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(57) Riedenie sa tyka §1vej atenuovanej
vakciny proti parvoviroze, psinke, in-
fekénej laryngotracheitide, infek;nej
hepatitide a parainfluanze 2 a sposobu
jej pripravy na bunkovych kultlrach. Vak~
cina je uriena na ochranné olkovanie psov
a misofravych koZu$inovych zvierat proti
uvedenym infekciam. Vakcina je tlyofilizo~-
vand a vyznatuje sa tym, Ze obsahuje v 2
mlL najmenej 107 TKID ¢astic parvoviru-
su_psov, kmena CPVA gﬂ 80/82 CAPM v-290,
107 TKIDsg Sastic virusu psinEys kmena
CODV~F-BN 10/83 CAPM V=289, 107" TKID 0
tastic virusu infeknej Laryngotrache?-
tidy, kmegaSCADV-Z H~5/85 MDCK&4O CAPM V=
~320 a 10777 TKID o gastic virusu para-
influenzy 2, kmendUCPIV-2 BN4/85/32 CAPM
v-321 adaptovanych na bunkové kultiry.
Kmen virusu infekénej Laryngotracheiti~
dy sa pomnofuje na stabilnej linii buniek
MDCK v minimalnom esenciédlnom médiu pod-
{a Eaglea a kmen virusu parainfluenzy 2
na bunkach Linit FE a MDCK v minimalnom
esencislnom médiu podla Eaglea. Po ukon=-
¢eny kultivacie sa virusové materialy
miedaju s Lyofilizaénym médiom a Llyofi=-
Lizainym médiom a tyofilizuju.
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Vynalez sa tyka 2ivej. atenuovanej vakciny proti parvoviroze, psinke, infekénej
laryngotracheitide, infek&nej hepatitide a parainfluenze 2, a spdsobu jej pripravy na
bunkovych kultlirach.

Popri véeobecne znamych pdBvodcoch virusovych ochoreni psov ako sU besnota, psin-
ka a infekénd hepatitida, spolahlivo kontrolovanych efektivnymi atenuovanymi vakcinami
existuje cely rad rusov, ktoré su povodcami &astych ochoreni zafivacich a dychacich or-
ganov. K tymto v prvom rade patria: parvovirus psov, povodca akGtneho &revného ochore-
nia postihujiceho prevaine mladata, virus infek&nej laryngotracheitidy a virus parain-
fluenzy 2 psov, ktoré samostatne, alebo v sulinnosti s bakterialnym zarodkom Bordetella
Bronchiseptica vyvoldvaju hromadné ochorenia dychacich orgadnov /Kennel cough syndrome/.
Appel v roku 1978 definoval patogenitu parvovirusu psov /CPV 2/ a oznatil ho ako povod=-
cu epizoocie &revného ochorenia, ktoré sa objavilo prvykradt v roku 1978 v USA. Ochore-
nie vyvolané tymto virusom sa klinicky prejavuje nechutenstvom, malatnostou, zvracanim
a hnatkou, ktora nbie byt krvava. Zvieratd maju horutku a pri hematologickom vySetrent
sa spravidla zistuje zni%eny polet leukocytov. Srdcova forma ochorenia postihuje vyh=-
radne $tenats a je charakterizovani rychlym a velmi krdtkym priebehom a nésledne uhy-
nom. Ochorenie sp@sobuje vyrazné straty v chovoch psov, prifom Ghyn predstavuje 20 az
40% z celkového poltu zvierat, Ochorenie postihuje vSetky vekové kategorie zvierat,
ale najmy 3tehatd, pridom nastup je prudky a priebeh velmi rychly.

Ps{ adenovirus sérotypu 2 /CADV-2/, izolovany a identifikovany DITSCHFIELDOM, 1962
je sérologicky, antigénne, svojim tropizmom a klinickym prejavom ochorenia odli3ny od
virusu infekénej hepatitidy psov /ICH/.

Hemaglutinujlci virus parainftuenzy 2 /CPIV=-2/, postihujuci respiratorny trakt
jzoloval BINN v roku 1967. Pre svoju antigénnu podobnost s opi&im virusom SV5 dostal
oznalenie SV5« Llike canine parainfluenza virus.

Ochorenia vyvolané tymito virusmi maji charakter infek&nej laryngotracheitidy,
tracheobronchitidy, zépa[u nosofaryngu a pluc s klinickymi prejavmi nadchy, sponténne-
ho ka$la zapri&ineného zU3enim priechodnosti priedudiek a plucnej hyperventilacie do-
prevadzanej zvd&Senim bronchysdlnych lymfatickych uzlin. Patologicko~anatomicky obraz
charakterizuje infiltracia submokozy lymfocytami, plazmatickymi bunkami a neutrofilmi,
proliferativna intersticialna pneumdnia, nekrotizacia bronchov a bronchiolitis. Pri in-
fekcii virusom CADV=2 sa zistuji vnutrojadrové inkluzie lokalizované v epitelidlnych
bunkach nosovej a faryngealnej sliznice.

