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a zpisob Jeho vyroby

Predmétem vyndlezu je kombinované adjuvantni inaktivovand vakcina proti Aujeszkyho
chorobd (AD) & G-stFevnim pathogenni{m mikroblm, kterd navozuje rézistenci imunizovanych
zvifat, nebo jejich potomstva pasivnd predanou protildtkou a zpisob v¥roby této vakciny.

Virus Aujeszkyho choroby (AV) vyvoldvéd u postiZenych vnimavyjch zvifat onemocnéni
centrélnfho nervového systému a dychaciho traktu se smrtelnymi disledky, pFredevsim u mla=-
dych jedined. V§skyt tohoto onemocnéni, hlavnd ve velkochovech zvi¥at, zejména u selat a
norkd. Z G-mikroorganiemd vyvoldvajicfch onemocnéni zaZivacfho traktu je u prasat nejdas-
t8j3{ p¥{&inou onemocnén{ skupina enteropathogennich E coli, které kromé infekce zafivaci-
ho traktu mohou vést 1 k celkovému septickému stavu, Easto kondicimu vdhynem.

Nékteré serotypy mikrobd rodu Escherichia jsou spojeny s infekénim onemocndnim Sas-
t83j1, co¥ je podmin¥no vyraznymi faktory virulence, jako nap¥.tvorbou enterotoxinu. Povr-
chovéd struktura - stdna - tSchto baktérii pFedstavuje jednak biologicky aktivni sloZku
mikroba, umo¥nujfci p¥ilnutf ke sliznici st¥eve, jednak je vyraznym antigenem. Z fady vla=-
gtnost{ biologickfch je vyznamnd schopnost lipopolysacharidového komplexu, tzv. endotoxi-
nu nespecificky potencovat antigenni podnét. Mnoho&etnost a variabilita biologickych
vlastnost{ vietnd virulace a antigenn{ struktura pPedpoklddaji pro ispésnou prevenci
chorob vyvoldvanych mikroby rodu Escherichia pPedpoklddd uZiti kombinovanych antigend.

Separétni imunizace jednotlivymi antigennimi typy Je v terénmu nerealizovateln4.
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Rezistence proti infekcim, krom® faktord podminujicich p#irozenou rezistenci, je déna
pritomnosti protildtek neutralizujicfch schopnost vyvolat infekdnf proces w imunitou
zprost¥edkovanou burnkemi. Jednotlivé faktory rezistence proti danému infekdnimu Siniteli
se uplatnujf u riznych Zivodinjech druhk v rdzném rozsahu v z&vislosti na genetickych
vlastnostech hostitele odrdZejicich se ve sloZeni bun&dnych povrchld a zplisobl metabolismu,
pF¥itomnostd nespecifickych inhibitord a jejich nespecificky plsobicich mechanizmd s patho-
genese pPisludného infekdniho onemocndni,

V aktivn{ imunisaci proti infekeim je zdsadni podminkou aplikace uréité miniméln{
antigenni masy vhodnou cestou, kterd by vyvolala dostadujici protilétkovou odpovéd, pri-
¢emZ mikrobidlni antigen musi mit zachovdnu sloZku podminujfef indukci syntézy protildtek,
schopnfch neutralizovat rozve] infek&nfiho onemocn¥ni. U virovfoh infekci se predpokldd4,
Ze podminkou pro vyvoldni infekce je pFilnut{i viru na bunku v misté odpovidajiciho.recep-
toru "HOLLAND J.J. Enterovirus enhance into specific host cells, and subseguent altera-
tions of cell protein and nucleis acid synthesis, bact. Rev. 1964, 28 { 3 ", tedy proti-
létka neutralizujic{ virus musi blokovat determinanty povrchu virové &dsti odpovidejfci
témto receptorim. V ojedindlych pfipédech lze Q€innd zasdhnout do rozvoje infekiniho pro-
cesu neﬁtralizaci Blo¥ek uplatnujfcich se i v Jiném etupni replikadnfho cyklu viru, jako
nap¥, imunizac{ proti neuraminidéze myxovirt,

