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Zplsob pripravy vakciny proti Markové
chorob& jednovrstevnou kultivaci zdravych
kufecich embryondlnich specificky nepato-
gennich bun&k haotkovanych vakcindlnim
krocanim herpes virem, po dosdhnuti 80 %
cytopatogenniho efektu charakteristického
pro vakciondlni virus, se uvoliiuje virus z izo-
lovanych bun&k plsobenim ultrazvukuy,
pritemZ se piipripravé pouZije Toztok obsa-
hujici’ sacharozu, fosfaty, glutamét drasel-
ny a hovézi albuminovou frakci V, spociva-
jici v tom, Ze se jako vakcindlni virus po-
uZije krocani herpes virus kmen FC-126
klon 1 RPCPSA - Voluntari, BukureSt ¢.
I1Ib prosty mykoplasmy, priCemZ se tkaiio-
va kultivace viru provddi na rollerech ne-
bo v suspenzi dextranovych mikronosici.
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Vynédlez se tykd zplsobu pf¥ipravy vakci-
ny proti Markové& chorob& za pouZiti kme-
ne krocaniho herpes viru.

Zndmé metoda pFipravy této vakciny ze
specificky nepatogennich (SPF) embryonél-
nich tkéamnovych kultur o koncentraci 2 x
x 108 bun&k/ml, nasazenych do specidlnich
sklen&nych lahvi nebo lahvi z plastické
hmoty, wdrZovanych ve statickém systému,
spotivd v ménéni Zivhého média v riznych
intervalech za u&elem vyvoldni cytopato-
genniho efektu nebo v infikovdni kultur
vakcindInim virem. Krocani herpes virus
(HVT) se pak extrahuje z bun&&né suspenze
do SPGA ochranného roztoku obsahujiciho
sachar6zu, fosfaty, glutamat draselny a ho-
vzl albuminovou frakci V. Virus se pak
uvolni pésobenim ultrazvuku pi#i maximal-
nim biologickém limitu po dobu 1 minuty,
5minutové prestdvce a lminutovém chlaze-
ni, po kterém se buiiky prosté herpes viru
rychle zmrazi pfi teploté —80°C a udrZujt
se pfi této teploté aZ do stanoveni koncen-
trace viru v ml. Podle tohoto postupu se pak
provede rychlé rozmrazeni, redistribuce
ultrazvukem po dobu 10 sekund, Fed#&ni od-
povidajiciho mnoZstvi na hodnotu 1000 da-
vek/ldhev a lyofilizace produktu. Uvedeny
postup méa vSak nésledujici nevyhody: sta-
ticky systém tkaiiovych kultur vyZaduje p¥i-
davné operace, velké objemy uloZené v ter-
mostatech, velky pocet lahvi pro tkéatiové
kultury, nékolik zmé&n Zivngch médii ve f4-
zi mnoZeni, plsobenim ultrazvuku se uvol-
fuje nedostateény pofet infekdnich vakci-
nélnich é&astic.

Ptfedkladany vyndlez eliminuje vySe uve-
dené nedostatky pouZitim SPF kufecich
embrynodlnich primérnich bun&énych kul-
tur, nasazenych na rollery nebo dextranové
mikronosice, které se infikuji po wvytvoreni
80% jednovrstevné tkaitové kultury HVT
kmenem FC-126, klon 1, IIIb, ze sbirky Cen-
ter for Research and Bioproducts for Poul-
try and Small Animals, Voluntari-Bukurest,
pak se shromazdi v SPGA roztoku, ktery
obsahuje sacharézu, fosfaty, glutamat dra-
selny a hovézi albuminovou frakci V, t¥i-
krat se zpracuje ultrazvukem po dobu 1
minuty v dvouminutov§ch intervalech a od-
stfedénim se ziskd ur&ité mnoZstvi vakciny.
Vznikly sediment se pak resuspenduje v roz-
toku SFGA, opét se podrobi plisobeni ultra-
zvuku vySe uvedenym zpitsobem, odstFeds-
nim se ziskd daldi podil vakciny. Spojené
podily se uchovaji pfi teplotd§ —100°C aZ
do stanoveni obsahu viru, pak se rychle roz-
mrazi, Fedi roztokem SPGA a provede se
lyofilizace.

Nasledujici priklad je p¥ikladem piipravy
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vakciny proti Markové chorob& za pouZiti
kmene krocaniho herpes viru podle vyné-
lezu.

Pfiklad provedeni

Pripravi se SPF kufeci embrynodlni pri-
méarni buné&tné kultury na rollerech nebo
dextranovych mikronosi¢ich. Po 20 az 24
hodinach, kdy se vytvo¥i asi 80% jedno-
vrstevné tké&fiové kultury, se zam&nl Zivné
médium Cerstvym médiem obsahujicim ino-
kulum, tj. vakcindln{ virové bufiky sdruZe-
ného typu.

Tkaniové kultury se udrZuji ve fermentad-
nim tanku nebo v rolleru za priib&Zné kon-
troly, bez zmény Zivuého média aZ cytopa-
togenni efekt charakterizovany infekci kro-
canfho herpes viru vykazuje 80 % jedno-
vrstevné tkarniové monokultury.

