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Vynédlez se tykd avirulentni vekciny proti
trichofyt6ze skotu a zpilisobu jeji vyroby.
Vakcina je urfena k profylaxi trichofytizy
skotu.

Trichofytdoza skotu je koZni onemocnéni

postihujici pPredevidim mlady skot do stéri
jednoho roku. Primérny mési¢ni polet zvi-
fat, postiZenych touto ndkazou, se v CSER
pohyboval v letech 1970 aZ 1976 kolem 10
tisic aZ 14 000 Kkusii, coZ zplscobilo naSemu
nérodnimu hospodéaistvi velké ztréty. Po za-
vedeni plo3né vakcinace telat v roce 1976
se pofet ohnisek trichofytézy 1 pocCet ne-
mocnych zvirat kaZdorefné vyrazné& sniZil,
aZ koncem roku 1983 se podafilo tuto néka-
zu v CSSR jako prvnimu stadtu na svét& v
chovech skotu utlumit. Hlavni podil na utlu-
meni trichofytdzy skotu u nés méla nespor-
né& vakcina proti trichofytoze skotu Zivd lyo-
filizovand (&s. autorské osvédéeni C&islo
201 481). Vakcina je pFipravena ze Zivého
silné virulentnfho kmene Trichophyton ver-
rucosum, takZe pri jeji vyrobé&, kontrole a
praktickém pouZiti dochézi k ohroZeni zdra-
vi-lidf a pFi nesprdvné aplikaci i zdravi zvi-
Fat. Podobné nevyhody pFindsi i sovétska
vakcina LTF-130 (&s. autorské osvédéeni &.
160 324), kterd obsahuje Zivy virulentni
kmen Trichophyton faviforme. Vakcina, vy-
vinutd polskymi autory (patent PLR c¢islo
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100 958), je sice pFipravena z virulentniho
kmene Trichophyton verrucosum, ktery mé
vEak oproti uvedenym vyrobnim kmendm
a naSim avirulentnim kmenfim CCM F-751
a CCM F-764 podstatné niZSi vytéZnost. Ta-
ké doba expirace polské vakciny (4 tydny)
je v porovnéani s na3i avirulentni vakcinou
podstatné krat8{ (doba expirace na$i vakci-
ny je 1 rok).

Pfedmét na3eho vyndlezu, avirulentni vak-
cina proti trichofytdze skotu, zamezuje ri-
ziku ohroZeni zdravi zvitat a velmi pravdg-
pcdobné i lidi, nebot je vyrobena z aviru-
lentniho kmene Trichophyton verrucosum.
Oproti dfive vyrdbé&né nasi i zahraniéni vak-
ciné pPedstavuje vakcina kvalitativng vy3si
stupeil tohoto vyrobniho produktu. Také
zptisob jeii vyroby je oproti prFedchozim
zjednodufen a zkvalitnén. P¥itom bylo v po-
kusech na telatech a mordatech prokéazano,
7e protekéni vlastnosti avirulentni vakciny
jsou pin& srovnatelné s vakcinou, pFiprave-
nou z viruleniniho kmene T. verrucosum.

Avirulentni kmen Trichophytoun verruco-
sum CCM T-751, ktery je soudédsti vakciny,
se vyznaduje rychlei§im ristem, rychlej$im
nastupem tvorby mikrokonidii, vy§§i sporu-
laci a vy$3i schopnosti pzezwat lyofilizaci
neZ virulentni kmen T. verrucosum CCM
F-650, ktery je obsaZen ve vakciné proti tri-
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cholytéze skotu Zivé lyofilizované (¢&s. au-
torské osvédéeni ¢&. 201 481). Tyto vlast-
nosti a predevSim vy38i vyt8Znost kmene
M-9A, umoZiiuji pouZit k vyrobé& vakciny
mladsi kulturu od 1ldenniho stari, coZ u-
snadiiuje technologii vyroby (moZnost po-
uZiti Tedéného kultivadniho média, mensi
denzity inokula, krat8i doby homogenizace
kultury, zastaveni mensiho mnoZstvi mikro-
konidii v jednotce objemu vakciny apod.).
Zarovell dochdzi i ke zvySeni produktivity
prace.

