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(54) Avirulentny kmeii virusu infekénej bovinnej rhinotracheitidy a pustuldrnej

vulvovaginitidy a spdsob jeho vyS8lachtenia

Vy&lachtenie avirulentného kmeila virue
su IBReIPV vhodného pre pripravu Zivej vakciny
uréenej k o&kovaniu hoviadzieho dobytka.Spow
sob vy&lachtenia vakcina&ného kmeila spodiva
v dlhodobom sériovom pasdZovani vybraného
kmeiia virusu IBR~IPV na primdrnych kultte
rach z telacich oblidiek, jeho adaptovani
na rast na kultdry z jahiflacich obliliek a
néslednom adaptovani, postupnym zniZovanim
kultiva&nej teploty, na rast pri nizkych
teplotdch, s vyhodou pri 30 °¢; z takto
ziskandho virusu sa metddou hranignych riee
déni éo Yestnisobnym opakovanim izoluje vie
rusovy klon, ktory sa cestou alternativnych
pasdzi adaptuje na rast na krdlidie oblidkové
kultdry.VySlachteny kmefi poskytuje moZnost
pripravy %ivej vakciny pestovanim virusu
na dvoch druhoch tkaniv, heterolégnych vo

vztahu k recipientovi.
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Vyndlez sa tyka avirulentného kmeNa virusu infekénej bovinnej rhinotracheitidy a pustu=
1ldrnej vulvovaginitidy /ﬁalej IBReIPV/ schopného priemyselnej multiplikdcie na viacerych drue
hoch homolégnych a heterolégnych tkaniv pre pripravu Zivej o&kovacej ldtky a spdsobu jeho
izoldcie.

66asﬁ virusu IBR=IPV na vyvoji ochoreni dychacich a reprodukdnych orgdnov hovidzieho
dobytka /HD/ je dnes vieobecne zndma. Infekcia tymto virusom postihuje 5 a% 20 % celosvétové—'
ho stavu HD a zapriéiﬁuje, menovite v podmienkach vysokej koncentrdcie zvierat, Qelké hospo=
dérske straty. Preto sa trvale vynakladd velké Usilie na zdokonalovanie metéd Specifickej
profylaxie ndkazy zapriéinenej tymto virusom. Doposial boli proti IBR«IPV vyvinuté a pouie
vaji sa %ivé aj inaktivované vakciny s rozdielnou technolégiou ich vyroby. Pre pripravu Zie
vych vakein sa poufdivaji kmene, ktorych virulencia bola oslabend dlhodobym pasdZovanim na
bunkovych kultidrach pripravenych z homolégnych /Schwarz A.J.F., York Ch.J.; Zirbel L.W.,
Bstela LeA. Modification of Infectious Bovine Rhinotracheitis /IBR/ Virus in Tissue Culture
and Development of a Vaccine, Proc. Soc. expe. Biol. Med., 96, 453=458, 1957; Straub 0.C.4
Moglichkeiten zur Bekdmpfung der Infektiosen Bovinen Rhinotracheitis /IBR/ Deutsch. Tierw
rztl. Wschr., 83, 270=273, 1976/, alebo heterolégnych tkani{v /Todd J.D., Volenec F.J., Paw
ton I.M. Intranasal Vaccination Against Infectious Bovine Rhinotracheitis: Studies on Early
onset of Protection and Use of the Vaccine in Pregnant Cows, J.Am.Vet.Med. Assoc., 159,1370=
1374, 1971/ alebo pdsobenim mutagenov /Zygraich N., Lobmann M., Vascoboinic E., Berge E.,
Huygelen C., In Vivo and in Vitro Properties of a Temperature Sensitive Mutant of infectious
Bovine Rhinotracheitis Virus, Res. vete. Sci., 16, 329=335, 1974/.

