caliciviral disease, and
panleukopenia in cats. JAVMA, 177, 1981
4: 347 — 350).

Nevyhodou inaktivovanych vakcin je, Ze
ich ufinnost je vyznamne ovplyvilovana naj-
mé pritomnostou materskych protilatok a
obsahom uéinného antigénu. Imunita trva
len krdtku dobu — niekolko mesiacov, pri-
¢om chrédni len proti subklinickej infekcii,
ale z hladiska tlmenia ndkazy je vyznamnéa

4

skutoénost, Ze takéto ofkovanie nezabrani
intenzivnemu vylu€ovaniu virulentného viru-
su do prostredia. V poslednom obdobi ziska-
li prevahu Zivé vakciny, ktoré obsahuju vi-
rus oslabeny sériovym pasédZovanim na bun-
kovych kultirach. Po ich aplikdcii dosahuja
hladiny Specifickych protilatok turoveii, ako
po prirodzenej infekcii virulentnym kme-
nom. Protilatky sa zistuji uZ na 3. deii po
inokul4cii a perzistuji najmenej 2 roky. Po-
tomstvo od iminnych matiek je chranené
proti infekcii materskymi protilatkami, z kto-
rych 10 % ziskava transplacentdrne a 90 %
kolostrom. Na druhej strane tieto protilatky
napriaznivu ovplyviiuji imunitna odpoved
na podanie Zivych alebo inaktivovanych vak-
cin (SCOTT, F. W. — CSIZA, C. K. — GIL-
LESPIE, ]. H.: Maternally derived immunity
to feline panleukopenia. JAVMA, 156, 1970,
4: 439 — 453). Z experimentdlnych aj prak-
tickych skusenosti vyplyva, Ze podmienkou
pre dosiahnutie dlhodobej chranenosti je
otkovanie mléddat aZ vo veku okolo 16 aZ 18
tyZdiiow.

Spbsob kultivdcie parvovirusu v bunko-
vych kultdrach za Gfelom pomnoZenia viru-
sového materidlu na pripravu pokusnych
vakcin popisali viaceri autori (GORMAN, ]J.
R. — HARTSOUGH, G. R. — BURGER, D. —
ET AL.: The preliminary use of attenuated
feline panleukopenia virus to protect cats
against panleukopenia and mink against vi-
rus enteritis. Cornell Vet., 55, 1965,: 559 —
566; MOCHIZUKI, M. — KONISHI, S. — OGA-
TA, M.: Studies on feline panleukopenia. II.
Antigenicities of ,the virus. Jpn. ]J. vet. Sci,,
40, 1978, 4: 375 — 383; BERGMAN, R. —
SUNDQUIST, B. — STROMAN, L. Produc-
tion of a feline parvovirus vaccine using mo-
nalayer cell systems in roller flasks and mic-
rocarriers. Develop. biol. Standard., 55, 1984,:
77 — 78). PouZili najméd priméarne Kkultary
macacich a psich embryondlnych buniek a-
lebo z nich pripravené stabilné bunkové li-
nie. Infekciu buniek robili obvykle za 4 aZ
6 hodin po nasadeni do kultivaénych néadob.
Nakolko mnoZenie virusu nebolo dopreva-
dzané pravidelnym vyvojom cytopatickych
zmien, kontrolovali obsah virusu v tkanivo-
vych tekutinach na zaklade pritomnosti in-
tranukledrnych teliesok, imunofluorescent-
nou metédou pripadne vySky hemaglutinac-
ného titru. Pri infekcii buniek sa &asto po-
uZival oplach fyziologickym roztokom a vy-
mena kultivatného média. Velkovyrobné
technolégia vyroby vakcin vyZaduje vSak mi-
nimélne mnoZstvo operéacii a podla moZnos-
ti priamu, pohotovii a presved&ivili mikro-
skopickd kontrolu mnoZenia virusu na z4-
klade Specifickych cytopatickych zmien.

Tato dloha bola vyrie§end nasledovne:
Bola pripravend Ziva lyofilizovand vakci-

na proti panleukopénii maciek, lyofilizova-
né, ktord obsahuje v 1 ml najmenej 10°
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TKIDso ¢astic virusu panleukopénie mactiek,
kmeti FPVA-BN 110/83 CAPM V-291.

