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(57) Riedenie sa tyka Zivej atenuovanej
vakciny proti parvoviroze, psinke, in- -
fekénej laryngotracheitide a infekénej he-
patitide vhodnej predov3etkym na profy-
laxiu ko2u$inovych zvierat a spbsobu jej
pripravy na bunkovych kultGrach. Vakcina
je uréend na ochranné a nudzové olkovanie
vnimavych zvierat proti uvedenym ochore~
niam, Vakcina je Lyofilizovana a vyznalu-
jessa tym, e obsahuje v 1 ml najmenej ~
107 TKIDgg ¢astic parvovirusu pgov, kme =
na CPVA~-BN 80/82 CAPM Vv-290, 10° TKID '
tastic virusu infekiénej Laryngotrache%gi-
dy, kmena CADV=2 H=-5/85 MD CK40 CAPM V -
- 320, adaptovanych na bunkové kultiry

a3 lyofilizalné médium. Virus infeké&nej
laryngotracheitidy sa pomnoifuje na sta=-
bilnej Linii MDCK v minimalnom esencial-~
nom médiu pod{a Eaglea. Po ukonieni kul-
tivacie sa virusové materialy zmie$aju

s Lyofitizalnym médiom a lyofilizuja.
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Vynalez sa tyka ¥ivej atenuovanej vakciny proti parvovirdze, psinke, infekénej
laryngotracheitide a infek&nej hepatitide, a sp8sobu jej pripravy na bunkovych kultu-
rach,

Popri viesbecne zndmych pS8vodcoch virusovych ochoreni psov ako si besnota, psin-
ka a infekénd hepatitida, spolahlivo kontrolovanych efektivnymi atenuovanymi vakcinami
existuje cely rad virusov, ktoré su p8vodcami ¢astych ochoreni zafivacich a dychacich
organov. K tymto v prvom rade patria: paravirus psov, p8vodca akUtneho &revného ocho-
renia postihujuceho prevaine mtadata, virus infekinej taryngotracheitidy a virus para-
influenzy 2 psov, ktoré samostatne, alebo v sUéinnosti s bakteridlnym zarodkom Borde~-
tella bronchiseptica vyvolsvaju hromadné ochorenia dychacich organov /Kennetl cough syn-
drome/. Appel v roku 1978 definoval patogenitu parvovirusu psov /CPV 2/ a oznaéil ho
ako p?vodcu epizoocie &revného ochorenia ktoré sa objavilo prvykrat v roku 1978 v Spo-
jenych $tatoch,

Ochorenie vyvolané tymto virusom sa klinicky prejavuje nechutenstvom, malatnostou,
zvracanim 3 hnatkou, ktors mde byt krvava. zZvierata maju hortéku a pri hematologickom
vydetreni sa spravidla zistuje znifeny poget leukocytov., Srdcova forma ochorenia posti=-
huje vyhradne Ztenatd a je charakterizovand rychlym a ve[miikrétkym priebehom a néasled~
ne Uhynom. Ochorenie spdsobuje vyrazné straty v chovoch psov, pritom Uhyn predstavuje
20 a% 40 % z celkového poétu zvierat. Ochorenie postihuje vietky vekové kategorie z2vie-
rat, ale najm¥ 3tenats, priéom nastup je prudky a priebeh velmi rychly,

Ps{ adenovirus serotypu 2 /CADV-2/, izolovany a identifikovany DITSCHFIELDOM, 1962
je serologicky, antigénne, svojim trpizmom a klinickym prejavom ochorenia odlisny od vi-
rusu infekénej hepatitidy psov /ICH/.

Ochorenie vyvolané tymito virusom mad charakter infekénej laryngotracheitidy, tra-
cheobronchitidy, zdpalu nosofaryngu a pluc, s klinickymi prejavmi nadchy, spontanneho
kadla zapri&ineného zu%enim priechodnosti priedudiek, a plucnej hyperventiticie dopre-
vadzanej zvH&3enim bronchydlnych lymfatickych uzlin. Patologicko anatomicky obraz cha=-
rakterizuje infiltracia submukozy tymfocytami, plazmatickymi bunkami a neutrofilmi,
proliferativne intersticiidina pneumdnia, nekrotizacia bronchov a bronchiolitis. »ri
infekcii virusom CADV-2 sa zaistuju vnutrojadrové inklUzie Lokalizované v epitelialnych
bunkach nosovej a faryngedlnej sliznice