V aktivni imunizaci je moZno vyuZit tzv. adjuvantniho @dinku nSkterych létek, které
Jednak umoZni produkci protildtek do vy¥sich titrd, jednak stimulujf tzv. bunkami zpro-
stPedkovanou imunitu,

Z pfehledu sv&tové literatury o moZnosti poufiti insktivované vakciny k prevenci a
tlumeni AD je moZno se pokusit o ndkterd zobecndni: »

1) pfedpokladem GSinnosti virového antigenu je Setrnd inaktivadnd procedura, ponechdvaji-
el povrchové struktury virionu bez poSkozeni " BORGEN H.C,, ESPENSEN L. 3 Immunizing

effect of photoinactivated pseudorabies virus 2Zbl, Bakt. Parasit kde I.Oorig. 1970,

214 : 13 a% 16 ",

2) Vakcina musi predstavovat dostatedny antigenni impuls, ktery je dédn koncentraci viru
Borgen H.C., Espensen L, 1970, " SKODA R., WITTMANN G, : Die Immunisierung vom Schwei-

nen mit Vakzinen aus inektivirten Aujeszky-Virus Zbl.Vet. med. 1973, Heft 2 & 127 e3138",

3) 0 vysledku imunizace rozhoduje i zvolené imunizadni schéma " SKODA R., JAKUBIK J. 3
Immunisierung von Schweinen mit Aujeszky-virus-Vakzinen, hergestellt aus zwei Plaguen=-

varianten des Virus Zbl,Vet. med. 1974, B 21, 234 aZ 241 ".

Inaktivovand vakcina vypracovand s ohledem na uvedené pFedpoklady me ve své udinno-
sti mife vyrovnat, méFeno tirem neutralisadnich protildtek, vakcindm attenuovanym
" BORGEN H.C., ESPENSEN L. : Immunizing effect of photoinactivated pseudorabies virus Zbl.
Bakt.Parasit kde I. Orig.1970, 214 : 13 a% 16 ", bez riziks pro novorozend selata a vysoko-
bfez{ prasnice " BOYADZHIEV S., GENEV Kh., GENOV I., VACHEN B,, STOYANOV V,, KALCHEV I,
¢+ Studies on Aujszky ‘s disesse. I. Comparison of vaccines. Vet.med,Nauki (Sofia) 1967,
4/9 1+ 19 a¥ 26, MASIC M., PETROVIC M, : Kann durch Kristalvioletvykzine gegen Schweine-
pest die Aujeszkysche Krankheit libertragen werden ? Zbl.Bakt. Parasitkde. 1962, I.Orig.
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185 :145 a% 154 " a bez omezeni jeji aplikace na ohniska infekce,

V %4dném pF¥ipadé neni moZno souhlasit jiZ s tvrzenim MANNINGER R., MOCSY J. 3 Traité
des meladies internes des animaux domestigues Paris: Vigot Préres 1959, pp. 457 aZ 464 ",
%o aktivni imunizace proti AD nen{ moZnd. Nelze souhlasit ani s ndzorem KRETZSCHMARK C. 3
Untersuchungen zur Epizootolegle der Ausjeszkyschen Krankheit beim Schwein und daraus sich
ergebende Schlﬁssforgeiungen flir Prophylaxie und Bekampfung. Mh,Vet.Med. 1964, 17 s 248 ai
257 " a " JUPFA A, : Versuch zur Immunisierung von Laboratoriumstieren und Schweinen
mittels Formaldghyd. und-UV Strahlen - inaktivierten Aujeszykairus Arch.exp.Vet.med. 1963,
17 595 a% 613 ", Ze infikovand vakcina proti AD je neidinnd,

v posiednich letech vypracovand tkdnovd inaktivevand adjuvantni vakcina proti Aujesz-
kyho chorobé vyraznym zpisobem Fesila problematiku likvidace a prevence Aujeszkyho choroby,
zv145t8 ve velkochovech, Pfes svou udinnost zvydSovala polet jiZ tak éetnjch/Vakcinaénich
zdkrokd. Jako monovatelni vakcina neméla vyhody dané p¥ipadnou potenci antigenniho ipulsu,
ktery se uplatnf{ u kombinovanych vakecin.