Uvedeny virusovy kmefi bol adaptovany
na Kkultiry buniek stabilnej macacej linie
FE. Ako rastové médium bolo pouZité mini-
mélne esencidlne médium podla Eaglea obo-
hatené o bovinne sérum, v ktorom sa virus
pomnoZoval pri teplote 36 aZ 38°C po dobu
4 a7 8 dni. Po vytvoreni zretelnych cytopa-
tickych zmien sa virusovy materigl zmie3al
s lyofilizatnym médiom tak, aby obsahoval
minimalne 10¢ TKIDso astic virusu enteriti-
dy maciek v 1 ml.

Virusovy kmeii panleukopénie maciek s
oznadenim FPVA-BN 110/83 a zbierkovym
gislom CAPM V-291 uloZeny v Ceskosloven-
skej zbierke mikroorganizmov na Vyskum-
nom ustave veterindrneho lekarstva v Brne,
Hudcova 60, sme ziskali z povodne virulent-
ného virusu izolovaného z infekénych mate-
ridlov cestou sériovych pasdZi na macacej
bunkovej linii oznadenej FE. Homogenita vi-
rusovej populdcie a stabilita imunobiologic-
kych vlastnosti atenuovaného kmeia sa do-
siahla izolovanim linie metédou hrani¢nych
riedeni so Sestndsobnym opakovanim.

Uvedeny kmeii FPVA-BN 110/83 CAPM V-
-291 je charakterizovany tymito imunobiolo-
gickymi vlastnostami:

1. Pri dodrZani definovanych kultivaénych
podmienok je mnoZenie virusu na stabilnej
bunkovej linii FE doprevadzané vyvojom vy-
raznych cytopatickych zmien s obsahom 10°
aZ 10% TKIDs0 . m1-1.

2. Vakcina&ny virus je neSkodny pre viet-
ky vekové kategodrie zvierat, pri€om mlada-
t4 bez materinskych protildtck moéZu byt -
spe$ne imunizované po¢nic vekom 6 tyZ-
driov.

3. Vakcinaény virus sa nevylufuje z orga-
nizmu ofkovanych zvierat a neprenésa sa na
spoluustajnené vnimavé zvierata.

4. Oc¢kovanie vnimavych zvierat vyvola
chranenost poénic 4. dilom po podani vak-
ciny.

5. Imunita vyvoland jednordzovym otko-
vanim zvierat star$ich ako 12 tyZdilov trva
najmenej jeden rok, a je doprevadzand pri-
tomnostou Specifickych protilatok.

Stabilnd bunkové linia FE, vykazovala pri
jej ziskani nedostato€né rastové vlastnosti,
charakterizované pomalym mnoZenim buniek
a neschopnostou vytvorit stivisly monolayer.
Uvedené vlastnosti bunkovej linie nezodpo-
vedali ndrokom na intenzivne mnoZenie u-
vedeného virusu so ziskanim virusovych sus-
penzii s dostatotnymi titrami potrebnymi pre
vyrobu vakciny. Prejavom nedostatoénych
rastovych vlastnosti bunkovej linie bolo aj
chybanie vyvoja cytopatickych zmien po in-
fekcii vakcinaénym kmefiom, ¢o nedovolo-
valo sledovat a hodnotit stupeii pomnoZenia
vyrusu. Sériovym pasdZovanim bunkovej li-
nie FE vo vybranych médidch (MEM, BEM,
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M199) s obsahom novorodeneckého séra sme
po 25 pasdZach v médiu MEN derivovali po-
puldciu buniek, ktord vykazuje nasledovné
vlastnosti:

1. Liniu je moZné pasdZovat v pomere 1:
:3 a7 1:4 v 72 aZ 96 hodinovych intervaloch
pomocou roztoku verzén-trypsin.

2. NajvhodnejSie rastové médium je mini-
malne esencidlne médium podla Eaglea s
pridavkom 5 aZ 15 hmot. percent bovinné-
ho séra.