§pecif1cké profylaxia uvedenych virusovych ochoreni, ktoré predstavuju v chovoch
psoy vainy zdravotny problém je zaloZend na pastvnej imunizacii podanim hyperiminnych
sér alebo iminnych sérovych globulinov, ale najéastejdie sa vyuZiva aktivna imunizicia.
Vo svete boli vyvinuté inaktivované & 2ivé monovalentné a kombinované vakciny /CANDURR-
-2, MULTIHUNR ' NOBIR VAC=-SH, ENDURACELLR 7 =~ NSR, GALAXYR-VI - USA/ First Live cani=-
ne parvovirus vaccine, Vet.,Rec. 17,1984, 114 No.11 p.255; Stettner, W. - Schutzimpfun=-
gen beim Hund, Wiener, Tierdrztliche Monatsschrift, 72, 1985, Heft 5 $,178-182., Lang-
zejtuntersuchung zur Immunogenitit eines Kombinationipfstoffes flir Hunde, zygraich, N,.,

- Charlier,®, =~ Florent,6., - 6ill, MM,A., - a spol Kleintierpraxis 30, 1985, 45-49.

Aj ked v zastupeni jednotlivych virusovych kmenov vo vakcinach je zna&nd rdznoro-

dost, vieobecne sa poiaduje aby jedna vakcinaénd davka obsahovala minimaine 102’5 as

103'°TK1050 z kaidého virusu.

vzhladom na vieobecny vyskyt parvovirézy psov a narastajuci polet respiratornych
ochoreni, pri vyluteni Ulinku virusov psinkového komplexu u misoZravych koiusinovych
zvierat, postavili sme si za ciel ziskal, atebo izolovat odpovedajuci virusovy klcﬁ, s
perspektivou pouzit ho na pripravu olkovacich latok. Jednotlivé izolaty virusov ifek&-
nej laryngotracheitidy a parvovirusu sme cestou chemickych, serologickych a virologic~-
kych metdd identifikovali, klonovali, potvrdili ich puritu a elektronopticky znazorni-
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Li., Po ukonlent ltondtcic jednotlivych virusov na r8znych druhoch bunkovych kultaur a
overeni ich nedkodnosti na vnimavych zvieratich sme vyvinuld 2ivi kombinnovany vakei-
nu proti uvedenym infekciim. '

Predmetom vynilezu je teda ¥ivd atenuovand vakcina proti parvovirdze s obsahom
kmena CPVA=BN 80/82 CAPM V-290 v mnolstve 103 TKXDSO, psinke s obsahom kmehRa COV=F=~BN
10/83 CAPRM V=289 v mnoistve 10 Txloso, infekinej Laryngotracheitide a infekinej hepa~-
titide, ktord ss vyznaluje tym, e obsahuje v 2 mlL kmen parvovirusu psov, CPVA=-BN 80/82
CAPN V=-290, v manoistve najaenej 103 TKIDSO, kmeh virusu psinky COV=F=BN 10/83 CAPM V=
=289 v mnolstve najmene 103 Txlbso a kmen virusy infekinej laryngotracheitidy CADV=2
H=5/85 MDCK&D CAPM V=320 v mnolstve 102's rxlnso Castic virusu. Vakcina obsshuje Lyofi-
Lizalné médium mnolstve 25 aX 50 hmotnostnych percent, ktoré sa skladd zo sacharozy,
fostoreinanového pufru, glutamitu sodného alebo draselného, bovinného albuminu alebo
iného zdroja bielkovin s Zelatiny, slebo dextridnu. Vyroba vakciny sa vyznaluje tym, 2e
kultivity parvovirusu psov a virusu psinky pripravené zninym spSsobom sa zmiedaju s
kultivitom virusu infekinej Laryngotracheitidy CADV=2 H=5/85 MDCK4O ziskanym pomnole~
nim na stabilnej Lin¥i MDCK, Virus infekinej Laryngotracheitidy sa na uvedenej stabil-
nej Lini{ mnoi4 pri teplote 37 % po dobu 3 a% 6 dni, kedy sa vytvoria vyrazné cytopa~-
tické zmeny a potom sa virusovy materidl zmieda s Lyofilizalnym médiom a Lyofilitizuje,

virus infekinej laryngotracheitidy predstavuje virulentny kmen zahrani&nej prove-
niencie ziskany vo forme Llyofilizatu infeké&nych tkaninovych tekutin v 5. pasazi na bun=
kovych kultUrach., Atenuacia virusu, homogenita virusovej populicie a stabilita imuno~-
bijologickych viastnostt{ sa dosiahla v 35, pasdii na b,lL. MDCK. K priprave vakciny botl
pou2ity virus v 40, pasaii na uvedenom druhu tkaniva atenuovany a definovany na nasom
pracovisku,.