Uvedené nevyhody odstranuje kombinovand vakcina proti Aujeszkyho chorobd a G-stievnim
pathogennim mikroblim a zplsob je]i vyfroby podle vyndlezu, jehoZ podstata spodivd v tom, Ze
v jednom ml obsahuje 108'5 aZ 109’5 TCIDgo inaktivované mutanty viru Aujeszkyhe choroby,

> 8 inaktivovanych bakteridlnich G-jedincd nap¥iklad enteropatho-

CNCTC A0 5/78, a 10° a% 10
gennich Escherichia coli anebo salmonel, v lipoidnom adjuvans.

Zpdsob v¥roby kombinované vakciny kde virus Aujeszkyho choroby CNCTC A0 5/78, se
kultivuje na tkdnovyeh kulturdch, nejvyhodndji na bunkdch stabiln{ linie vep¥ové ledviny
(PK v bezserovém udrzovacim médiu, p¥i teploté 36 aZ 37 % po dobu 18 aZ 48 hodin, v 24-
vislosti na \plném rozpadu infikovangch bunek a potom se oddélené bunddné drti inaktivuji
beta propiolaktonem, homogenizuje se p¥i teploté do 42 °% s lipoidnim adjuvans a s 105 aZ
108 inaktivovanymi G~-jedinci, pPedevdim enteropathogenimi Escherichis cali nebo salmonel.
Ve vakcind u¥ité adjuvans je tvoireno vsti¥ebatelnou lipoidni smési, kterd se smichd s viro-
vou suspenzi nejvyhodnéji p#¥i teplotd 30 aZ 37 % & priddnim bakteridlni suspenze G—mikrof
bd, jejich¥ antigeni potence byla zvyraznéna opakovanym rozruSenim jejich t&l opakovanym
zmrazenim a rozmrazenim, »

Jednou z vyhod kombinované vakciny je pouZiti mutanty AV podle vyndlezu., Tato mutanta
viru Aujeszkyho choroby byla zfeskdna trojndsobnou klonizaci laboratirniho kmene AVl z svi
Praha - Lysolaje, selekei plakd morfologicky distinktnich po prob&hnuti dvou replikadnich
cykld na bunkdeh linle PK kultivo?anych pod agarovou pokrjyvkou za teploty 36 . Ziskany
klonus je charskterizovédn :

a) zachovanou antigenni strukturou

b) zachovanou virulemc{ pro prase, krdlfka, morie a myd

¢) schopnomt rychlé tvorby nekrotickych loZisek v bunkdch PK (plaky do 24 hod.)

d) schopnost dosdhnout v infekdnim médiu vysoké koncentrace (titry TCID50 109103. 10 a
vy$81 pa ml média). Udinn§ antigenn{ podndt je zajistén velice Setrnou insktiva&ni proce-
durou pFedstavovanou pou¥it{m propiolaktonu v konednych koncemtracich 0,05 aZ 0,25 %.
Imunizadn{ U¥inek je podstatné zvySen pFiddnim vstPebatelného lipoidniho adjuvens, které
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kromé potenciace @¥inku vakciny mé vyhodu v tom, %e nevyZaduje nucer v¥sek partii jated-~
nych zvi¥at, kde byla vakcina aplikovéna a kterd evou konzistenci odpovidd poZadavku
technickych moZnost{ pro mesovou aplikaci a pi#{tomnost Lipopolisacharinového komplexu ve
vakeiné pFitomnych bakteridlnich &Slend, Kromé stimulace humordlnich protildtek adjuvans a
Lipopolisacharidovy komplex kladnd ovlivnuje i bunkém zprostFedkovanou imunitu., Vysledek
imunizace je ovlivnin vhodnd zvolenou pozologif, ddvkovédnim a revakcinaci. Oteviend imuni-
zadni schéma prokdzalo vyhody vnitrosvalového poddnf odkovaci l4tky proti poddni striktné
podkoZnim a do podkoZnfho tuku, pFedeviim p#i alamnestické odpovddi., Vakcinace kombinova-
nou vakcinou AV a vybranymi kmeny E.coli vede k potenciaci antigenniho impulsu AV s sou-
3asné tvorbé protildtek proti bakteridlnim kmenim, které se s vfhodou uplatni v kolostrdle
nf imunitd.

