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Vynilez sa tyka vakciny proti infekénej burzitide
kuréiat (chorobe Gumboro) a spdsobu jej pripravy
z kmena virusu, izolovaného na Slovensku a atenu-
ovaného sériovymi pasdZami, v bunkovych kultd-
rach.

Infekénd burzitis (choroba Gumboro) je viruso-
vé ochorenie kuréiat, popisané prvy raz v roku
1957, ktoré prebieha velmi ¢asto subklinicky, ale
vyvoldva pokles prirastkov hmotnosti a spomalenie
rastu, &o aj pri nizkej mortalite je pri¢inou hospo-
darsky vyznamnych strét.

Povodcom infekénej burzitidy je virus, ktory je
mimoriadne rezistentny vo vonkajSom prostredi
proti pdsobeniu fyzikdlnych a chemickych pro-
striedkov. Pretrvdva v kontaminovanych priesto-
roch a to je pri¢inou rekurentnej infekcie nasledu-
jucich zastavov hydiny. Virusova partikula, ktorej
chyba obal, m4 priemer 60 nm. Obsahuje jedno-
vlaknitt ribonukleinovi kyselinu, zloZend z dvoch
segmentov. Molekulovd hmotnost genomu virusu
je 1,75 az 1,8 x 10°.

Infekcia vnimavych kuréiat do veku 14 tyZdiiov
vyvoléva degeneréciu a nekrézu nezrelych lymfo-
cytov B vo Fabriciovej burze, ¢o mé za nésledok
selektivne zniZenie produkcie imunoglobulinu
G a tym irreverzibilné oslabenie imunitnych me-
chanizmov. Nekrotické zmeny v tymuse a slezine
maji nepriaznivy vplyv aj na vjvoj bunkovej
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imunitnej odpovede. ZvySend vnimavost sa preja-
vuje osobitne voéi virusom pseudomoru hydiny,
infekénej bronchitidy, E. coli, salmonelam, voci
virusu Markovej choroby a vo¢i infekénej bronchi-
tide a adenovirusovej infekcii pocas obdobia
znasky.

Virus je mono izolovat iba niekolko dni po
infekcii v kuracich zarodkoch bez $pecifikovanych
patogénnych zarodkov (SPF) a pasézovat ho v kur-
atach SPF alebo v bunkovych kultdrach, priprave-
nych z vajec SPF.

V roku 1978 bolo v zdpadnej Eurépe zamore-
nych 60 az 100 % reprodukénych chovov hydiny.
V ¢SSR sa podla predbeZnych vysledkov sérolo-
gickych prieskumov a izoldcie virusu zistil vysoky
stupefi zamorenosti chovov mésovych i nosivych
plemien virusom infekénej burzitidy.

Profylaxia nékazy vychadza z tychto prin-
cipov:

— virus je velmi roziireny v populcii, je mimo-
riadne rezistentny a dlhodobe preZiva v pro-
stredi;

— nédkaza sa prenasa horizontdlne a infikovat sa
moZu aj Serstvo vyliahnuté kurcatd;

— kuréatd moZu disponovat materskymi proti-
latkami, ktoré poskytuji docasni ochranu, ale
stiasne brzdia vyvoj aktivnej imunity.

Nespecifick4 profylaxia je zaloZend na obecnych
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zdsadach zoohygieny: sti¢asné osadzovanie a vy-
prazdriovanie hdl, obmedzenie presunov materidlu
a prechddzania os6b a u¢inna dezinfekcia formali-
novymi parami.

Specifickd profylaxia je zaloZeni na pasivnej
ochrane kurciat materskymi protildtkami, ktora
trvd 2 aZ 3 tyZdne a na aktivnej imunizicii kurdiat
a reproduk¢nych nosnic. K ockovaniu sa pouZzivaji
Zivé vakciny z virusu o rozli¢nom stupni virulencie,
pomnoZenom v nasadovych vakciach z chovov bez
Specifikovanych patogénnych zdrodkov (SPF).
(Becht, H., Rapp. OIE, 1977, & 201, s. 9;
BENNEJEAN, G., Rapp. OIE, 1977, &. 216, s. 8;
Cessi, D. — Gualandi, G. L., Rapp. OIE, 1977, &
211, s. 10; Cullen, G. A. — Wyeth, P.J., Vet. Rec.,
99, 1976, &. 21, s. 418; Thornton, D. H., Rapp.
OIE, 1977, ¢. 200, s. 16; Yadin, H. — Hoekstra, I.,
Rapp. OIE, 1977, & 212, s. 7; Zanella, A. — a i.,
Avian Pathol., 6, 1977, &. 1, s. 8). '