Virusové kmene parvovirusu psov CPYA=-BN 80/82 CAPM V=290, psinky COV=F~BN 10/83
CAPM V~289 a infekénej laryngotracheitidy CADV=2 H-5/85 MDCK 40 CAHM V=320, su uloZené
v Ceskoslovenskej zbierke mikroorganizmov na Vyskumnom Ustave veterindrneho Lekarstva
v Brne, Hudcova 60,

Postup vyroby vakciny:

Sp8sob vyroby vakciny je zaloieny na tom, e uvedené vakcinadné kmeny, nedkodné
pre vietky vekové kategdrie psov a misoiravych kotu$inovych zvierat pri (ubovolnej ap=-
Likdcii, sa pomno2uju na definovanych bunkovych substritoch narastenych na skle, plas=-
tickej hmote, kultivovanych stacionadrnym spdsobom alebo v otadanych fladiach /rolleroch/,
pripadne na mikronositoch,

Spﬁsob infekcie buniek FE vakcina&énym virusom parvovirdzy psov:

=1 v rastovom médiu sa zmieda s

Suspenzia buniek o hustote 5 a2 10.10% buniek . mt
vakcinaénym virusom pfi multiplicite infekcie od 0,0001 do 0,001, Zmes virusu a buniek
sa inkubuje pri 36 a% 38 % potas 30 a¢ 60 mitut. Potom sa zmes virusu a buniek narie-
di v rastovom médiu, ktoré predstavuje minimdlne esenciidlne médium podla Eagla s pH
6,8 ai 7,3 s pridavkom pfatich a2 desiatich hmotnostnych percent bovinného séra s vy-

znadenou kvalitou,

Rovnako je moiné do bunkovej suspenzie v rastovom médiu pridat inokulum vakcinaé-
ného virusu o muttiblicite infekcie 0,0001 a2 0,001 a zmes virusu a buniek vyliat do
kultivaénej nadoby.

Takto pripravena suspenzia buniek za ulelom pripravy vakciny ss kultivuje na skle,
plastickej hmote, Staciondrnym spBsobom, alebo v otaéanych fladiach /rolleroch/, pri=-
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padne na mikronosidoch, pri 36 az 38 °¢ pofas 4 az 8 dni.

MoZna je tieZ infekcia prichytenych buniek na kultivalom povrchu - po 3tvor ai
esthodinovej inkubacii buniek Linie FE pri 36 a% 38 %c. po rastového média sa prida
inkulum vakcina&ného virusu onri multiplicite infekcie 0,0001 a2 0,001, Imkubadcia pok=-
raduje pri 36 ai 38 °¢ potas 4 a2 8 dni. MnoZenie virusu je rovnako ako v bode A a B

sprevidzané vyraznymi cytopatickymi zmenami.

Spssob infekcie buniek kuracich embryonalnych fibroblastov KEB a buniek linie VERO

virusom psinky.

Bunkové kultiry KEB alebo VERO sa infikuju vakcina&nym kmenom virusu psinky pri
multiplicite infekcie najmenej 0,005, Infikuji sa 24 a2 48 hod. bunky narastené na kul-
tivaénom povrchu tak, 2e sa vymeni rastové médium za udriovacie, do ktorého je pridaneé
infekéné inokulum, UdrZovacie médium je pre jednotlivy druh buniek rovnakého z2loZenia
ako rastové, ale neobsahuje sérum a md upraveny obsah hydrouhliéitanu sodného na 0,1 az
0,2 hmotnostnych percent,

Alebo sa zmes virusu a buniek nechd inkubovat podas 60 a3 120 min. pri 37 °C, po-
tom sa suspenzia buniek nariedi v rastovom médiu tak, aby obsahovalo 4-8.106 buniek .
mt™! . buniek.