3. Bunkova liniu je moZné uchovivat v
zmrazenom stave pri teplotdch pod —100 °C,
s pouZitim protekéného média, ktoré obsa-
huje 10 aZ 20 hmotnostnych percent dime-
tylsulfoxidu. )

4. MnoZenie vakcina&ného virusu je pra-
videlne sprevaddzané vyraznymi cytopaticky-
mi zmenami na 4. aZ 8. defi po infekcii v zé-
vislosti od davky virusu.

Dosiahnuté titry virusu dovoluji realizo-
vat efektivnu vyrobu oCkovacej latky proti
panleukopénii maciek.

Vyber kultivaéného séra:

Kultiva¢né sérum s dobrymi rastovymi
vlastnostami pre uvedenu bunkovi liniu mé-
Ze obsahovat ne$pecifické inhibitory najviac
v titry 1:32, stanovenom hemaglutinaéno-
-inhibiénym testom.

Postup vyroby vakciny:

Sposob infekcie buniek FE vakcinadnym
virusom:

A.

Suspenzia buniek linie FE o hustote 5 aZ
10.10% buniek . ml~! v rastovom médiu sa
zmieSa s vakcinaénym virusom pri multipli-
cite infekcie od 0,0001 do 0,001. Zmes viru-
su a buniek sa inkubuje pri 36 aZ 38 °C po-
¢as 30 aZ 60 minnat. Potom sa zmes virusu
a buniek nariedi v rastovom médiu, ktoré
predstavuje minimdlne esencidlne médium
podla Eaglea s pH 6,8 aZ 7,3 a pridavkom
piatich aZ desiatich hmotnostnych percent
bovinného séra s vyznacenou kvalitou.

B.

Do bunkovej suspenzie v rastovom médiu
sa pridd inokulum vakcina¢ného virusu o
multiplicite infekcie 0,0001 aZ 0,001, ktora
sa ihned vyleje do kultivaénej nddoby. Tak-
to pripravend suspenzia buniek za ufelom
pripravy sa kultivuje na skle, plastickej hmo-
te, Staciondrnym spdsobom, alebo v otidca-
nych flagiach (,,rolleroch®), pripadne na
mikronosi€och, pri 36 aZ 38 °C pofas 4 aZ
8 dni. MnoZenie virusu je sprevddzané vy-
raznymi cytopatickymi zmenami.
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Infekcia prichytenych buniek na kultivac-
nom povrchu — po Stvor- aZ Sesthodinovej
inkubécii buniek linie FE pri 36 aZ 38 °C.
Do rastového média sa pridd inokulum vak-
cinaéného virusu pri multiplicite infekcie
0,0001 aZ 0,001. Inkubdcia pokraduje pri 36
a7 38°C pocas 4 aZ 8 dni. MnoZenie virusu
je rovnako ako v bode A a B sprevadzané
vyraznymi cytopatickymi zmenami.

Zmes infek€nych tekutin sa ziskava vte-
dy, ked 80 aZ 90 percent monolayeru vyka-
zuje 3pecifické zmeny. Takto pripravené vi-
rusovd suspenzia sa kontroluje na pritom-
nost neZiaddcich kontaminujicich mikro-
organizmov a stanovi sa obsah virusu titra-
ciou na bunkéch linie FE. Po ukondéeni kul-
tivdcie sa virusovy materidl zmieSa s lyofi-
lizaénym médiom v pomere 50 aZ 75 hmot-
nostnych percent virusu k 50 aZ 25 hmot-
nostnym percentdam lyofilizaéného média a
uchovava pri —15 aZ —20°C aZ do lyofili-
zacie. LyofilizaCné médium je moZné pri za-
chovani rovnakych hmotnostnych pomerov
pridavat aZ tesne pred lyofilizdciou. Na pri-
pravu lyofilizovanej vakciny sa pouZija in-
fektné tekutiny s obsahom minimdlne 104
TKIDso . m!~lvirusu, bakteriologicky steril-
né. Homogenizovand virusovad suspenzia s
lyofilizaénym médiom, ktoré obsahuje sacha-
rézu, fosforeénanovy pufor, glutamit sod-
ny alebo draselny, bovinny albumin alebo
iny zdroj bielkovin, dextran alebo Zelatinu
(BOVARNICK, M. R. — MILLER, J. C. — SYN-
DER, ]. C.: The influence of certain salts, a-
monoacidis, sugars, aMd proteins on the sta-
bility of rickettsiae. ]J. Bacteriol., 59, 1950,:
509 — 522] sa rozplituje do ampuliek, ale-
bo liekoviek, lyofilizuje, vzduchotesne uza-
tvdra a uchovéva pri chladnitkovej teplote.
Vakcina pripravend podla uvedeného po-
stupu obsahuje najmenej 105 TKIDso0.ml"!
vakcinaéného virusu, &o predstavuje jednu
imunizaéni davku.