Infikované buiiky se odd#ll obvyklou tryp-
sinizaéni metodou a odstfedi se pii +4°C
a 1200 ot/min.

Odstredivé buiiky lze resuspendovat v mé-
diu pro vymraZeni bunék sdruZeného typu
a vymrazit na —196°C (p¥i ochlazovani 1
aZ 2°C za minutu), nebo je lze resuspen-
dovat ve specidlnim roztoku obsahujicim
sacharozu, fosfaty, glutaméat draselny, ho-
vzl albuminovou frakci V (SPGA). Virus se
pak uvolni z bunék plsobenim ultrazvuku
opakovanym tfikrdt po dobu jedné minuty
S dvouminutovymi intervaly pfi teplotd +4°
Celsia. Suspenze se pak odstiedi pii +4°C
a 1200 ot/min a supernatant predstavujici
prvai podil vakciny se oddéli za sterilnich
podminek. Sediment se opé&t suspenduje v
SPGA a podrobi stejnému zpracovani ultra-
zvukem. Takto p¥i druhém zpracovéani ultra-
zvukem ziskand suspenze pPedstavuje dru-
hy podil vakciny a pFidd se k prvni dévce.

Suspenze virlt se zmrazi na —100°C v lah-
vich stejné velikosti a v naddebdch z plas-
tické hmoty. Vzorky oddélené v nadobkach
z plastické hmoty se rozmrazi a provedou
se bakteriologick4, biologickd a mykologic-
k4 stanoveni a rovnéZ kvantitativni stano-
veni vakcindlniho viru.

Po stanoveni koncentrace viru v ml se
suspenze virt rozmrazi, ziedi SPGA a lyofi-
lizuje. Kazda ldhev musi podle vyrobniho
protokolu ohsahovat 250, 500 nebo 1000
vakcindlnich ddvek a kaZd4 vakcindlni dév-
ka 1200 jednotek tvorby povlaku, dédle jen
PFU.

Tato lyofilizovand vakcina se uchovavé
aZ do pouZiti pfFi teploté +4 °C.

Srovnani vakciny vyrobené podle plivod-
niho postupu a postupu podle vynélezu (va-
rianta I a II):
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Vakcina Celkem ml PFU/ml Vakcindlni ddvka po lyofilizaci
1. vakcina varianta I 100 5 x 108 66,000*
2. vakcina varianta II 80,000

plisobeni ultrazvuku

na bunéény sediment

— supernatant 100 5 x 108

— buné&ény sediment 20 4,5 x 108
*vakcindlni davka obsahuje 1200 PFU

Médium pro buné&cné kultury je médium rakteristicky cytopatogenni efekt. Kufata

TC 199 prosté purinu, pyrimidinu a nukleo-
tidu a s pfidavkem fosfatu tryptasy, hydro-
genuhliitanu sodného, antibiotik a f{etdl-
niho séra.

Vakcindlni virus je krocani herpes virus
kmen FC-126 klon 1 prosty mykoplasmy, re-
gistrovany pod ¢&islem IlIb klon 1 v rejstfi-
ku Center for Research and Bioproducts for
Poultry and Small Animals, Voluntari-Buku-
redt. Krocani herpes virus FC-126 je nepato-
genni pro kufata, klon 1 je prosty mykoplas-
my a vyvoladvd v totdlnich nebo rendlnich
kufecich embryondlnich fibroblastech cha-

vakcinovand HVT kmenem FE-126 jsou odol-
nd k nasledné infekci patogennim virem
Markovy choroby a nevznikaji tumory.

Predkladany vyndlez mé nédsledujici vy-
hody:

— pFiprava vakciny nevyZaduje zvlastni
metodiku, vyroba je kontinudlni, poloauto-
matizovana,

— suspenze virovych ¢astic je po zpraco-
vani ultrazvukem homogenni,

— lze pfipravit jak lyofilizované, tak
zmrazené formy vakcin.

PREDMET VYNALEZU

Zplhsob piipravy vakciny proti Markové
chorobé jednovrstevnou Xkultivaci zdravych
kufecich embryondlnich specificky nepato-
gennich bunék naofkovanych vakcindlnim
krocanim herpes virem, po dosdhnuti 80 %
cytopatogenniho efektu charakteristického
pro vakcindlni virus, se uvoliiuje virus z izo-
lovanych bun&k plsobenim ultrazvuku, pfi-
temZ se pri pripravé pouZije roztok obsa-

hujici sacharézu, fosfaty, glutamat drasel-
ny a hovezi albuminovou frakci V, vyzna-
Cujici se tim, Ze se jako vakcindlni virus
pouZije krocani herpes virus kmen FC-126
klon 1 RPCPSA — Voluntari, Bukurest ¢&.
IIIb prosty mykoplasmy, pfiCemZ se tkéiio-
vé kultivace viru provadi na rollerech v sus-
penzi dextranovych mikronosié.
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