Spdsob vyroby #%ivych vakcin sa zakladd na pomnoZeni avirulentného imunogénneho kmefia
na tkanivovych kultdrach pripravenych z oblidiek alebo semenikov hovidzich plodov alebo naw
rodenych teliat, na diploidnych bunkovych linidch derivovanych z bovinnych orgdnov /Zivotnost
30=l0 pasdZi/, pripadne na bunkovych kultdrach pripravenych z inych druhov zvierat. Ak sa mam
ji k pomnoZovaniu virusu sliZiaceho pre pripravu Zivej vakciny pouZit stabilné bunkové linie,
musia byt kontrolované na onkogeniﬁu /Perkins P,T., Safety of Vaccines., Brit. Med. Bull.
25, 208=212, 1969., Smith H., The Search for Protective Antigens, Brit. Med. Bull., 25, 126=
130, 1969/. Pou¥itie primdrnych kultdr pripravenych z orgdnov bovinnych plodov alebo narode=
nych teliat pre vyrobu Zivych vakcin je spojené s nebezpeéim prenosu infekénych zdrodkov mee
novite virusovej povahy, ktoré mdZu latentne infikovat tieto tkanivd /Miller R.B., Quinn P,
Jes Observations on Abortions in Cattle: A Comparison of Pathological, ﬁicrobiological and
Immunological Findings in Aborted Foetuses and Foetuses Collected at Abéttoirs, Can. J. Comp
Med., 39, 270-290, 1974., Hubbert W.Tes, Bryner J.H., Fernelius A.L.; Frank G.H., Estes P.C.,
Viral Infection of the Bovine Fetus and Its Environment, Arch. ges. Virusforsch., 41, 86«98,
1973+, Massip A., Wellemaas G., Leunen J,, Charleire G,, Anticorps Antiviraux dans le serum
senguin de veux nouveaunéds, Ann.,Rech., virér., 5, 397«406, 1974{. Pre vyliddenie .prenosu ﬁvede-

nych ako aj aalﬁich nemenovanych infekcif{ je treba robi% dokonald kontrolu odkovacich 1l4tok,
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ktord popri tom, Ze je techniqky, odborne a &asovo velmi ridrodnd, nezaruduje istotu odkrytia
vietkych latentnych virusovych kontamindcif., Je preto velmi ¥iaduce pou¥it pre pomnoZovanie
atenuovanych kmetiov virusu IBReIPV slt¥iacich pre pripravu Zivych vakcin také druhy tkaniv,
ktoré pri produkcii virusu do vysokych titrov sd prosté virusov patogénnych pre HD alebo asw
poli nebezpedie prenosu infekcif %ivou o&kovacou ldtkou v}znamne zniZzujd. Toto nebezpedie new
vyludujdi ani liﬁie diploidnych buniek, ktoré popri obmedzenej #ivotnosti st velmi ndrodné na
kvalitu Zivnych médif a kultivaéného skla. Priemyselnd produkcia vid&ich objemov vakciny z
virusu pomno¥ovaného na kultirach z krdli&fch oblidiek /Todd J.D., Volenec F,J., Paton I.M,,
Intranasal Vaccination Against Infectious Bovine Rhinotracheitis: Studies on Early Onset of
protection and Use of the Vicccine in Pregnant Cowss J. Am. Vet, Med. Assoc., 159 , 1370=1374,
1971/ nard%e na obtiafe sdvisiace s malou vyta¥nostou suspenzie buniek z uvedenych orgdnov,
Spolo&nou vlastnostou jednotlivych kmefiov sliéZiacich pre pripravu Zivych vakein je, %e sa k
vyrobe pouZiva len jeden definovany druh tkaniva.

Uvedené nedostatky sd rie$ené podla vyndlezu, ktorého podstata spodiva v avirulentnom
kmeni virusu IBRwIPV,vykazujicom vyhodné rastové schopnosti na bunkovy¥ch kultirach pripravew
nych zndmym spdsobom z orgdnov bovinnych plodov alebo narodenych teliat, jahniat a krdlikov
s obsahom 107 a¥ 10813 TKIDSO' virusu/ml v infek&nych tekutindch z uvedenych diruhov tkaniv,