Specificka profylaxia uvedenych virusovych ochoreni, ktoré predstavujo v chovoch
psov vainy zdravotny problém, je zaloiena na pasivnej imunizacii podanim hyperimiunnych
sér alebo imOnnych sérovych globulinov, ale najtastejSie sa vyuiiva aktivna impnizacia.
Vo svete boli vyvinuté inaktivované a Zivé monovalentné a kombinované vakciny /CANDURR-
-p, muLTIMUNR7, NoBI® vac-sH, enpuraceLL®? - usr, GALAXYR-vI - USA/. First Live canine
parvovirus vaccine, Vet ,Rec., 17, 1984, 114 No. 11, p.255; Stettner,d. - Schutzimpfungen
beim Hund, Wiener, Tierdrztliche Monatsschrift, 72, 1985, Heft 5, s.178~182,, Langzei=~
tuntersuchung zur Immunogenitdt eines Kombinationimpfstoffes flr Hunde, Zygraich,N. -

- Charlier,P, - Florent,6, - GiLL,M,A, - a spol. Kleintierpraxis 30 1985, 45-49,

Aj ked v zastUpenti jednotlivych virusovych kmenov vo vakcinach je zna&né rdznoro-

0275 .3

dost, vieobecne sa po2aduje, aby jedna vakcina&nd davka obsahovala minimatne 1 az

103'°rx1o50 z ka3dého virusu.

B8lizku antigénnu pribuznost virusov infekfnej Laryngrotacheitidy /CADV 2/ a infek-
&¢nej hepatitidy /CADV 1 Rubarttova choroba/ potvrdil Fairchild,6.A. - Cohen,D., Serolo-
gic study of a Canine Adenovirus /Toronta A26/62/ infection in dogs, Am.J.Vet.Res.,
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VolL.30 No. 6, 1968 p. 923-928, a Appel M. - Bistner,S,I. - Menegus,M. - a spol. Patho-
genicity of Low virulence strainsoof two canine adenovirus types, Am.J.Res., 34 1973,
p.543~550, Preto o¥kovanie vnimavych zvierat atenuovanymi kmenmi virusu infekénej La-
ryngotracheitidy vyvolava cestou sérovych protilatok spolahlivy ochranu proti prirod-
zenej alebo experimentitnej infekcii kmenmi CA¢V~1., Emmery,J.B. ~ House,J.A. ~ Brown,
WeRo = Cross-protective immunity to canine-adenovirus type 2 by canine adenovirus type
1 vyccination, Am. J.Vet, Res., Vol.39 No.11 1978 p,1778-1783, Marusyk uZ v roku 1972
poukdzal na skutodnost, %e olkovanie virusom infek&nej laryngotracheitidy spo[ahlivo
chrani proti infekcii virusom infeké&nej hepatitidy, ale naopak, olkovanie virusom in-
fekénej hepatitidy nechrani zvieratd pred ochorenim vyvolanfm virusom infekinej laryn=-
gotracheitidy Marusyk,R.G., Comparison of the immunological properties of two canine
adenoviruses, Canadian J.Microbiol, Vol.18 1972 p-817-823,

vzhladom na vieobecny vysiyt parovirdozy psov a narastajuci polet respiratornych
ochoreni, pri vyluZeni v&inku virusov psinkového komplexu, postavili sme si za ciel
ziskat alebo fzolovat odpovedajuce virusové kmene s perspektivou pouzit ich na pripra-
vu ofkovacich Latok. Jednotlivé jzolaty virusov parainfluenzy 2, infekénej laryngotra-
cheitidy a parvovirusu sme cestou chemickych, sérologickych a virologickych metod iden-
tifikovali, klonovati, potvrdili ich puritu a elektronopticky zndzornili. Po ukondent
atenuacie jednotlivych virusov na r3znych druhoch bunkovych kultur, uvereni ich neskod-
nosti na vnimavych zvieratach a na zaklade titerdrnych Udajov Lynna,R,C., How to con-
trol canine infectious trachobronchitis through vaccination, Vet,Med., June 1986 p.544~
-550, a 1. sue pristupili k vyvoju Zivej atenuovanej vakciny proti parvovirdze, psin-
ke, intekénej Laryngotracheitide, infekinej hepatitide 2 parainftuenze(Z.

Na vysoké riziko vzniku postvakcinadénych reakcii charakterizovanych uveitideu,
intersticiadlnou pneumdniou, pripadne LoZiskovou intersticidlnou nefritidou po odkovani
atenuovanymi vakcinami s kmenmi CADV virusu infekinej hepatitidy upozornili Appeli,M.-
~Carmichael ,L.E, =~ RcYson,D.S., Canine adenovirus type 2 induced immunity to two cani-
ne adenoviruses in pups with maternal antibody, Am.J.Vet.Res., 36 1975 p.1199-1202, a
Powell ,K.¥W,, Use of canine adenovirus type 2 vaccine to control kennel cough syndrome,
Vet , Med.Small Anim, Clin., 74, 1979, p.801-804,

Bola pripravena 2ivad atenuovanad vakcina proti parvovirdze, psinke, infekinej Lla=-
ryngotracheitide, infekénej hepatitide a parainfluenze 2, lyofilizovana, ktora obsahu~-
je 2 ml najmenej 103 TKIDSO Zastic virusu psinky, kmen CDV-F=BN 10/83 CAPM V=289; 102'5
TKID20 gastic virusu infeké&nej laryngotracheitidy, kmen CADV 2 H=5/85 MDCK40O CAMP v7320;
a 10 9 TKIDSo tastic virusu parainfluenzy 2 psov, kmen CPIV=2 BN4/85/32 CAMP V=321,

virusovf'kmeﬁ parvovirusu psov s oznalenim CPVA-BN 80/82 a zbierk. &. CAPM V=290
bol adaptovany na kultury buniek stabilnej madacej linie FE. Ako rastové médium bolo
pouztité minimadlne esencidlne médium podla Eaglea obohatens o bovinné sérum, v ktoronm
sa virus pomnoZoval pri teplote 36 ai 38'%¢ po dobu 4 aZz 8 dni. Po vytvoreni zrete[ni;h
cytopatickych zmien sa virusovy material zmiedal s Llyofiliza¥nym médiom tak, aby obsa-
hoval minimalne 10% TKIDSO‘.mL-1. Uvedeny virusovy kmen sme ziskali z povodne .virulent-
ného visusu jzolovaného z infekénych materidlov cestou sérfovych pasi2i na malacej Li-
nii oznalenej FE. Homogenita virusovej populdcie a stabilita imunobiologickych viast=
nosty sa dosiahia izolovanim tinie metddou hraniénych riedeny so Sestnasobnym opakova-
nim.