PouZité lyofilné médium podla BOVAR-
NICK, M. R. — MILLER, ]. C. — SNYDER, J.
C.: The influence of certain salts, aminoa-
cids, sugars, and proteins on the stability of
rickettsiae. J. Bacteriol 59, 1950,: 509 — 552)
je vhodné aj na lyofilizdciu inych druhov
vakcinaénych virusov. Preto ak sa pridd do
infek&nej suspenzie obsahujicej iny druh
vakcinaéného virusu, napriklad virus psin-
ky, je moZné tieto suspenzie navzajom mie-
Sat v lubovolnom pomere a lyofilizovat.

Uvedené priklady predmet vynédlezu nijak
neobmedzuji ani nevyéerpévaju:

1. Sposob kultivacie:

Suspenzia buniek, pripravend pomocou
proteolytickych fermentov v rastovom mé-
diu, ktoré obsahuje definované mnoZstvo a-
minokyselin, a vitaminovi s pridavkom 10
hmot. % séra urdeného pre tkanivové kul-

tiry sa kultivuje na skle, plastickej hmote,
Staciondrnym spdsobom alebo v otadanych
flaSiach (rolleroch), pripadne v suspenzii
na mikronosi¢och.

2. Sposob infekcie bunkovych kultar vakci-
naénym virusom:

Bunkové kultdry, pripravené a pestované
podla bodu 1. sa infikuji vakcinadnym vi-
rusom pri multiplicite infekcie najmenej
0,001 nasledovnymi spdsobmi:

aj

Suspenzia buniek linie FE o hustote 10.
. 10% buniek . ml~1 v rastovom médiu sa zmie-
8a s vakcinafnym virusom pri multiplicite
infekcie 0,001. Zmes virusu a buniek sa in-
kubuje pri 37°C pofas 30 minut. Potom sa
zmes virusu a buniek nariedi v rastovom
meédiu, ktoré predstavuje minimélne esen-
cidlne médium podla Eaglea s pH 7,1 a pri-
davkom 10 hmot. % bovinného séra.

b)

Do suspenzie buniek linie FE o hustote
5.10%. ml~lv rastovom médiu sa prida ino-
kulum vakcinatného virusu o multiplicite
infekcie 0,0001, a infikovand suspenzia sa
ihned vyleje do kultivatnej nddoby. Takto
pripravend suspenzia buniek za dcelom pri-
pravy vakciny sa kultivuje v Rouxovych fla-
Siach pri teplote 37 °C pocas 6 dni. MnoZe-
nie virusu je sprevddzané vyraznymi cyto-
patickymi zmenami.

c)

Infekcia prichytenych buniek na kultivaé-
nom povrchu po Sesthodinovej kultivacii bu-
niek linie FE pri 37 °C sa do rastového mé-
dia pridéd inokulum vakcinatného virusu pri
multiplicite infekcie 0,001. Inkubécia pokra-
¢uje pri 37 °C polas 6 dni. MnoZenie virusu
je rovnako ako v bode a) a b) sprevadzané
vyraznymi cytopatickymi zmenami.

3. Zber vakcinaéného virusu:

Vakcina¢ny virus sa produkuje v rastovom
médiu na bunkovych kultdrach pestovanych
podia bodu 1 a infikovanych podia bodu
2. Po vytvoreni rozsiahlych cytopatickych
zmien stanovenych mikroskopicky sa kulti-
vdcia ukonfi a do rastového média s po-
mnoZenym virusom sa pridd priamo do kul-
tivaénych nadob vhodné lyofilizatné medi-
um v. pomere 67 hmot. % virusovej suspen-
zie a 33 hmot. percent lyofilizaéného mé-
dia. Zmes sa dalej uchovdva v kultiva¢nych
nédobach v zmrazenom stave aZ do lyofili-
zacie.