s velmi dobrymi imunologickymi vlastnﬁsﬂami a spdsobe jeho izoldcie,

Kmeti BNZ/K 4C ulo¥eny v zbierke mikroorganizmov na Vyskumnom dstave veterindrneho lekdrw
stva v Brne Medlénkdch, Hudcova 60 pod éislom CAPM Vw257 bol izolovany spdsobom podla vynde
lezu 2z virulentného kmetia IBR «~ IPV zo zbierky Inst. Nat. Rech. Vet. Brussel Greosselenberg
99 Brussel 18, kde sa nachddza pod ozhaéenim INRV N 3760 tak, %e sa tento najprv prepasdZom=
val 250 Kkrdt na primdrnych kultirach z telacich oblidiek. Ndsledne bol tento kmeii adaptovany
na bunkové kultiry z jahtlacfch oblidiek, pridom po pitdesiatndsobnom prepasdZovani na uvede=
nom drubu tkaniva vykazoval rovhaké rastové vlastnosti na kultirach z jahtlacich oblidiek ako
na bovinnych oblidkovych kultidrach. Tento virﬁs bol, postupnym zni¥ovanim kultivadnej teploty
a tym selekciou virusovych &astic s dobrymi multiplikadnymi vlastnostami pri nfzkych teplow
tédch, adaptovany na rast pri teflotéch 28 aZ% 32 OC, s vyhodou pri 30 %. v tejto fdze selekdw
ného procesu sa metddou hraniénfch riedeni so ¥estndsobnym opakovanim na jahiiacich obli&koe
vych bunkdch izoloval virusovy klon predstavujiici homolégnu virusovﬁ populdciu. Homogenita
virugovej populédcie bola dokdzand zachovanim si nezmenenych vlastnosti po desatndsobnom pre=
pasd¥ovani virusu na telacich obli&kovych bunkdch pri 37 °C a nezmenenou virulenciou po piaw
tich sériovych i.nas. pasd¥ach na vnimavych telatdch., Takto ziskany virusovy kilén bol adape
tovany, metodou alternativnych pasd%f{ na bunkovych kultdrach z jahilacich a krdli&ich oblidiek,
na rast na kultdrach z kréliéich oblidiek, s rastom virusu pri 30 OC.*Kontfolnjmi testami na
telatdch sa dokdzalo, %e virus pomnozZovany na vietkych uvgdenich druhoch tkanfv vykazuje rove
naké rastové a imunobioiogické vlastnosti ako‘virus pomnoéovaﬁé na kultdrach z bovinnych ore

génov,
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Uvedenym postupom sa ziskal kmetl, s oznadenim BNZ/K 4C, ktory md vlastnosti virusu vhode
ného pre p;ipravu %ivej vakciny proti IBReIPV, nakoiko sa vyznaduje stratou virulencie pre
hoviadzi dobytok rozliéného veku pri zachovani velmi dobrych imunizadnych échopnosti, pridom
z hladiska priemyselnej produkcie je vhodny najmi v tom, Ze ho moZno pre vyrobné téely pome
nozovat na kultidrach z bovinnych oblidiek a semenikov, kultdrach z jahilacich obliliek a sememw
nikov, kultdrach z krdlidich oblidiek ako aj na linidch diploidnych buniek derivovanych z bo~-
vinnych a ovinn&ch orgdnov, &o dovoluje kedykolvek produkovéf poZadované mnoZstvo virusu dew
finovanych imunobiologickych vlastnosti.
| Novovy3lachteny kmeii podla vyndlezu BNZ/K 4C CAPM Ve257 je rozliSitelny od vychodiskow
vého virulentného kmemia IBReIPV INRV Brussel N 3760 podla rastovych vlastnosti zistovanych
na bunkovych kultirach a zvieratdch a imunologickych vlastnostd zistovanﬁoh na zvieratdch.
Podla rastovych vlastnosti na bunkovych kultidrach sa novovy$lachteny kmeil odliSuje od
vychodiskového virulentnéhq kmeta schopnostou mnozit sa na kultdrach bovinnych, jahilacich a
kréliéich»obliékov#éh buniek s 10 aZ 100 ndsobne vyB&im vytaikom virusu pri inkubdcii infikom
vanych kultdr pri 37 °C. Intranazdlna aplikdcia vychodiskového virulentného kmeiia vnimavym
telatdm vyvold mnoZenie virusu na slizﬁiciach hornych dychadiel s obsahom a% 107 TKIDSO/ml
nosného sekrétu a pretrvdvanim infekénosti sekrétov do 10, aZ 14. dila, doprevddzané zdpalom
az nekrézou nosnej sliznice a poruchou celkového zdravotného stavu charakterizovanou horddékou,
nééravosﬂou, apatiou a stratou na véhe; mnoZenie virusu po intranazdlnej aplikdcii vyselektom
vaného kmetla je &asovo ' limitované do 7. a% 9. dila, nevyvold Ziadne alebo len mierne lokdlne
zmeny charakterizované zadervenanim nosnej sliznice a miernym zmnoZenim nosného vytokuy prie
Som celkovy zdravotny stav zvierat ostane neporueny.
Zvieratd infikované virulentnym vychodiskovym kmefiom vytvoria v krvnom ‘$ére neutralizade
né protildtky v titroch 1:16 a% 1:128, kym zvieratd oSetrené vyselektovanym avirulentnym kmee