Vyrusovy kmen psinky s oznalenim CDV-F-BN 10/83 a zbierkovym &. CAPM V-289 bol
adaptovany na primirne, alebo sekundarne kultUry pripravené z kuracich zdrodkov a na
kultury stabilnej bunkovej linie opidich ladvin VERO, Ako rastové médium bolo pouiité
minimdlne esencistne médium podla Eaglea obohatené o bovinneé sérum, v ktorom sa virus
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pomno3oval pri teplote 36 ai 38 % po dobu 24 a% 48 h, t.j. do vytvorenia monovrstvy
na kuttivaénom povrchu. Potom sa rastové médium vymenilo za udriovacie minimidlne esen-
cialne médium podla Eaglea, v ktorom sa vakcina&ény virus produkoval pri teplote 36 a%
38 %¢ po dobu 5 a% 9 dni. Po vytvoreni zretelnych cytopatickych zmien sa virusovy mate-

riat zmiedal s Lyofilizadnym médiom tak, aby obsahoval minimalne 104 TKID50 . ml-1.

Vakcinaény kmen virusu psinky bol vyslachteny z virusu psinky, kmena Onderstepoort,
atenuovaného cestou sériovych pasdzt na chorioatantoickych blanach kuracich zarodkov,
jeho adaptovanim na bunkové kultury pripravené z kuracich embryd a na bunkové kultiry
stabilnej Linie opi&ich {advin VERO, s nastednou selekciou linie virusu vyznadujucej
sa vysokou imunizacnou utinnostou velmi dobrymi rastovymi vliastnostmi na uvedenych dru-
hoch tkanjva s vyvojom vyraznych cytopatickych zmien doprevadzajicich virusové mnole-

nie.

Virusovy kmen infek&nej laryngotracheitidy s oznalenim CADV~2 H=5/85-MDCK4O s
zbierkovym &islom CAPM V-320 bol adaptovany na kultury stabitnej linie psich ladvi=
novych buniek MDCK. Pri pomnoZovani virusu infeklnej laryngotracheitidy sa bunkové kul-
tury linie MDCK zbavené rastového média infikovali uvedenym vakeinaénym kmenom, pri
multiplicite infekcie 0,1 a2 0,01 a po adsorbcii virusu na bunky zaliali minimatnym
esencialnym médiom podla Eagla., Infikované kultury sa infikovali pri 36 a2 38 %¢ po~
¢as 3 az 5 dni. Po vytvoreni zretelnych cytopatickych zmien sa virusovy material zmie-

dal s Lyofilizainym médiom tak, aby obsahoval minimalne 102’5 TKIDSO . mL-1.

Virus infekinej laryngotracheitidy nredstavuje virulentny kmen zahrani&nej provee
niencie ziskany vo forme Lyofilizadtu infek&nych tkaninovych tekutin v 5, pasaii na bun~-
kovych kultUrach., Atenudcia virusu, homogenita virusovej populacie a stabilita imunobi=-
ologickych vlastnosti sa dosiahla v 35, pasaZi na b,1. MDCK, K priprave vakciny bol po-
uzity virus v 40. pasi¥i na uvedenom druhu tkaniva atenuovany a definovany na nadom
pracovisku.,

Virusovy kmen paranfluenzy 2 psov s oznalenim CPIV-2 BN4/85/32 a zbierkovym &is-
lom CAPM V=321 bol adaptovany na kultury stabilnej tinie psich ladvinovych buniek MDCK
a na kultury stabilnej madacej linie FE, Ako rastové médium bolo pouzité minimalne esen-
ciadlne médium podla Eagla obohatené o bovinné sérum, v ktorom sa virus pomnoioval pri
teplote 36 ai 38 ¢ po dobu 4 a% 7 dni, Rast virusu na 1 . FE je doprevddzany zretel-
nych cytopatickych zmien bunkového monolayeru., Ziskané infekéné tkanivové tekutiny obe-
sahuju 16 az 128 hemaglutinaénych jednotiek v 0,05 ml a infekiny titer predstavuje 106
a2 107'5 TKID50 . ml-1. Po ukonéent inkubdcie sa virusovy materidl zmie$al s lyofilizald-
nym médiom tak, aby obsahoval minimdlne 104’5 TKID50 . ml—1. Primoizolat pomnoieny v
amniovych dutinach 10 dﬁovych kuractich zarodkov z vajec SPF, sme adaptovali na kultu-
ry embryonalnych buniek s stabilné bunkové Linie FE a MDCK. Homogenita virusovej popu-
tacie a stabilita imunobjologickych vlastnosti atenuovaného kmena sa dosiahla metddou
hraniénych riedeni v 32, tkaninovej pasaii.

Virusové kmene parvovirusu psov CPVA-BN 80/82 CAPM V-290, psinky CDV~F-BN 10/83
CAPM V=289, infek&nej laryngotracheitidy CADV=2 H=5/85 MDCK40 CAPM V=320 a parainflu-
enzy 2 CPIV=2 BN4/85/32 CAPM V=321 si uloené v Ceskoslovenskej zbierke mikroorganiz=
mov na Vyskumnom Gstave veterinadrneho lekarstva v Brne, Hudcova 60.