Podobnymi vlastnosimi, jako kmen M-9A,
se vyznacuje t€Z avirulentni kmen T. verru-
cosum TV-M-8 (= CCM F-764), ktery je moZ-
no také pouZit k vyrobé vakciny.

Podstatou naSeho vynélezu je avirulentni
vakcina proti trichofytéze skotu a zplisob
jeji vyroby. Avirulentni vakcina proti tri-
chofytdze skotu se vyznafuje tim, Ze obsa-
huje 2,5 aZ 10 milidnd Zivotaschopmych mik-
rokonidii aviruleniniho kmene Trichophyton
verrucosum Bodin 1902 CCM F-751 nebo
CCM F-764 v 1 cm’ zfed&né vakciny. Zpiisob
vyroby se vyznacduje tim, Ze avirulentni
kmen T. verrucosum se pomnoZuje na vhod-
né Zivné padé pri pH = 6,6 aZ 6,9 po dobu
11 aZ 18 dnfi, pf¥i teplotd 26 aZ 28 °C, na-
rostla kultura se homogenizuje ve steril-
nim ochranném médiu, rozplni se do 1éko-
vek a lyofilizuje.

Zku8enosti sovétskych autori ukazuji, Ze
po preruleni vakcinace v oblastech, kde by-
la trichofytoza skotu utlumena, do3lo opét
ke vzplanuti této nékazy. Pivodce onemoc-
néni, houba Trichophyton, je schopny pie-
Zivat ve stdjovém prostiedi po dobu 7 aZ
10 let piFi zachovani patogenity. Proto se
doporufuje provadét vakcinaci v8ech naro-
zenych telat po dobu 10 let od vylé€eni po-
slednd nakaZeného zvifete v chovu.

Vakciunace skotu avirulentni vakcinou pro-
ti trichofytdze méd vyznamnou piednost z
epidemiologického hlediska, nebot zamezu-
je vnéd8eni Zivych viruletnich elementli T.
verrucosum do chovil hospodéfskych zviiat,
jak je tomu pFi ofkovéni telat vakcinou, pfi-
pravenou ze siln& virulentniho kmene T.
verrucosum (T, faviforme). V misté vpichu
virulentni vakciny dochdzi totiZz ke vzniku
krusty o primérn 1 a% 3 cm, kterd se mfiZe
stat potencidlnim zdrojem nékazy pro vui-
mava zvifata a pro ¢lovéka, protoZe obsa-
huije infekéni houbové elementy. Po vakci-
naci avirulentni vakcinou k vytvofeni uve-
denych krust nedochézi; kultivaénim vySet-
Fenim pokoZky v misté vpichu vakciny ne-
byl vakcinaéni kmen prokézan.

Praktické vyuZiti avirulentni vakciny proti
trichofytéze skotu vytvari predpoklad pro
udrZeni bezndkazového stavu v nasich cho-
vech skotu pokud jde o trichofyidzu a z4a-
rovenl i pfedpoklad pro sniZeni vyskytu tri-
chofytizy u lidi, Oteviraji se také moZnosti
nabidky tohoto piipravku zahrani¢nim od-
bératelam.
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PouZitim avirulentniho kmene se sniZ%i néa-
klady na dezinfek¢ni prostiedky, které by
bylo nutné vynaloZit p¥i vyrob& virulentni
vakciny a pfi jeji praktické aplikaci.

Zpusob vakcinace zvifat avirulentni vak-
cinou je stejny jako u vakciny proti tricho-
fytize skotu Zivé lyofilizované (AO d&islo
201 481); aplikace dvou davek hluboko in-
tramuskuldrng v krajiné bederni nebo kii-
Zové s intervalem 10 aZ 14 dn0 mezi vak-
cinaci a revakcinaci. Vakcinaci doporutuje-
me provadét v levé a revakcinaci v pravé
poloving téla. Profylaktické ddvky pro te-
lata stari 1 aZ 3 mésice jsou dvakrat 2,5 cm3
a u skotu nad 3 mésice dvakrdt 5 cm?® vak-