Rovnako je moiné infekéné inokulum pridat do suspenzie buniek v rastovom médiu a
bez predchidzajicej inkubdcie natiat do kultivainej naddoby. Za 24. a% 48 hodin sa ras~
tové médium vymeni, bez oplachu jednovrstvy buniek, za udrZovacie a inkubacia pokralu-
je 2a rovnakych podmienok. Po zisteni prvych cytopatickych zmien /obvykle za 72 aZ 96
hod./ fa médium vymieﬁa v 24 hodinovych intervaloch, prida don tyofilizaéné médium a
uchovava v zmrazenom stave a% do pripravy kombinovanej vakciny pred Lyofilizaciou, ale~
bo sa kultivacia nechd prebiehat tak dlho, dokial viac ako S0 percent jednovrstvy bu-
niek je postihnutd virus$pecifickymi zmenami a virusovd suspenzia sa zbiera len jedno~
razovo,

Spdsob infekcie buniek MDCK vakcina&nym virusom infek&nej laryngotracheitidy.

Bunkové kultury sa infikuju vakcinaénym kmenom virusu infekénej laryngotracheiti-
dy pri multiplicite infekcie 0,1 a2 0,001, Infikujo sa 24 aZ 48 hodinové kultiry naras-
tené na kultivadnom povrchu tak, 2e sa odstrani rastové médium a2 po 30 a2 60 minutovej
adsorbcii virusu na bunky pri 36 a% 38 % sa pridéd udriovacie médium, UdrZovacie médium
je rovnakého zloZenia ako rastové, ale neobsahuje sérum. Inkubdcia pokraduje pri 36 ai
38 % po&as 3 a3 5 dni.

Rovnako je moZné infek&né inokulum pridat do suspenzie buniek v rastovom médiu a bez
predchadzajucej inkubadcie naliat do kultivaénej nadoby. Za 24 a% 48 hodin sa rastove
médium vymeni, bez oplachu jednovrstvy buniek, za udriovacie a inkubé&cia pokraduje za
rovnakych podmienok poéas 3 a% 5 dni. Kultivacia sa v obidvoch pripadoch necha prebije~-
hat tka dlho, dokial viac ako 80 percent jednovrstvy buniek je postihnutd virusdpeci~’
fickyme zmenami.

. Po ukonieni kultivicie sa infek&né tekutiny jednotlivych virusov zamie$aju s lyo-
filizainym médiom v pomere 50 a2 75 hmotnostnych percent virusu k 50 aZ 25 hmotnostnych
percent Lyofiliza&ného média a uchovavaju pri =15 a% =20 %¢ az do lyofilizadcie, Lyofi=-
lizaéné médium je moiné pri zachovani rovnakych hmotnostnych pomerov pridévaf az tesne
pred kompletizaciou a lyofilizaciou vakciny, Na pripravu Lyofilizovanej vakciny sa po-
u2ijo infekéné tekutiny s obsahom minimilne 104 TKIDSO. mt-1 tastic virusu CPVA-BN 80/82
cAMp V=290, 10% TKIb ;) Sastic virusu COV-F-BN 10/83 CAPM V-289 a 10° TKID,
rusu CADV=2 H-5/85 MDCK 40 CAMP v-320, bakteriologicky sterilné, Takto pripravené vi-
rusoveé suspenzie zmieSané v pome;e 0,5 dielu parvovirusu a 1 dielu virusu psinky a 1

tastic vi-
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dielu virusu infek&nej laryngotracheitidy s Lyofilizaénym médiom, ktoré obsahuje sacha-
rézu, fosforeinanovy pufor, glutamdt sodny, alebo draselny, bovinny albumin alebo iny
zdroj bielkovin, dextrian alebo 2elatinu /BOVARNICK, M.,R, = MILLER, J.C. - SNYDER, J.C.,
The influence of certain salts, aminoacidsm, sugars, and proteins on the stability of
rickettsiae, J. Bacteriol., 59, 1950: 509-522/ sa vo formz homogenizdtu rozplnuji do
ampuliek alebo Liekoviek, Lyofilizujiu, vzduchotesne uzatvorja a uchovavaji pri chladnié-
kovej teplote. Vakcina pripravena podla uvedeného postupu obsahuje najmenej 103 TKIDSO
‘ml-1-parvovirusu, 103 TKID50 . ml.'1 virusu psinky a 102’S TKIDSO. ml'1 virusuy infek&-
nej Laryngotracheitidy, %o predstavuje jednu imunizalnt dévku,