Postup vyroby vakciny:

Spdsob vyroby vakciny je zalozeny na tom, ie uvedené vakcinaéné kmene, neskodné
pre vietky vekové kategorie psov a miYsoiravych kozu3inovych zvierat pri [(ubovolnej ap-

Likacii, sa pomnoZuji na definovanych bunkovych substratoch narastenych na skle, plas=-
tickej hmote, kultivovanych staciondrnym spﬁsobom alebo v otdcanych fladfach /rolleroch/,
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pripadne na mikronosiéoch.

spdsob infekcie buniek FE vakcina&nym virusonm parvovirdozy psov:

suspenzia buniek o hustote 5 a2 10.10% buniek . mt”™’

s vakcinadnym virusom pri multiplicite infekcie od 0.0001 do 0.001. Zmes virusu a bu-

v rastovom médiu sa zmieda

niek sa inkubuje pri 36 ai«38<°c-poﬁas 30 az 60 minut. Potom sa zmes virusu a buniek
nariedi v rastovom médiu, ktoré predstavuje minimdlne esencidlne médium podla Eagla s
sH 6,8 az 7,3 a pripravkom piatich aZ deviatich hmotnostnych percent bovjnného séra s
vyznafenou kvalitou.

Rovnako je moiné do bunkovej suspenzie v rastovom médju pridat inokutum vakcinaé&-
néhe virusu o multiplicite infekcie 0,000 a2 0,001 a zmes virusu a buniek vyliat do
kultivaénej nadoby.

Takto pripravenad suspenzia buniek za Gucelom pripravy vakciny sa kultivuje na skte,
plastickej hmote, $tacionarnym sp8sobom alebo v otidéanych flagiach /rolleroch/, pripad-
ne na mikronosiéoch, pri 36 a%¢ 38 %¢ potas 4 a% 8 dni.

Moind je tie: infekcia prichytenych buniek na kultiva&énom povrchu - po Stvor ai
3desthodinovej inkubscii buniek Linie FE pri 36 a¥ 38 °c. Do rastového média sa prida
inokulum vakcinadného virusu pri multiplicite infekcie 0,000 a% 0,001. Inkubécia pok-
raduje pri 36 az 38 % poéas 4 aZ 8 dni. MnoZenie virusu je rovnako ako v bode A a B
sprevidzané vyraznymi cytopatickymi zmenami.

SpOsob infekcie buniek kuracich embryonalnych fibroblastov KEB a buniek lLinie VERO vi=-
rusom psinky:

Bunkové kultary KEB alebo VERO sa infikuju vakcina&nym kmenom virusu psinky pri
multiplicite infekcie najmenej 0,005, Infikuju sa 24 aZ 48 hodin bunky narastené na
kultivaénom povrchu tak, %e sa vymeni rastové médium za udrZovacie, do ktorého je pri=-
dané infekéné inokulum. Udriovacie médium je pre jednotlivy druh buniek rovnakého zlo-
2enfa ako rastové, ale neobsahuje sérum a md upraveny obsah hydrouhloéitanu sodného na
0,1 ailO,Z hmotnostnych percent.

Alebo sa zmes virusu a buniek necha inkubovat podas 60 a2 120 minat pri 37 °c,
potom sa suspenzia bunjek nariedi v rastovom médiu tak, aby obsahovala 4 aZ 8 . 106.
sl vunielx v rastovom médiu,

Rovnako je moiné infek¥né fnokulum pridat do suspenzie buniek v rastovom médiu a
bez predchidzajuce inkubécie naliat do kultivainej nddoby. Za 24 a% 48 hodin sa rasto-
vé médium vymeni, bez oplachu jednovrstvy buniek za udr2évacie a inkubicia pokraéuje
2a rovnakych podmienok. Po zisteni prvych cytopatickych zmien /obvykle za 72 a% 96 h/
sa médium vymiena v 24 hodinovych intervaloch, prid4d don Lyofilizainé médium a uchova-
va v zmrazenom stave aZ do pripravy kombinovanej vakciny pred Lyofilizdciou, alebo sa
kultivacia nechad prebiehat tak dlho, dokial viac ako 50 percent jednovrstvy buniek je
postihnuté virus3pecifickymi zmenami a virusovd suspenzia sa zbiera len jednorazovo.

SpSsob infekcie buniek MDCK vakcinaénym virusom infek&énej lLaryngotracheitidy:

Bunkové kultaery sa infikuju vakcinadnym kmenom virusu infekZnej Llaryngotracheiti-
dy pri multiplicite infekcie 0,1 a% 0,001, Infikuju sa 24 aZ 48 hodinové bunkové kul~
tiry narastené na kultiﬁa&nom povrchu tak, 2e sa odstrani rastové médium a po 30 a% 60
mindtovej adsorbecii virusu na bunky pri 36 a% 38 °c sa prid4 udriovacie médium. Udrio-
vacie médium je rovnakého zloZenia ako rastové, ale neobsahuje sérum. Inkubacia pokra-
Euje pri 36 a3 38 %C polas 3 a: 5 dni.

Rovnako je moiné infek&né inokulum pridat do suspenzie buniek v rastovom médiu a
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bez predchidzajucej inkubacie naliat do kultiva&nej nadoby. Za 24 a% 48 hodin sa ras-
tové médium vymeni, bez oplachu jednovrstvy buniek za udriovacie a inkubacia pokratu-
je za rovnakych podmienok pofas 3 aZ S dni. Kultivacia sa v obidvoch pripadoch nechd
prebiehai tak dlho, dokial viac ako 80 percent jednovrstvy buniek je postihnuté virus-
$pecifickymi zmenami.