ciny.
Priklad 1
Priprava 160 000 ddvek vakciny

PomnoZeni vyrobni Kkultury probihd na
Zivné pilidé nésledujiciho sloZeni: 10 litrdl
Cerstvé pivovarské sladinky, 30 1 destilované
vody, 600 g agaru, 200 g petonu, 800 mgzg
thiaminu a 800 mg kyseliny L-glutamové.
Sterilizace probiha p¥i pretlaku 60 aZ 80
kPa po dobu 30 minut. Koncentrace vodi-
kovych iontd Zivné phdy je upravena na
pH 6,6 aZ 6,9. Red&ny sladinkovy agar je
rozlit asi po 300 cm® do kultiva&nich lahvi
dle Rouxeho o obsahu 2 litri. Ldhve s Ziv-
nou pldou, uzaviené vatovymi zdatkami oba-
lenymi pergamenovym papirem nebo -celo-
fdnem, jsou opét outokldvovany pii pletla-
ku 60 aZ 80 kPa po dobu 30 minut. Pro po-
tvrzenl mikrobidlni sterility jsou kultivaéni
ldhve se ztuhlym Zivoym médiem inkubo-
vany po dobu 3 aZ 5 dnli v termostatu pfi
-37 °C. . : ‘

K inokulaci Zivné pilidy je pouZito inoku-
lum vyrobniho kmene CCM 'F-751 (nebo CCM
F-764), udrZované v lyofilizovaném nebo-ve
zmrazeném stavu. Inokulace se provadi- pi-

‘petovaci stiikatkou, na jednu kultivaéni. 14-

hev pouZijeme 2 aZ 20 X 107 Zivotaschopnych
vegetativnich forem, aplikovanych v 10 cm3
fyziologického roztoku. Inckulum je nytno
ihned po inokulaci rozmistit po celém po-
vrchu Zivné pady krouZivymi pohyby kulti-
vatnich lahvi. Inkubace v§robni kultury
probiha p¥i teplotd +26 aZ 28 °C v polo-
ze kultivadnich lahvi Zivnym médiem dold.
11 aZ 18denni kultura vyrobniho kmene je
oddélena pomoci kovovych klitek a mo-
tyCek od Zivné plidy a homogenizovdna v
homogenizdtoru. K homogenizaci porostu ze
2 aZ 4 kultivagnich lahvi pouZijeme 1 litr
ochranného média {500 cm3 fyziologického
roztoku -~ 500 cm3 lyofilizadniho média
sloZeni: destilovand voda 1 litr, Zelatina pro
bacto 50 g, sachardza 75 g). Doba homoge-
nizace pri postupném zvySovani podtu oté-
ek homogenizédtoru (6500 aZ 10 000 otdéek
za min) je 3 aZ 5 minut. Koncentrat vakciny
je filtrovdn pFes gézu do zdsobni 1dhve. V
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odebraném vzorku koncentratu je mikrosko-
picky urten pofet mikrokonidil a podie zjis-
ténych hodnot jsou pak urdeny davky pro
rozplnéni koncentrdtu vakciny tak, aby vy-
slednd koncentrace byla 25 aZz 10 milisnl
mikrokonidii v 1 cm?.

Kouncentrat vakciny je rozplnén do 1éko-
vek obsahu 20 cm® a zmrazen po dobu ale-
spoil 6 aZ 12 hodin pii teploté —40 “C nebo
-4 a7 8 hodin pfi teplotd —50 °C. Pvni faze
suSeni v lyofilizatnim zafFizeni probihd p¥i
maximalni teploté desek -}-50 °C a maximadl-
‘ni teploté& produktu 0 “C po dobu 6 aZ 15
hodin. P#i druhé fédzi suSeni (18 aZ 30 h)
je maximédlni teplota desek -{-28 °C a ma-
ximalni teplota produktu 25 °C. SuSeni je
ukoncCena, kdyZ dojde k soub&hu kiivek tep-
loty desek a materidlu po dobu 12 aZ 14
hodin. Lékovky s usuSenou vakcinou jsou
uzavirdny gumovymi zdtkemi ve vakuu a
zajistuji se hlinikovymi pertlemi.