Pokusne bola pripravena a preskii§ana aj Vakc1-3

na z virusu adaptovaného na kultiry buniek:

embryondlnej burzy, embryonilnych oblidiek a fi:
broblastov a pomnoZeného v kultirach kuracich
fibroblastov z vajec SPF (Skeeles, J. K. — a i.;
Avian Dis., 23, 1979, ¢. 2, s. 456). 3

Virusovy kmen infekénej burzitidy Z-2037 bol
izolovany na bunkovych kulttirach kuracich em-

bryonélnych fibroblastov vroku 1977 z lymfatické-

ho aparitu infikovanych kuréiat linie Shaver v lo-

kahte Turéianské Teplice. Pomocou 5-jodo-2-de- ;

zoxyundmu bolo potvrdené, Ze izolat patri do
skupjny ribovirusov. Virus nie je obaleny, lebo
chloroformové skigky na pritomnost esencidlnych
lipidov st negativne. Je termostabilny, odoldva
teplé)te 56 °C po dobu 30 minut bez zniZenia
mfekcneho titra pre kuracie fibroblasty. Je cytopa-
togenny, replikuje sa a pomnoZuje na kuracich
embryonalnych bunkich (KEB) a kuracich em-
bryondlnych oblickovych bunkich (KEOB) za
tvorby drobno-gulickovitého cytopatického efek-
tu, charakteristického pre virusy infek¢nej burziti-
dy. Izolovany virusovy kmen bol porovnivany
s referenénym kmeniom Stuttgart (prof. Woernle).
V jadrach infikovanych buniek nevytvara inklizne
telieska. KriZové neutraliza¢né testy a precipitaéné
testy v agarovom geli s antisérami proti referen¢né-
mu kmeriu Stuttgart a proti izoldtu Z-2037 su
pozitivne, €o sved¢i pre ich antigénnu zhodnost.

Infekény titer izoldtu v tretej pasazZi na KEB bol

relativne nizky: 10* TKIDs, . ml~!. Kuracie em-
bryd bez materskych protilatok, infikované prvymi
* 2 az 3 pasdZami virusu nevykazovali makroskopic-
ké zmeny a ich mortalita neprevysila 20 %. Kuréa-
td bez materskych protildtok, infikované virusom
infek&nej burzitidy (v ddvke 0,1 ml virusu adjusto-
vaného na 1000 TKIDs;) cestou intrakonjunkti-
. vdlnou a perordlnou vo veku 5 dni, klinicky
neochoreli. Morfologicky mali zvé&$ené Fabriciove
burzy so $pecifickymi histologickymi zmenami,
sved¢iacimi pre burzitidu s hyperplaziou retikulo-
cytov v asti burzalnych folikulov. Rovnako v peée-
ni infikovanych kuréiat bola pozorovateIna lymfo-

cytdrna infiltrdcia perivaskuldrnych priestorov
a sporadické loZiskd s vakuoldrnou degenericiou
hepatocytov resp. hemoragie.

Izolat prekonal 10 slepych pasaZi v tvordiiovych
intervaloch na kuracich zarodkoch bez materskych
protilatok proti infekénej burzitide (linia ROSS)
obvyklym virologickym spésobom. Pritomnost vi-
rusu infek¢nej burzitidy v pasdZovanych suspen-
zidch sa sledovala na bunkovych kultirach. Titer
virusu v zmesnych suspenziach organov kuracich
zérodkov dosahoval 10? aZ 10° TKID;, . ml ™.