Spgsob infekcie buniek FE alebo buniek MDCK vakcinalnym virusom parainfluenzy 2 psov:

é'.ml'-1 v rastovom médiu

Suspenzia buniek FE alebo buniek MDCK o hustote 5 a% 10,10
sa zmie3a s vakcinaénym virusom pri multiplicite infekcie od 0,001 do 0,01, Zmes viru-
su a buniek sa inkubuje pri 36 aZ 38 % pofas 30 a2 60 minut, potom sa nariedi v ras=-
tovom médiu, ktoré pri obidvoch bunkovych Linidch predstavuje minimalne médium -pod(a
Eaglea s pH 6,8 az 7,3 a pridavkom piatich a2 desiatich hmotnostnych percent bovinné-

ho séra.

Rovnako je moiné do bunkovej suspenzie v rastovom médiu pridat inokulum vakcinaé-
ného virusu o multiplicite infekcie 0,001 a% 0,01 a tuto ihned vyliat do kuittivaénej na-
doby. Inkubadcia pokraluje pri 36 aZ 38 ¢ potas 4 a2 7 dni. Rast virusu na linii FE je
doprevadzany vyvojom zrete(nych cytopatickych zmien bunkového monolayeru.

Po ukonéeni kultivacie sa infekéné tekutiny jednotlivych virusov zmiedaja s lyo-
filizaénym médiom v pomere 50 a% 75 hmotnostnych percent virusu k 50 az 25 hmotnostnych
percent Lyofilizainého média a uchovavaju pri =15 az =20 °¢ az do lyofilizécie, Lyofi=
Lizadné médium je moné pri zachovani rovnakych hmotnostnych pomerov pridivat a% tesne
pred kompletizaciou a Lyofilizdciou vakciny. Na pripravu lyofilizovanej vakciny sa po-
u2iju infekéné tekutiny s obsahom minimalne 104 TKIDSO . ml~1 tastic virusu CPVA-BN
80/82 CAMP V=290, 10% TKIDgy Zastiv virusu COV=F-BN 10/83 CAPM V=289, 10° TKID, ) Eas=
tiv virusu CADV~2 H=5/85 MDCK40 CAMP V=320 a 105 TKID50 tastic virusy CPIV-2 BN4/85/32
CAMP V~321, bakteriologicky sterilné. Takto pripravené virusové suspenzie zmiedané v
pomere 0,5 dielu parvovirusu + 1 diel virusu psinky + 1 diel virusu infek&nej laryn-
gotracheitidy + 1 diel virusu parainfluenzy 2 s Llyofilizalnym médiom, ktoré obsahuje
sachardozu, fosfore&nanovy pufor, glutamit sodny alebo draselny, bovinny albumin ale=-
bo iny zdroj bielkovin, dextran alebo Zelatinu /BOVARNICK,M.R. = MILLER,J.C. - SNYDER,
JuC., The influence of certain salts, amonoacids, sugaes, and proteins on the stabili=-
ty of rickettsiae. J.Bacteriaol., 59, 1950,: 509-522/ sa forme homogenizdtu rozplnuju
do ampuliek alebo liekoviek, Lyofilizuju, vzduchotesne uzatvoria a uchovavaju pri chlad=
nitkovej teplote. Vakcina pripravens podla uvedeného postupu obsahuje v jednej aplikaid-
nej davke najmenej 103 TKIDs o wirusu psinky, 102’5 TKJDSO virusu infekénej laryngotra~
cheitidy a 104’5 TKIDSO virusu parainfluenzy 2, &o predstavuje jednu imunizaént davku.

Priklad 1
Spgsob.kultivécie:

Suspenzie buniek FE, MDCK, VERO, pripravené pomocou proteolytickych fermentov a
suspenzia buniek kuracich embryondlnych buniek /KEB/, pripravenid pomocou proteolytic-
kych fermentov z 11 dnovych kuracich zarodkov v rastovych médiach, ktoré obsahuju de=
finované mnoZstvo aminokyselin a vytaminov s pridavkom 5 hmotnostnych percent séra pri
kuttirach KEB a VERO a 10 hmotnostnych percent séra urieného pre tkaninové kultiury pri
kulturach FE a MDCK sa kultivuju na skle 3tacionarnym spdsobom a v suspenzii.

Priklad 2
Sposob infekcie bunkovych kultar vakcinadnym virusom parvovirusu psov:

Bunkové kultury pripravené a pestované podla bodu 1. sa infikuju vakcina&nym vi-
rusom CPVA-BN 80/82 pri multiplicite infekcie najmenej 0,001 nastedovymi spdsobmi:
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1 v rastovom médiu sa zmie-

a/ Suspenzia buniek Llinjie FE o hustote 10.106 buniek . mL~
$a s vakcinaénym virusom pri multiplicite infekcie 0,001, Zmes virusu a buniek sa
inkubuje pri 37 °¢ potas 30 minutt, Potom sa zmes virusu a buniek nariedi v rasto-
vom médiu, ktoré predstavuje minimalne esencialne médium podla Eaglea s pH 7,1 a
pridavkom 10 hmotnostnych percent bovinného séra,

5. ml.1 v rastovom médiu sa pridd ino-

b/ Do suspenzie buniek linie FE o hustote 5,10
kutum vakcinatného virusu o multiplicite infekcie 0,001 a infikovanid suspenzia sa
ihned vyleje do kultiva&nej nadoby. Takto pripravend suspenzia buniek za G&elom
pripravy virusu do vakciny sa kultivuje v Rouxovych fladiach pri teplote 37 ¢ po~-

éas 6 dnt.

¢/ Infekcia prichytenych buniek na kultivainom povrchu po §esihodinovej kultivacii
buniek FE pri 37 °¢ sa do rastového média pridad inokulum vakcinaéného virusu pri
multiplicite infekcie 0,001, Inkubicia pokraluje pri 37 ¢ pofas 6 dni. Mnoienie
virusu je rovnako ako v bode a/ a b/ sprevddzané vyraznymi cytopatickymi zmenami.