i4vé atenuova vakcina proti parvoviroze, infek&énej Llaryngotracheitide a infekénej hepa~
titide sa md3e s vyhodou poufivat na profylaxiu chorBb Lisok a pescov, s klinickymi pre-
javmi nadchy, vytoku 2 o1, laryngotracheitidy, tracheobronchitidy a paralyzy zadnych
kondatin doprevadzanych 30 a% 50 percentnym Uhynom z celkového poétu zvierat, ako tomu
bolo v rokov 1985 a% 1987, Iiv4 atenuovand vakcina, pripravena pod[a prihladky vynale=-
2y zaisiuje poZadovant ochranu proti vietkym aktudlnym virusovym infekciam pri uvede-
nych kotu3inovych zvierat,

la soudasného stavu poznatkov nemd dalsie roz8irovanie spektra Udinnosti oékovacej lat-
ky opodstatnenie, prifom pridanie dal$ich antigénych komponent by vyrazne zvy3ilo pred-
pokladanu cenu vyrobku /vakciny/, a negativne ovplyvnilo ekonomicku vo velkochovoch ko=
2udinovych zvierit.

Uvedené priklady predmet vynalezu nijak neobmedzujt ani nevylerpavaju:
eriklad 1

Suspenzia buniek FE, MDCK, VERO, pripravené pomocou proteolytickych fermentov a
suspenzia kuracich ambryondlnych buniek /KEB/, pripravena pomocou proteolytickych fer-
mentov z 11 dnovych kuracich zarodkov v rastovych médidch, ktoré obsahuju definované
mnoZstvo aminokyselin a vitaminov s pridivkom 5 hmotnostnych percent séra pri kulturach
KEB a VERO a 10 hmotnostnych percent sérd urteného pre tkaninové kultory pri kultlrach
FE a MDCK sa kultivuju na skle, 3taciondrnym spdsobom a v suspenzii.

oriklad 2
SpBsob infekcie bunkovych kultur vakcina&nym virusom parvovirusu psov:

Bunkové kultiry pripravené a pestované podla bodu 1. sa infikujo vakcina&ny viru=
som CPVA-BN 80/82 pri multiplicite infekcie najmenej 0,001 nasledovnymi sposobmis

a. Suspenzia buniek linie FE o hustote 10.106 buniek . mlm1 v rastovom médiu sa

zmieda s vakcinaénym virusom pri multiplicite infekcie 0,001, Zmes virusu a buniek sa
inkubuje pri 37 % potas 30 minut., Potom sa zmes virusu a buniek nariedi v rastovonm
médiu, ktoré predstavuje minimadlne esenciadlne médium podla Eaglea s pH 7,2 a pridavkom
10 hmotnostnych percent bovinneho séra;

b. Do suspenzie buniek Liniek FE o hustote 5x10S . mt-1 v rastovom médiu sa prida
inokulum vakcinaéného virusu o muttiplicite infekcie 0,001, a infikovanad suspenzia sa
ihned vyleje do kultivainej nadoby. Takto pripravend suspenzia buniek za Uéelom pripra-
vy virusu do vakciny sa kultivuje v Rouxovych fladiach pri teplote 37 ¢ podas 6 dni.

c. Infekcia prichytenych buniek na kultiva&nom povrchu po $esthodinovej kultivacii
buniek FE pri 37 % sa do rastového média pridd inokulum vakcinaéného virusu pri mul-
tiplicite infekcie 0,001, Inkubdcia pokraéuje pri 37 % potas 6 dni. Mnoienie virusu je
rovnako ako v bode a/ a b/ spreviadzané vyraznymi éytopatickymi zmenami,

Vakcinadny virus sa produkuje v rastovom médiu na bunkovych kultﬁfach FE pestova=-
nych podla bodu 1 a infikovanych podla bodu 2. Po vytvoreni rozsiahlych cytopatickych
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zmien atenovnych mikroskopicky sa kultivacia ukon&t a do kultivainého média s pomnoZe-
nym virusom sa pridd priamo do kultivaénych nadob vhodné Lyofitizainé médium v pomere
50 hmotnostnych percent virusovej suspenzie a 50 hmotnostnych percent Lyofizaéného mé-
dia., Zmes sa uchovava v kulticaénych nadobdch v zmrazenom stave,