fiom len v titroch 1:2 aZ 1:32,.
Priklad prevedenia

Virulentny kmeii virusu IBRe«IPV INRV 3760 sa sériovo pasdZuje na.piimérnych kultidrach
z bovinnych oblidiek, s pouZitim beZne zau%ivanych laboratsrnych metdd. Pritomnost virusu v
tkanivovych tekutindch sa na rozlidnych drovniach pasd¥ovania kontroluje vyvojom virusefpee
cifickych cytopatickych zmien; postup atenuovania virulencie sa kontroluje i.nas. aplikdeciou
2«4 ml neriedendho virusu jedno a% &tvormesaénym telatdm, so zistovanim obsahu virusu v nose
nych sekrétoch, lokdlnych zmien, termickych a celkovych klinickych reakcifi. Po zisteni vyze
namného poklesu virulepcie virusu, k domu dochddza na drovni 150. a¥ 206. tkanivovej pasdZe,
sa virus adaptuje na kultdry z jahflacich obli&iek nasledovnym spdsobom: jahilacie obli&kové
bufiky narastené y skimavkdch v Earlovom médiu s 2 % bovinneho fetdlneho séra sa infikuji déve
kou 0,1 ml virusu napestovaného na bovinnych oblidkovych kultdrach a inkubujd pri 37 °Cc dow

tial, kym aspoili 50 % buniek monolayera nevykazuje charakteristické virus3pecifické zmeny.
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Ziskané infekéné tkanivové tekutiny sa pouZiji k olkovaniu Qaldfich skimavkovych kultdr jahﬁa-

cich oblidiek a vvsériovom pasdfovani virusu na uvedenom druhu tkaniva sa rovnakym sp8sobom
pokraduje. Tkanivové tekutiny =z kaidej 10, pasdZe na jahilacich obli&kovych kultdrach sa konwe
trolujd na obsah virusu titrdciami béénﬁm sp0sobom na skimavkovych kultdrach z telacich oblie
éiek a obsahom virusu v tekutindch stanovi akumuladnym vypodtom podia formule Reeda a Muenchas
Priebeh atenuovania virulencie virusu podas sériového pasd¥ovania sa kontroluje na Jjednom a%
§tv9rmesa6n§ch telatdch, ktorym sa i,nas. aplikuje po 4 ml neri;den?ch tkanivovych fekutin 8
obsahom najmenej 107 éKIDSo virusu na ml, obsah virusu v nosnych sekrétoch zigtuje titraéne-
ley 364 Bey 74y 9. a 12, deﬁ, a zvieratd kontroluji termometricky a klinicky. Po dosiahnutd
takého stupiia oslabenia virulencie pasdfovaného kmetia, pri ktorom vyvold u odkovanych zvierat
.len mierne zmno¥enie nosnych sekrétov ktord si zachovaji serézny charakter, s pretrvédvanim in =
fekdnosti sekrétov najdlh§ie do 9, diia, ale nevyvold podkodenie nosnej sliznice a narufenie
celkového zdravotného stavu, & maximglnym zvySenim telesnej teploty o 0,8 °C v obdobf do 14
dnf od aplikdcie, sa virus adaptuje na rast pri subnormdlnych teplotdch. Postupuje sa pritom
tak, Ze infekdné kultdry sa inkubujd najskér pri 35 °Cav pasdZovani virusu na skimavkovych
kultirach sa pokraduje dotial, kym ndstup a vyvoj cytopatického uéinku virusu a% do tuplného
rozpadu tkaniva neprebehne najneskér do 72 hode. od infekcie. Potom sa zniZuje teplota_pri ktom
rej sa inkubuji infikovand alnimavkové kultiry vidy o 1 °c a rast virusu posudzuje podla rove
nakych kritérii ako bolo uvedené vy3%ie., Ndsledne sa uskutodni 10m20 sériovych pasd®i virusu
pri 30 % a rezidudlna virulencia virusu testuje ha telatdch.Ak vnimavé Jedno= a% étvormesaé;
né telatd nereaguji na podanie velkej ddvky virusu /107 aZ 108 TKIDSO/ termicky ani klinicky,
virus,vykaéujé dobré multiplikaéné vlastnosti na slizniciach dychadiel, pridom nosné sekréty
sd infekéné najviac do 9. dia a v krvnych sérach sa za dva tyZdne po aplikdcii zist{ merae
telné mnoZstvo neutralizaénﬁch protildtok, izoluje sa z kmeila istd 1inia plakovou technikou
alebo metadou hraniénych riedenf, s aspoii Zestndsobnym opakovanim.