Vakcinadny virus sa produkuje v réstovom médiu na bunkovych kultirach FE pesto~
vanych podla bodu 1 a infikovanych podla bodu 2, Po vytvoreni rozsiahlych cutopatice
kych zmien stanovenych mikroskopicky sa Kultivdcia ukonéi a do kultivalného média s
pomnoZenym virusom sa pridd priamo do kultivadnych nadob Lyofiliza&né médium v pome=-
re 50 hmotnostnych percent virusovej suspenzie a 50 hmotnostnych percent lyofilizale
ného média, Zmes sa uchovidva v kultivad&nych nadobach v zmrazenom stave.

Priklad 3
Spdsob infekcie bunkovych kultur vakcina&nym virusom psinky:

Inokulum vakcinaéného virusu, v ktorom je virus stabilizovany pridavkom 10 hmot~
nostnych percent dimetylsulfoxidu sa uchovava v zmrazenom stave pri =70 °C.

Bunkové kultiry pripravené a pestované podla bodu 1 sa infikuju najmenej 0,005
nasledovnymi spdsobmi:

a/ Infekcia narastenej jednovrstvy buniek KEB:

Z monovrstvy buniek sa po 24 hodinovom raste odstrani rastové médium a bunkovd kultl=
ra sa infikuje inokulom pridanym do udriovacieho média, ktorym sa nahradi rastoVvé mé=-
dium.

b/ Suspenzia buniek v rastovom médiu s hustotou 107.10'1 buniek sa zmie$a s inokulom

vakcina¢ného virusu a zmes inkubuje pri 37’06 poéas 30 minat, po ukonteni infekcie sa
infikovanad suspenzia bunizk nariedi v rastovom médiu tak, aby obsahovala 4.105. rnl..1

buniek v 1 ml a kultivuje sa pri 37 % 48 hodin, t.j. aZz do vytvorenia Uplnej jedno~

vrstvy buniek na kultiva&nom povrchu, Potom nasleduje vymena rastového média za udr=-

fovacie.

¢/ bo bunkovej suspenzie KEB v rastovom médiu a hustotou lo.‘lO5 . ml'1 sa pridd inoku-

lum vakcina&ného virusu, Suspenzia sa ihned vleje do kuttivatnej nadoby a inkubuje sa
pri 37 % pofas 24 hod. t.j. aZ do vytvorenia jednovrstvy buniek. Potom nasleduje vy~
mena rastového média za udrZovacie,

Vakcinalny virus sa produkuje v udriovacom médiu, ktoré je svojim zadkladnym zlo-
fenim rovnaké ako rastové minimalne esencidlne médium podla Eaglea s tym rozdielon,
2e neobsahuje sérum a koncentracia hydrouhli¥itanu sokného sa pohybuje do 0,30 hmot=
nostnych percent, Virus z bunkovych kultur pestovanych podla bodu 1. a infikovany pod=-
{a bodu 3, sa ziska nasledovnymi sposobmi:
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s/ UdrZovacie médium sa ponecha bez vymeny na kutturach ai do vytvorenia rozsiah-
lych cytopatickych zmien stanovenych mikroskopicky. Do udrZovacieho média s virusom sa
pridd priamo do kultiva&nych nadob Lyofiliza&né médium v pomere ¢ diely virusovej sus-
penzie a jeden diel lyofilizadného média. Zmes sa datej uchovava v kultivaénych nado-

bdch v zmrazenom stave.

b/ Po objaveni sa prvych priznakov Specifickych cytopatickych zmien sa udriovacie
médium zleje a do kultivadnych nadob naleje rovnaké mnoZstvo udriovacieho média. Pos-
tup sa opakuje v 24 hodinovych intervaloch aZ do vytvorenia rozsiahleho cytopatického
efektu, kedy sa konelné o3etrenie vykond podla bodu a/. Do virusovej suspenzie ziska-
nej pri opakovanych vymendch udrZovacieho média sa bezprostredne po zliati pridéd Llyo~-

filizaéné .médium a dalej sa uchoviva v zmrazenom stave.

Priklad 4
Spgsob infekcie bunkovych kultur vakcinainym virusom infekdnej Llaryngotracheitidy:

Bunkové kultury pripravené a pestované podla bodu 1., sa infikuju vakcinaénym vi-
rusom CADV~2 H-5/85 MDCK40 pri multipticite infekote najmenej 0,01 nasledovnymi sp3-

sobmi:

a/ Infekcia narastenej jednovrstvy buniek MDCK: Z monovrstvy buniek sa po 48 ho-
dinovom raste pri 37 %¢ odstrani rastové médium, ktoré predstavuje minimidlne esencidt-
ne médium podla Eaglea a bunkova kultura sa infikuje adsorbéiou virusu na bunky po do-
bu 60 sinut pri 37 %c. Potom sa pridd udriovacie médium, ktoré je rovnakého zloienia

ako rastové, ale neobsahuje sérum,

L sa prida inoku-

b/ Do bunkovej suspenzie v rastovom médiu s hustotou 4.105. mt”
Lum vakcina&ného virusu. Suspenzia sa ihned vleje do kultiva&nej nédoby a inkubuje sa
pri 37 °¢ poéas 48 hodin, t.j. aZ do vytvorenia jednovrstvy buniek. Potom nasleduje
vymena rastového média za udrZovacie a inkubdcia pokraduje pri 37 °c podas 2 dni. Mno-
3enie virusu je v obidvoch pripadoch sprevadzané vyraznymi cytopatickymi zmenami bun-
kovej jednovrstvy. Vakcinadny virus sa produkuje v rastovom médiu na bunkovych kultu-
rach MDCK pestovanych podla bodu 1. a infikovanych podla bodu 4. Po vytvoreni rozsiah=-
Lych cytopatickych zmien sa kultivdcia ukon&i a do kultivainého média s pomnoZenym vi=-
rusom sa prida priamo do kultivaénych nadob tyofilizatné médium v pomere 2 diely virue-
sovej suspenzie a jeden diel Llyofilizaéného média. Zmes sa dalej uchovava v kultiva&=-
nych nadobach v zmrazenom stave,