Vyroba vakciny probihd v podminkéch
sterilnfho prostiedi, materidlu a pomficek.

Lyofilizovand vakcina se t8sn& pred po-
uZitim fedi ziedovatem A [(pufrovany {y-
ziologicky roztok].

S vakcinou jsou provadény tyto kontrol-
ni zkouSky:

1. ZkouSka C&istoty kultury a bakteridlni
sterility se provadi s 0,5 cm® vakciny a je-
jim rozofkovdnim na krevnim agaru, maso-
peptonovém agaru, masopeptonovém hujo-
nu, glukdzovém agaru a Sabouraudové aga-
ru. Zkouska bakteridini sterility je posuzo-
véna po dobu 72 h (Petriho misky 1a 7 donil
(zkumavky) pfi teplot8 --37 °C a po dobu
9 dnit pfl teploté --20 °C (zkumavky).
Zkouska Cistoty kultury je ukonfena po 10
dnech inkubace pfFi teploté 26 aZ -|-28 °C.

2. Zkou&ka neSkodnosti vakeiny se provi-
di oBkovanim 3 cm3 vakciny dvéma krali-
kiim (hmotnost 2,5 aZ 35 kg) hluboko in-
tramuskuldrng. Po aplikaci vakciny nesmi
v prib&hu 14 dndl dojit k Ghynu ani mist-
nim ¢i cellzovim zméndm zdravotniho stavu
zvirat.

3. ZkouSka avirulence vakciny. Do oho-
lené skarafikované zdravé pokoZKy tii mor-
tat {(hmotnost 250 a% 350 g) se vetfe na
plochu asi 3X4 cm 0,2 cm3 vakeiny. Po ino-
kulaci nesmi dojit v misté aplikace k vytvo-
Feni typickych trichofytickych 1ézi. Doba
pozorovani: 14 dn.

4, ZkouSka tfinnosti vakciny stanovenim
podtu Zivotaschopuych vegetativnich forem
vyrobniho kmene. Provadi se vysevem fed&-
né vakciny (Fed&ni 10-5 a 10-8) na Sabou-
raudiiv agar s naslednym poditdnim narost-
Iych kolonii vyrobniho kmene po 9 dnech
inkubace pFi -{-26 aZ -}-28 °C. Zkouska udin-
nosti je vyhovujici, obsahuje-li 1 cm3 zfe-
déné vakciny 2.5 aZ 10X 108 Zivotaschop-
nych vegetativnich forem vyrobniho kmene.

5. Stanoveni koncentrace vodikovych ion-
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tl se provadi méfenim pH na pH-metru. pH
vakciny je 6,0 az 7,5.

6. Stanoveni zbytkové vlhkosti lyofilizatu:
maximéini pFipustnd hodnota je do 3 %.
Zijisti se z ubytku hmotnosti lyofilizatu po
vysuSeni.

7. ZkouSka na vakuum se provadi pomoci
vysokoirekvenCniho elektrickélio zkouSele
vakua. Vakuum je vyhovujici, je-1i tlak men-
&{ neZ 2,66 Pa. .