Tento virus»sa adaptuje na bunkové kultiry z krdli&fich oblidiek a na diploidné bunkové
linie derivované z bovinnych, ovinnych alebo krdli&fich orgénov, spésobom,ako bolo uvedend pri
adaptovani virusu z bovinneho na ovinne tkanivo. Virus s. dobrymi rastovymi vlastnostami na
ovéich a krdlidich kultdrach sa rychlo adaptuje a do vysokych titrov pomroZuje na uvedenych
druhoch tkaniv. Po prekonani aspoii piatich priamych pasdZ{f na .uvedenych druhoch bunkovych
kultir, s dosightiutim titrov najmenej 10770 TKID5°/ml infekéného média, sa potvrdi identita
virusu: a/ neutralizdciou infek&nosti monoépecifickym IBReantisérom pripravenym na krdlikoch
imunizovanych vfchodiskov?m' virulentnym kmeiiom alebo niektorym zo zbierkovych kmefimov IBRw
IPV; b/ pomocou imunofluorescencie ofarbenim bunkovych- kultdir infikovanych kontrolovanym
kmefiom Specifickym konjugovanym IBReimunoglobulinomj ¢/ intranazdlnym o&kovanim vnimavych

6 TKID50 so zistovanim

dvojm az Ztvormesadnych teliat avirulentnym kmetiom v ddvke najmenej 10
mnoZenia virusu, vyvoja zmien na slizniciach nosa a celkového zdravotného stavu zvierat; d/

stanovenim titrov neutralizadnych protildtok v krvnych sérach teliat za dva, Styri a Sest



208 289

tyZdiiov po intranazdlnom odkovani; o/ dékazom rezistencie intranazdlne olkovanych teliat
proti infekcii zndmym virulentnym kmetiom virusu IBR=IPV.,

Kmeti, ktory u jedno az étvormesaénﬁch vnimavych teiiat nevyvolé po i.nas. aplikdcii v
mnoZstve najmenej 107 TKID50 virusu poruchy zdravotného stavu, vykazuje dobré rastové vliastm
nostibna slizniciach hornych dychadiel /najmenej 105 TKID50 virusu na 1 m% sekrétu na 3.defi
po aplikdcii/ ale s vyludovanim v nosnych sekrétoch najdlh¥ie do 9. dila, je vhodny pre pripe
ravu %ivej vakciny proti IBR=IPV s moZnostou produkcie virusu na kultdirach z bovinnych oblie
diek a semenikov, krdlidich oblidiek a na diploidn?ch bunkovych liniach derivovanych z bovine
nych a ovinnych orgédnov.

Novovydlachteny kmeti podla vyndlezu BNZ/K 4C CAPM Vw257 je schopny mnoZit sa na bovinw
'nych, krdlidich a jahtiacich oblidkovych kultirach a ich subpasdZ, ako aj definovanych diplo=
idnych bunkdch derivovanych z bovinnych , ‘jahfiacich a krdlidich orgdnov. Uvedené vlastnosti

kmetia podla vyndlezu dovoluji vyrobu bezpednej a ddinnej Zivej IBRwIPV vakciny, s moZnostou

volby viacerych druhov tkaniv pre jej produkciu.
PREDMET VYNALEZU

1. Spdsob ¥lachtenia kmefia virusu infekdénej bovinnej rhinotracheitidy a_pustuldrnej vulvovaw
ginitidy vyznadujici sa tym, Ze kmeil virusu infekénej bovinnej rhinotracheitidy a pustuldrnej
vulvovaginitidy INRV 3760 sa najprv 200 aZ 250 krit pasdZuje na primérnych kultdrach telacich
oblidkovych buniek pri teplote 36 °C a% 37 °C a potom 30 a% 50 krdt na primdrnych bunkovych
kultdrach jahtiacich obli&iek pri teplote 35 °C aZ 37 °C, v ktorom sa pokraduje pri postupnom
zniZovand kuitivaénej teploty o 1 °C na hodnotu 28 °C a ndsledne sa pasdfuje pri teplote

30 °C na primdrnych bunkovych kultdrach jahfiacich obli&iek alebo semenikov a na primdrnych

bunkovych kultdrach krdlidich oblid&iek,

2. Avirulentny kmeti virusu infekénej bovinnej rhinotracheitidy a pustuldrnej vulvovaginitidy
BNZ/K 4 C CAPM V=257 so zvy$enou schopnostou reprodukcie vlastnej virusovej substancie na tkaw

nivovych kultdirach, ziskany spdésobom podla bodu 1.
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