Priktad 5
Sstob infekcie bunivek FE a MDCK vakcinaénym virusom parainfluenzy 2:

Bunkové kultury pripravené a pestované podla bodu 1 sa infikujut vakcinaénym viru=-
som CPIV~2 BN4/85/32 pri multiplicite infekcie najmenej 0,001 nasledovnymi sp3sobmi:

L v rastovom médiu sa zmieSa s

a/ Suspenzia buniek Linie FE o hustote 10.106. mt”
vakcinadnym virusom pri multiplicite infekcie 0,01. Zmes virusu a buniek sa inkubuje
pri 37 %¢ poéas 30 minGt. Potom sa z2mes virusu a buniek nariedi v rastovom médiu, kto-
ré predstavuje minimidlne esencialne médium podla Eaglea a 5 hmotnostnych percent bo-
vinného séra,

b/ Do suspenzie buniek MDCK o hustote 5.105. ml~1 v rastovom médiu sa pridid ino-

kulum vakcina&ného virusu o multiplicite infekcie 0,01 a infikovana suspenzia sa ihned
vyleje do kultivadnej nadoby. Takto pripravend suspenzia buniek za G&elom pripravy vi-
rusu sa kultivuje pri teplote 37 % potas 5 dni. MnoZenim virusu na bunkich FE je spre-
viadzané zretelnymi cytopatickymi zmenami bunkovej jednovrstvy.
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vakoina&ny virus sa produkuje v rastovom médiu na bunkovych kultirach FE a MDCK pes~-
tovanych podla bodu 1., a infikovanych podla bodu 5. Po ukonéeni kultivicie sa do kul=
tivatného média s pomnoinym virusom pridd priamo do kultiva&nych niddob Lyofiliza&neé
médium v pomere 2 diely virusovej suspenzie a jeden diel Lyofiliza&ného média. Zmes
sa dalej uchovava. v kultivaénych nadobach v zmrazenom stave.

Priklad 6
Priprava kombinovanej vakciny:

Na pripravu lyofilizovanej vakciny sa poufiju infek&né tekutiny s obsahom mini=
matne 10° TKIDgqe nt”? tastic virusu CPVA-BN80/82, 10* TKIDgqe. ! tastic virusu CpV-
-F-BN 10/83, 109 TKID50 tastic virusu CADV=2 H=5/85 MDCK4O a 10s TKIDSD. mL-1 tastiz
virusu CPIV=-2 BN4/85/32; bakteriologicky sterilné, Takto pripravené virusové suspenzie
sa zmieSaju v pomere 0,5 dielu parvovirusu a 1 diel virusu psinky a 1 diel virusu ine«
feknej laryngotracheitidy a 1 diel virusu parainfluenzy 2. Homogenizovany virusovy
materidl s poZadovanym obsahom infek&nych jednotiek sa adjustuje, Lyofilizuje, vzducho-
tesne uzatvori a uchovava pri chladniékovej teplote.

Vagcina pripravend podla uvedeného postupu obsahuje v jednej aplikainej davke najmenej
10

TKID50 parvovirusu psov, 103 TKIDSo virusu psinky, 102’5 TKID virusu infekenej la-
ryngotracheitidy a 104’5 TKID50 virusu parainfluenzy 2 v jednej vakcinaénej davke.

DOkaz G¥innosti kombinovanej vakciny:

Porovnanie u&innosti Zivej atenuovanej vakciny proti parvovirdze, psinke, infeké-
nej laryngotracheitide, infek&nej hepatitide a parainfluenze 2 s u&innostou monovalent-
nej vakciny proti parvovirdze, bivalentnej vakciny proti parvovirdze a psinke a bivalen=~
tnej vakciny proti infektnej Llaryngotracheitide a parainfluenze 2 ukonéené na vnimavych
$t&natach vyjadruju obrazy 1 a 2. Uvedené hodnoty, zobrazené graficky predstavuju prie-
merné titre hemaglutina&ne-inhibi&nych /H1/ protilitok nroti parvovirusu, virusu infek-
tnej laryngotracheitidy a virusu parainfluenzy 2, a virus-neutraliza&nych protilatok
/VN/ proti virusu psinky. Z predloienych vysledkov je zrejmé, %e po olkovani polxvalen-
tnou vakcinou boli proti otakdvaniu zistované hodnoty Zpecifickych ppotilatok na rovna=-
kej Grovni, alebo vy33ie ako po aplikdcii mono. resp, bivalentnych vakcin. Navodenie
takejto imunitnej odpovede sa nepredpokladalo a nebolo doposial zistené.