.Dalej sa kmeti virusu Z-2037 sériovo pasazoval

na primdrnych kiltdrach kuracich embryonélnych
buniek, spésobom podla virologickych metéd.
Pritomnost virusu sa dokazovala vznikom cytopa-
tickych zmien. Obsah virusu sa stanovil akumulag-
nym vypoctom podla Reeda a Muencha. Po 25 az
27 pasdZach na KEB dosahoval virus titer najme-
nej5 x 10° TKIDs, . ml™.
{ Postup atenuicie virulencie virusu infekéne;j
burzitidy sa kontroloval intrakonjunktivdlnou
a peroralnou aplikéciou virusu v ddvke ca 5 x 10*
TKIDjs, pétdiiovych kurcatdm bez protilatok proti
virusu infekénej burzitidy. Infikované zvieratd sa
sledovali klinicky, patohistologicky najma vySetre-
nim Fabriciovej burzy a pe¢ene a pokusnou vakci-
naciou takto inokulovanych kuréiat proti pseudo-
moru hydiny 7 dni po aplikécii virusu infek¢nej
burzitidy. Pri serologickom vysetreni kurdiat na
protilatky proti pseudomoru nesmel byt vyznamny
rozdiel medzi pokusnou a kontrolnou skupinou.
Atenuovany virus Z-2037 bol po 10 pasaZach
v kuracich embryach a 27 pasdZach v kultdrach
kuracich embryondlnych buniek preskisany na
patogenitu pre rozne vekové kategdrie hydiny bez
protilatok proti infekénej burzitide, menovite pre
kuracie embryd, jednodiiové kurcata, 5 a 10-diiové
kurcata, 28-diiové brojlery a 25 tyzdriové nosnice.
Klinické ¢i patomorfologické zmeny sa nezistili
v Ziadnej pokusnej skupine, preto sa povaZoval
atenuovany kmeri za neskodny pre vSetky vekové
skupiny kuré¢iat. Pokusné skupiny za 7 aZ 14 dni po
aplikacii virusu Z-2037 odpovedali tvorbou $peci-
fickych protilatok, ktorych $pecifi¢nost sa overova-
la referencnym virusom infek¢nej burzitidy, kme-
nom Stuttgart.

Virus Z-2037, atenuovany a adaptovany na
kultdry kuracich embryonalnych buniek popisa-
nym sposobom, je uloZeny v Cs. sbirce mikroorga-
nism@, Sbirka zoopatogennich mikroorganismi,
Vyzkumny tstav veterindrniho léka¥stvi, Brno,
pod éislom CAPM V-260.

Podstata vynilezu spoéiva v tom, Ze vakcina
proti infekénej burzitide sa pripravuje z kmena
Z-2037 (CAPM V-260), izolovaného na Sloven-
sku a atenuovaného a adaptovaného sériovymi
pasdZami na kultdary kuracich embryondlnych bu-

' niek. Vakcinaény virus sa mnoZi a titruje na

primarnych alebo sekunddrnych kultirach kura-
cich embryonalnych buniek, pripravenych z kon-
vencnych vajec. Atenuovany a adaptovany vakci-
naény virus infekénej burzitidy Z-2037 dosahuje



titer 107 TKIDs, . ml™" a je neSkodny pre vietky
vekové kategérie kurdiat.

Priklad 1
UdrZiavanie vjrobného kmena
Vyrobny kmen Z-2037 sa udrZuje v lyofilizova-

nom stave v ampulkdch zatavenych pod vakuom
pri +2 aZ +8 °C. PaséZ na bunkovych kulttrach sa

robi jeden raz do roka: Dve ampulky virusu
s obsahom po 0,3 ml lyofilizovaného materidlu sa
otvoria a ich obsah sa rozpusti v 4 ml kultiva¢ného

média (Hanksov'roztok s laktalbuminhydrolyza-

tom podla PNL 01-63-74). Takto zriedenym

virusom sa infikuji kultiry kuracich embryondl-

nych buniek v 2 aZ 4 Roux flafiach s objemom
1200 ml. Nao€kované Roux flase sa inkubuji pri
37 °C. Po zisteni $pecifickej degenericie buniek, za
24 az 96 hodin, sa kultira zmrazi pri —20 °C,

rozmrazi, prefiltruje cez sterilnd gazu a titruje
v skiimavkovych kultdrach. Po kontrole bakteril-
nej sterility a po stanoveni obsahu virusu je

zasobny kmetiovy material pripraveny k lyofilizacii
s pridavkom 40% protekéného média (95% inakti-
vovaného konského séra a 5% glukdzy) alebo sa
uchovéava v zmrazenom stave pri —20 °C a pouZiva
sa k inokulécii bunkovych kultir pri vyrobe vak-
ciny.