Prfiklad 2

Priprava vakciny s pouZitim jednoduchého
lyofiliza&uniho média

Jako kultivaCni médium je pouZit agar se
sladinovym extraktemn (Imuna, n. p., Saris-
ské Michalany). Sterilizace Zivné plidy a
jeji rozpln&ni probéhlo stejné jako v prikla-
du 1. Inckulace Zivného média vyrobnim
kmenem CCM F-751 {nebo CCM F-764) se
provadi v mnoZstvi 2 aZ 20X107 Zivota-
schopnych vegetativnich forem na jednu
fultivani lahev. Kultura je inkubovana pFi
teploté --26 aZ -+28 °C. Kultiva&ni ldhve s
pomnoZujici se kulturou jsou kaZdodenné
prohliZeny a makroskopicky je hodnocena
Gistota kultury. Kultivace je ukon&ena po
11 aZ 18 dnech riistu. Kultura narostla ve
dvou aZ CtyFech kultivaénich lahvich je ho-
mogenizovdna v prostfedi 500 cm3 protek-
tivniho lyofilizatniho média (7,5% nebo
15% roztok sacharézy v destilované vodg&)
a suspenze je plelita pres Fidkou gdzu do zé-
sobul ldhve. Zdsobni ldhev s vakcinou je u-
zaviena gumovou zatkou s pergamenovymi
papiry a umisténa na 24 hdin do chladné
mistnosti pii -2 aZ -+8 °C, nebo umisténa
po dobu nékolika duft do mrazici mistnosti
pri teploté —18 “C. Po uvedené dobé& je po-
dle vysledkll zkouSek &istoty kultury a bak-
teridlni sterility (viz shora) koncentrat vak-
ciny rozplnén, zmrazen a lyofilizovan. Roz-
plnéni koncentradtu je provedeno tak, aby
v 1 cmd vakciny po zPedéni bylo 2,5 aZ
10 milién?d mikrokonidii.

Timto zplisobem dojde k dspoie lyofilizad-
ni kapacity, protoZe je zkrdcena doba su-
Seni lyefilizdtn, je rozplnéno mensdi mnoZ-
stvi koncentratu vakciny do 1éklovek a ne-
pouZiva se kontaminovand vekcina k lyofi-
lizaci. PoCet davek vyrobku ze stejného
mno#stvi kultivadnibo média je pFitom stej-
ny jako v prikladu 1,

Zmrazeuni a lyofilizace vakciny probih& pfi
stejinych pomérech, jak je uvedeno v pii-
kladé 1. Po skonfeném suSeni jsou lékovky
uzavieny ve vakuu a provedou se zkouSky
u vakciny stejné jako v prikladu 1.

Doba expirace vakciny je 12 mésiclt od
ukondeni kontrolnich zkouSek pri dodrZeni
zasad uchovavani biopreparatd (v temnu,
suchu, p¥i teploté -2 aZ -8 °C]J.
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PREDMET VYNALEZU

1. Avirulentni vakcina proti trichofytoze
skotu, vyznadujici se tim, Ze obsahuje 2,5
a¥? 10 milion@l Zivotaschopnych mikrokoni-
dii avirulentniho kmene Trichophyton ver-
sucosum Bodin 1902 v 1 cm3 zFedé&né vak-
ciny.

2. Vakcina podle bodu 1, vyznatujici se
tim, Ze obsahuje mikrokonidie avirulentniho
kmene Trichophyton verrocosum CCM F-751
nebo CCM F-764.

3. Zpiisob vyroby vakciny podle bodu 1,
vyznadujici se tim, Ze avirulentni kmen Tri-
chophyton verrucosum se pomnoZuje na Ziv-
né pidé& obvyklé pfi pomnoZovédni kmene
Trichophyton, pii pH = 6,6 aZ 6,9, pfi tep-
lot& 26 aZ 28 °C, po dobu 11 aZ 18 dnd, na-
rostld kultura se odd&li od kultivaéniho mé-

Severografia, n. p., zdvod 7, Most

dia a homogenizuje se ve sterilnim ochran-
ném médiu.

4. Zplsob podle bodu 3, vyznadujici se
tim, Ze homogenizace ve sterilnim ochran-
ném médiu probihd po dobu 3 aZ 5 minut.

5. Zplisob podle bodit 3 a 4, vyznadujici se
tim, Ze sterilni ochranné médium obsahuje
fyziologicky roztok se Zelatinou a sacharé-
zou nebo roztok sacharozy.

6. Zplisob podle bodd 3 aZ 5, vyznadujict
se tim, Ze koncentrdt vakciny se rozpliiuje
a nésledné& zmrazuje a lyofilizuje.

7. Zphsob podle bodu 6, vyznadujici se
tim, Ze suSeni prabihéd ve dvou f4zich, pii-
¢emZ prvni féze suleni trvd 6 aZ 15 hodin
pfi maximélni teplot& produktu 0 °C a dru-
hé féze suSeni trvd 18 aZ 30 hodin p¥i ma-
ximalni teplotd produktu 25 °C.

Cena 2,40 Kis



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