Z vysledkov tabulky 1 vidiet, %e vakcinované ani kontrolné zvieratd nereagovali
na infekciu terénnym kmenom parvovirusu psov zaznamenatelnou poruchou zdravotného sta-
vu, Tieto nalezy st v sulade s Udajmi autorov McAdaragh,J.P., = Eustis,S.L. ~ Nelson,
D,T: - a spol,, Experimental finfection of conventional dogz with vanine parvovirs, A.
J.Vet,Res,, Vol 43 No.4, 1982 p.693-696; Pollornk, R.,V.H, ~ Carmichael,L.E,, Dog respon-
se to inactivated canine parvovirus and feline panleukopenia virus vaccines. Cornell
Vet,1982, 72, 16-35 a i., %e infekcia vnimavych zvierat terénnymi kmenmi psieho parvo=~
virusu ostane bez preukazného klinického prejavu. Po infekcii virulentnym virusom psin-
ky ostali zdravé vietky vakcinované zvieratd, tym z dvoch kontrolnych zvierat jedno u-
hynolo a druhé vykazovalo charakteristické priznaky psinkového ochorenfa. Vysledok Ze-
lenie vakcinovanych zvierat virusom parainfluenzy 2 je charakteristicky pre infekciu
konventnych zvierat tymto virusom, ktorého patogenita je determinovana ulastou dal3ich
infek&nych Zinitelov na vzniku choroby,

Pri Gplnej chrdnenosti vakcinovanych zvierat na infekciu virusom infekénej laryngotra~-
cheitidy, reagovali obidve kontroly predchodnym ale zjavnym ochorenim dychacich ciest.

Rovnako ostali klinicky zdravé v3etky vakcinované zvierati infikované virusom infekénej
hepatitidy, €¢o je prejavom blizkych antigénnych vaztahov obidvoch virusov a krizovej
chranenosti zvierat olkovanych virusom infek&nej laryngotracheitidy proti infekcii vi-
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rusom infekénej hepatitidy. Obidve nevakcinované kontroly reagovali na-infekciu vyvo=-
jom klinickych priznakov charakteristickych pre Rubatthovu chorobu /infek&ni hepatiti-
du psov/,
ZVIERATA INFEKCIA POLET VESLEDKY
virusom IVIERAT bez klin. klinicky dhyn
priznakov choré
CPV 3 3 0 0
cov 3 3 0 0
Vakcino~- CPIV=2 3 3 0 0
vané CADV=2 3 3 0 0
CADY=-1 3 3 0 0
CPY 2 2 1] 0
cov 2 g 1 1
Kontroly CPIV=2 2 1 1 0
CADV=2 2 0 2 0
CADV=-1 2 0 2 0
Tab, ¢. 1
PREDMET VYNALEZU
1, Ziv4 atenuovans vakcina proti parvoviroze s obsahom kmena CPVA-BN 80/82 V=290 v mnoi-

stve 103 TKID.,, psinke s obsahom kmena CDV-F=BN 10/83 CAPM V~289 v mnoistve 103
50

TKIDSO, infekénej laryngotracheitide, infek&inej hepatitide a parainfluenze 2 vyzna~-
éujica sa tym, Ze obsahuje v 2 ml kmen parvovirusu psov CPVA-BN 80/82 CAPM V=290 v
mnoZistve najmenej 103 TKIDSO, kmen virusu psinky COV~F~BN 10/83 CAPM V=289 v mnoz=-
stve najmenej 103 TKIDSO, kmen virusu infek&énej laryngotracheitidy CADV=2 H~5/85
MDCK 40 CAPM V=320 v mnoistve nejmenej 102’S TKID50 a kmen parainfluenzy 2 CPIV=2
BN4/85/32 CAPM V=321 v mnoistve najmenej 101"5 TKID50 fastic virusu a lyofilizatné
médium,

Ziva atenuovana vakcina podla bodu 1, vyznalujGca sa tym, 3e obsahuje Lyofilizatné
médium v mnoZstve 25 a2 50 hmotnostnych percent vztiahnuté na hmotnost celej vakci-

nye.

Ziva atenuovani vakcina podla bodu 1 a 2 vyzna&ijuca sa tym, %e lyofilizaéné médium
obsahuje sacharozu, fosforetnanovy pufor, glutamit sodny, alebo draselny, bovinny
albumin alebo iny zdroj bielkovin a felatinu alebo dextran,

Sposob vyroby vakciny podla bodu 1 kultivaciou parvovirusu CPVA~-BN 80/82 CAPM V=290
a virusu psinky CbV-F BN 10/83 CAPM V~289 znamym sp@3sobom vyznadujuci sa tym, 2e sa
kultivadty parvovirusu a virusu psinky zmie3aju s kultivitom virusu infekdnej laryn-
gotracheitidy CADV~2 H 5/85 MDCK4O CAPM V=320 ziskanym pomnoienim na stabilnej tLi-
nii buniek MDCK po 30 a% 60 minGtovej infekcii 24 a% 48 hodinovej monovrstvy v mi-
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nimdlnom esenciidlnom médiu pod[a Eaglea pri teplote 36 aZ 38 %¢ po dobu 3 a% 6 dni,
ai do vytvorenia cytopatickych zmien, zmieSanym s Lyofilizaénym médiom na obsah mi-
nimalne 103 TKIDSO. ml.-1 a s kultivatom virusu parainfluenzy 2 psov CPIV=2 BN4/85/32
CAPM V=321 ziskanym pomnoZenim na stabjlnych Liniadch FE a MDCK v minimadlnom esencial~-
nom wédiu podla Eaglea a pH 6,8 a% 7,3 obohatenom o bovinné sérum pri teplote od 36
do 38 % po dobu 4 aZ 8 dni doplnenym Lyofilizaénym médiom na minimélne 105 TKIDSO.

. ml-1 a tato zmes virusov sa lyofilizuje

$posob vyroby vakciny podla bodu 4 vyznalujuci sa tym, e sa Lyofiliza&né médium
pridéva k virusovym suspenziam bezprostredne po ich ziskani a zmes sa uchovéiva a2
do lyofilizadcie v zmrazenom stave, alebo sa Lyofilizuje okamZite,

2 vykresy
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