Priktad 3
SpOsob infekcie bunkovych kultur vakcina&nym virusom psinky:

Inokutum vakcinaéného virusu, v ktorom je virus stabilizovany pridavkom 10 hmot-
nostnych percent dimetylsulfoxidu sa uchovava v zmrazenom stave pri =70 %c. Bunkové
kultary pripravené a pestované podla bodu 1, sa infikuju vakcinaénym virusom COV-F-BN

10/83 pri multiplicite infekcie najmenej 0,005 nasledovnymi spdsobmiz

a. Infekcia narastenej jednovrstvy buniek KEB: 2z monovrstvy buniek sa po 24 hodi-
novom raste odstani rastové médium a bunkovad kultura sa infikuje inokulom pridanym do
udriovacieho média, ktorym sa nahradi rastové médium,

b. Suspenzia buniek VERO v rastovom médiu s hustotou asi 107 . ml-1 buniek sa zmie=
§a s inokulom vakcina&ného virusu, a zmes inkubuje pri 37 o¢ po¢as 30 min. Po ukonéeni
sa infikovana suspenzia buniek nariedi v rastovom médiu tak, aby obsahovala 10.105.ml."1
buniek v 1 ml a kultivuje sa pri 37 %¢ 48 hod. t.j. a% do vytvorenia Uplnej jednovrst-

vy buniek na kuttiva&inom povrchu, Potom nasleduje vymena rastového média za udriovacie,

¢, Do bunkovej suspenzie KEB v rastovom médis s hustotou 4.105. mL-1 sa pridid ino~
kutum vakcinaéného virusu. Suspenzia sa ihned vieje do kulivaénej naddoby a inkubuje sa
pri 37 oC‘poc‘.as 24 hodin t.j. a2 do vytvorenia jednovrstvy buniek. Potom nasleduje vy=-
mena rastového média za udriovacie,

Vakcinaény virus sa produkuje v udriZovacom médiu, ktoré je svojim zdkladnym zlo=-
Zenim rovnaké ako rastové médium s tym rozdielom, Ze neébsahuje séruwm a koncentracis
hyrouhliditanu sodného sa pohybuje do 0,30 hmotnostnych percent, Virus z bunkovych kul=-
tar pestovanych pod[a bodu 1. sa infikovanych podla bodu 3 sa ziskava nasledovnymi spo-
sobmi:

[

a, Udriovacie médjum sa ponecha bez vymeny na kulturach az do vytvorenia rozsiah=-
lych cytopatickych zmien stanovenych mikroskopicky. Do udrZovacieho média s virusom sa
pridd prismo do kultivaingch nisdob vhodné Lyofilizalné médfum v pomere 2 diely vi-
rusovej suspenzie a jeden diel Lyofilizalného média, Imes se dalej uchoviva v kul=-
tivainych niddobich v zmrazenom stave.

b. Po objaveni sa prvych priznakov 3pecifickych cytopatickych zmien sa udriovacie
médium zleje a do kultivaénych nadob naleje rovnaké mnoistvé udriovacieho média. Postup
sa opakuje v 24. hod. intervaloch sZ do vytvorenia rozsiahleho cytopatického efektu,
kedy sa kone&né o3etrenie vykon4d podla bodu a. Do virusovej suspenzie ziskanej pri opa-
kovanych vymenich udriovacieho média sa bezprostredne po zliati pridid Lyofilizalne mé-
dium a dalej sa uchovava v zmrazenom stave.