Homogenizovany virusovy materidl s po-
Yadovanym obsahom infekénych jednotiek
(najmenej 10* TKIDso.ml~!), ktory neobsa-
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huje kontaminujice mikroorganizmy sa roz-

pliluje do ampuliek, lyofilizuje, vzduchotes-
ne uzatvori a uchovédva pri chladnickovej
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teplote. Vakcina pripravend podla uvedené-
ho postupu obsahuje najmenej 10°*° TKIDso .
. ml~! vakcinatného virusu.

PREDMET VYNALEZU

1. Ziva atenuovand vakcina proti panleu-
kopénii maciek, vyznac¢ujica sa tym, Ze ob-
sahuje v 1 ml najmenej 10% TKIDso astic vi-
rusu panleukopénie maciek, kmeii FPVA-BN
110/83 CAPM V-291 adaptovany na bunkové
kultary.

2. Ziva atenuowvand vakcina proti panleu-
kopénii maciek podla bodu 1, vyznalujica
sa tym, Ze obsahuje lyofilizatné médium v
mnoZstve 25 aZ 50 hmot. percent, vztiahnu-
té na hmotnost celej vakciny.

3. Spdsob viroby vakciny podla bodov 1
a 2, vyznatujuci sa tym, Ze atenuovany kmeri
panleukopénie maciek sa pomnoZuje na sta-
bilnej macacej linii buniek FE v minimal-
nom esencidlnom médiu podlia Eaglea s pH
6,8 aZ 7,3 obohatenom o bovinné sérum pri
teplote od 36 do 38°C po dobu 4 aZ 8 dni,
aZ do vytvorenia vyraznych cytopatickych
Zzmien a potom sa virusovy materidl zmieSa
s lyofilizatnym médiom tak, aby obsahoval
minimélne 10* TKIDso . mi~L.

4. Sp6sob vyroby vakciny podla bodu 3,
vyznacujici sa tym, Ze ako prisada do kul-
tivaéného média sa pouZije bovinné sérum
s definovanym obsahom ne$pecifickych inhi-
bitorov proti odpovedajicemu virusu.

5. Spdsob vyrohy vakciny podla bodov 3 a
4, vyznacujaci sa tym, Ze infekcia buniek na
produkciu virusu sa robi bud tak, Ze bun-

kova suspenzia s obsahom 5 a7 10 . 109, ml1-1!
buniek v rastovom médiu sa infikuje viru-
som pri MOI najmenej 0,0001 na bunku, in-
kubuje pri 36 aZ 38 °C pocas 30 aZ 60 mint,
potom sa 10- aZ 20krat nariedi v rastovom
médiu, vyleje do kultivacnej nadoby a kul-
tivuje pri teplote 36 aZ 38 °C aZ do zberu vi-
rusu, alebo bunkovd suspenzia s obsahom
4 a7z 8.10°. ml"! buniek v rastovom ‘médiu
sa infikuje virusom pri MOI najmenej 0,0001
na bunku a inkubuje pri 36 aZ 38°C aZ do
zberu virusu, alebo do kultivatnych nédob
sa nasadzuje bunkovd suspenzia v rastovom
médiu s obsahora 4 aZ 8.10%. ml~! buniek,
a kultdry sa po 4- aZ 6hodinovej inkubécii
pri 36 aZ 38 °C infikuja priamo do rastového
média virusom pri MOI najmenej 0,0001 na
bunku a inkubuju aZ do zberu virusu.

6. Sp6sob vyroby vakciny podla bodov 3
aZ 5, vyznatujiaci sa tym, Ze sa k virusovym
suspenzidm priddva po ukonfeni inkubéacie
lyofilizatné médium, ktoré obsahuje sacha-
rozu, fosfore¢nanovy pufor, glutaméat sodny
alebo draselny, bovinny albumin alebo iny
zdroj bielkovin a Zelatinu alebo dextrdn a
zmes sa uchovava aZ do lyofilizdcia v zmra-
zenom stave pri teplotdch vySSich ako —20
stupiiov Celsia, alebo sa lyofilizuje okamZi-
te.
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