Priklad 2
Priprava vakciny na primarnych bunkovych kulti-
rach. Vi

Pri vyrobe vakciny sa zdsobnym kmetiovym
materidlom inokuluji kultiry kuracich embryo-
nélnych buniek v Roux flasiach v mnoZstve 1 ml
virusovej suspenzie na jednu Roux flasu s obje-
mom 1200 ml a obsahu 100 ml kultivaéného mé-
dia. Nao¢kované Roux flase sa inkubuji pri 37 °C.
Po zisteni Specifickej degenerdcie buniek, za 24 az
96 hodin, sa kultdry zmrazia pri —20 °C, rozmra-
zia, prefiltruja cez sterilnii gazu a titruji v skimav-
kovych bunkovych kultiirach. Po kontrole bakterl—
dlnej sterility a po stanoveni obsahu Virusu ; :sa
virusova suspenzia naplni do lickoviek ako tekutd
vakcina, alebo sa s pridavkom 20% protekéného
lyofilného média (3 diely 20% roztoku Laktina
a 1 diel 40% glukézy) naplni do ampil a lyofilizuje
sa. Tekutd vakcina sa uchovdva v zmrazenom
stave, lyofilizovand pri +2 az +8 °C.

-Vlrusu vo vakcine musi
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Priklad 3

Priprava vakciny na sekundarnych bunkov?ch«
kultdrach

Dobre narastené kulttry kuracich embryondl-
nych buniek v Roux flaSiach o objeme 1200 ml sa
uvolnia roztokom verzéntrypsinu predohriateho

na 37 °C. Suspenzia uvolnenych buniek sa prenesie |

do kultivadného média a zaklada sa do Roux flia§"

ako primérna bunkova kultira. Sekundarne kulta-

ry sa inokuluji a inkubuji ako primdrne kultdry ;

a virusova suspenzia sa spracovava rovnako ako j je
popisané v prxklade 2. o

Priklad 4
Kontrola vakciny titraciou

‘Kultiry kuracich embryonalnych buniek na tit-
réciu virusu sa zakladaji do skiimaviek rozmerov
14/15 X 90 mm v mmnoZstve 1,0 ml kultivaéného

. média. Kultiry buniek sa infikuji po’ 0,1 ml
. vakcinaéného virusu, riedeného postupne desatna-

- sobne od 1073 do 1078, kaZdé riedenie najmenej do

" 4 sktmaviek. Inokulované skiimavkové kultiry sa
! inkubuji 96 aZ 120 hodin pri 37 °C a titer virusu sa

'od&ita mikroskopicky podlia cytopatického ucinku

. virusu na bunky. TKIDj, virusu sa stanovi akumu-

iladnym vypoctom podla Reeda a Muencha. Titer
byt najmenej 10°
TKIDS0 mi~t.

- Priklad 5

Stanovenie neutralizanych protilatok
Skiitmavkové kultiry kuracich embryondlnych
buniek sa pripravuji ako v priklade 4. Virusova

| suspenzia s obsahom 100 az 1000 TKID50 virusu
'\ v 0,1 mlsazmiesasrovnakym objemom vysetrova-
ného materidlu (séra), riedeného postupne desat- -

nasobne od 107! do 1077, a nechad sa stat 60 minit
pri laboratéraej teplote. Skimavkové kultiry sa
inokuluji davkou 0,2 ml zmesi virusovej suspenzie
so sérom, kazdé riedenie séra najmenej do 4 ski-
maviek. Skimavkové kultGry sa inkubuji 96 aZ
120 hodin pri 37 °C. Titer neutralizanych protila-
tok sa od¢ita mikroskopicky podla chybania cyto-
patického uéinku virusu na bunky. 50% neutrali-
zatna davka (NDs,) sa stanovi akumulaénym
vypoétom podla Reeda a Muencha.

PREDMET VYNALEZU

1. Vakcina proti infek¢nej burzitide kurciat,

v tekutom alebo lyofilizovanom stave, vyznacujica
sa tym, Ze obsahuje v 1 ml 10° aZ 107 TKIDs, virusu
infekénej burzitidy CAPM V-260.

2. Spésob pripravy vakciny podla bodu 1, vy-
znadujici sa tym, Ze sa atenuovany kmen virusu
infekénej burzitidy CAPM V-260 pomnoZuje
v primérnych kultirach kuracich embryonalnych

buniek, pripravenych z konvenénych vajec, pri
teplote 36 az 39 °C po dobu 24 aZ 96 hodin.

3. Sposob pripravy vakciny podia bodu 1, vy-
znadujiici sa tym, Ze sa atenuovany kmefi virusu
infekénej burzitidly CAPM V-260 pomnoZuje
v subkultirach embryonélnych buniek, priprave-
nych z konve&nych vajec, pri teplote 36 az 39 °Cpo
dobu 24 az 96 hodin.
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