Priklad 4
SpOsob infekcie bunkovych kultur vakcinainym virusom infekénej laryngotracheitfdy:

Bunkové kultUry pripravené a pestované podla bodu 1. sa infikuju vakcinaénym viru=-
som CADV=2 H-5/85 MO CK40O 3ri multiplicite infekcie najmenej 0,071 nasledovnymi sposob=
mis

a, Infekcta narastenej jednovrstvy buniek MDCK: Z monovrstvy buniek sa po 48 hodi-
novom raste pri 37 °C odstrini rastové médium, ktoré predstavuje minimdlne esencialne
médium podla Eaglea a bunkova kultara sa infikuje {dsorbciou virusu na bunky po dobu
60 minit pri 37 %. »otom sa pridd udriovacie médium, ktoré je rovnakého zloienia ako
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rastové, ale neobsahuje sérum.

b, Do bunkovej suspenzie v rastovom médiu s hustotou 4.105 . mL-1 sa pridsd inoku=

Lum vakcina&néh> virusu. Suspenzia sa ihned vleje do kultivalnej nadoby a inkubuje sa
pri 37 ¢ potas 48 hodin t.j. a$ do vytvorenia jednovrstvy buniek. Potom nasleduje vy=-
mena rastového média za udriovacie, a inkubadcia pokraduje pri 37 o potas 2 dni. Mne-
2enie virusu je v obidvoch pripadoch sprevadzané vyraznymi Gytopatickymi zmenami bun=-
kovej jednovrstvy.

Vakciaénd virus sa produkuje v rastovom médiu na bunkovych kultirach MDCK pestovanych
podla bodu 1. a infikovanych podla bodu 4. Po vytvoreni rozsiahlych cytopatickych zmien
sa kultivadcia ukonid a do kultivalného média s pomnoienym virusom sa prida priamo do
kultivaénych nadob vhodné Lyofilizalné médium v pomere 2 diely virusovej suspenzie a
jeden diel Lyofiliza&ného média, Zmes sa dalej uchovava v kultiva&nych nadobach v zmra-
zeno stave.

Priklad 5
Priprava kombinovanej vakciny:

Na pripravu Lyofilizovanej vakciny sa pouziju infek&né tekutiny s obsahom minimal~-
ne 10% TKIDg, mt™1 Zastic virusu CPVA-BN 80/82, 10% TKIDg g - mt™1 zastic virusu cov-
~F~BN 10/83 a 103 TKID50 tastic virusu CADV~2 H~5/85 MDCK4O bakteriologicky sterilné,
Takto pripravené virusové suspenzie sa zmie3aju v pomere 0,5 dielu parvovirusu a 1 diel
virusu psinky a 1 diel virusu infekénej laryngotracheitidy., Homogenizovany virusovy ma~
terial s potadovanym obsahom infek&nych jednotiek S, adjustuje, lyofitizuje, vzducho=
tesne uzatvori a uchoviva pri chladnitkovej teplote.
vakcina pripravens podla uvedeného postupu obsahuje v jednej aplikalnej davke najmenej
103 TKIDg parvovirusu psov, 103 TKIDg virusu psinky a 102'5 TKIDg virusu infek&nej
Laryngotracheitidy.

Porovnanie 0&1nnos¥1 2ivej atenuovanej vakciny protf parvovirdze, psinke, infek&=-
nej laryngotracheitide a infek&nej hepatitide vhodnej predovietkym na profylaxiu kofu=~
ginovych zvierar s utinnostou monovalentnej vakciny proti infek&nej Laryngotracheitide
a bivalentnej vakciny proti parvovirdze a psinke odsku$ané na lidkach zobrazuje obraz
1. Uvedené hodnoty zobrazené graficky vyjadruht priemerné titre hemaglutinaine=inhibié-
nych protilatok proti parvovirusu a virusu infek&nej laryngotracheitidy a virus neutra=~
Lizaénych protilatok /VN/ proti virusu psinky. Z predloienych vysledkov je zrejmé, Ze
po oékovani polyvatentnou vakcinou boli proti odakavaniu zistované hodnoty protilatok
na rovnakej trovni ako po aplikacii mono~ resp. bivalentnej vakciny. Navodenie takej=-
to imunitnej odpovede sa nepredpokladalo a nebolo doposial u misosravych kofu$inovych
zvierat zistované.

Z vysledkov uvedenych v tabulke 1 vidiet, 2e vakcinované ani kontrolné zvieratd
nereagovali na infekciu terénnym kmenom psieho parvovirusu zaznamenatelnou poruchou
celkového zdravotného stavu, Tieto nalezy podporuju aj Gdaje zistené McAdaraghom a kol.
Experimental infection of conventional dogi with canine parvovirus, Ap:i.v.t.nos., vol. B
43, No.b, 1982, p. 693=696,

o infekcii virulentnym virusom psinky ostali zdravé vietky vakcinované zvierata, kym
obidve kontrolné Lidky uhynuli za charakteristickych priznakov psinkového ochorenia.

Pri uplnei chranenosti vakcinovanych zvierat na infekciu virusom infekinej laryngotra-
cheitidy, reagovali dve z pfatich kontrol prechodnym, ale zjavnym ochorenim hornych
dychacich cfest. Rovnako ostali zdravé v3etky vakcinované zvieratd infikované virusom
infektnej hepatitidy, ktory je pdvodca encefalitidy Li%ok, &o je prejavom krifovej chra-
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nenosti zvierat olkovanych virusom infekénej laryngotracheitidy proti infekcii virusom
infek&nej hepatitidy /u Li3ok encefalitidy/. Obidve nevakcinované kontroly reagovali

na infekciu vyvojom klinfckych priznakov charakteristickych pre virusovu encefalitidu
Lisok.
IVIERATA UNFEKCIA PORET VISLEDKY :
virusoM IVIERAT Ktin, zdravé Klin, choré Uhyn
Crv 5 5 0 0
Vakcinova= cov S 5 0 0
né CADV=2 5 5 0 0
CADV=1 S 5 0 0
crv 5 5 0 0
Kontroly cov 2 0 0 2
CADV=2 5 3 2 0
CADV=1 2 0 2 0
Tab. &. 1
PREDMET VYNALEZUY
1. Ziva atenuovana vakcina proti parvovirdze s obsahom kmena CPVA=BN 80/82 CAPM V=290

v mnoistve 103 TKIDSO, psinke s obsahom kmena CDV~F=BN 10/83 10/83 CAPM V=289 v
mnoistve 103 TKIDSO' infek&nej Laryngotracheitide a infek&nej hepatitide vyznaduju-
ca sa tym, fe obsahuje v 2 ml kmen parvovirusu psov CPVA-BN 80/82 CAPHM V=290, v
mnoistve najmenej 103 TKIDSO, kmen virusu psinky CDV=-F-BN 10/83 CAPM V=289 v mno=-
stve najmenej 103 TKIDSO a kmen virusu infekénej Laryngotracheitidy CADV~2 H=-5/85
MDCK40 CAPM V=320 v mnoistve 102'5 TKID50 ¢astic virusu, a Lyofilizainé médium.

Ziva atenuovana vakcina podla bodu 1, vyznatujuca sa tym, Ze obsahuje lyofiliza=
né médium v mnoistve 25 a2 50 hmotnostnych percent vztiahnuté na hmotnost celej
vakciny,

ZIiva atenuovana vakcina podla bodu 1 a% 3 vyznafujlca sa tym, Z2e lyofilizadiné mé~-
dium obsahuje sachrozu, fosforefnanovy pufor, glutamiat sodny alebo draselny, bovin-
ny albumin alebo iny 2droj bielkovin a 2elatinu alebo dextrin.

Sposob vyroby vakciny podla bodu 1 kultivaciou parvovirusu CPVYA-BN 80/82 CAPM V=
-290 a virusu psinky &. COV=~F-BN 10/83 CAPM V-289 znamym sposobom a vyznalujuci sa
tym, Ze sa kultivaty parvovirusu a virusu psinky zmieZajo s kultivadtom virusu in-
fek&nej laryngotracheitidy CADV-2 H=5/85 MDCK4O CAPM V=320 ziskanym pomnoZenim na
stabilnej Linii budiek MDCK po 30 a% 60 minGtovej infekcii 24 a% 48 hodinovej mono-
vrstvy v minimdlnom esencialnom médiu podla Eaglea pri teplote 36 a2 38 °c po dobu
3 at 6 dni, aZ do vytvorenia cytopatickych zmieg g potom sa virgsovy materiadl zmie-
77 TKID

$a s lyofilizaénym médiom na obsah minimalne 10 50 ° mt" , @ tato zmes sa

Lyofilizuje.
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5. SpBsob vyroby ~atctny podla bodu 4 vyznaéujuci sa tym, %e sa Lyofilizaéné médium
pridédva k virue-vre suspenziém beznrostredne po ich ziskani a zmes sa uchoviava a3
do lyofilizécie + zmrazenom stave, alebo sa Lyofilizuje okamZite,

1 vykres
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