Pro hladinu protildtek je vhodnd revakcinace v obdob{ t¥{ a% péti tydnd po primovak-
cinaci. Revakcinace oplodndnych saemic, nap¥. 7 a% 14 dnf pied porodem, vede k ochrané
selat kolostrem po dobu prvnich tydnd po porodu, tedy v dobé nejvit3{ vnimavosti zviFete
ne AV a antéropatagenni coli. Zdsadni vyhodou aplikace kombinované vakciny podle vyndlezu
proti vakcindm s Zivym AV je moZnost jejich pouZiti v prevenci AD, pfedevsim v oblastech
s Jejich vyskytem, bez rizika vneseni ¥ivého viru do stdda. Aplikace inaktivované vakciny
vede k zastaveni projevu infekce 3 aZ 5 dnid poiﬁuniznéniho zdkroku. Tento rychli uddinek je
vysvétlitelny "boosterovacim efektem" vakciny v promo¥eném chovu. Jedinci nereagujici na
aplikaci vakeiny jsou vyjimkou. Vakcina nevyvoldvd mistni ani celkovou reakci a lze je
bez rizika pouZit 1 u vysokob¥ezfch zviFat. Uvedené vyhody se vztahuji i na bakteridlni
kmeny zahrouté v kombinované vakcind. Protildtky proti témto kmendm chrdni novorozence
v rizikovém obdobi pFed enteropathogennimi mikroby odpovidajicich serotypt. Usinnost
vakeiny je zarudena po dobu alespon 6. m¥sfcd p¥i sklaQovéni p¥i teplotd 3 a¥ 7 .

Vakcina co do idinnosti byla ové¥ena na prasatech, mordatech, krdlicich a vysledky,
které ukazujf na obecnou schopnost této vekoiny indukovat tvorbu protildtek. Vyroba vakci-
ny pfedpoklddéd pouZit{ b&¥infch ingredienci a samotmy vjrobni postup se obejde bez nérodndj-
&iho piistrojového vybaveni, V podstatd zahrnuje vybaveni laborato¥e tkdnovych kultur a
p¥l velkovyrobd moZnost sterilnfho doplnéni vyrobku.

Sms ateropathogennich E.coli potencuje GSinnost infikovangych vakoin proti AD,
pouZivejfcfch ijiné adjuvans oproti vyndlezu.

P¥{klad zplsobu vyroby kombinované vakciny - p¥edpis pro 1000 ml.

Earlovym roztokem s 0,5 % laktalbuminhydrolysdtu o pH 7,6 propléchnuté kultury bunek
linie vepFové ledviny PK se infikuj{ objemem 1 ml vysokotitrdini mutanty viru Aujeszkyho
choroby - CNCTC A0 5/78 - majfc{ titr aleapon 108.5/m1 a virus se ponechd absorbovat na
bunky 20 minut pFi teplotd 36 °C. Po adsorpci se pridd udriovaci médium v objemu 100 na
Roux 1dhev 1200 m - Earliv roztok s 0,5 % laktalbuminhydrolysdtu pH 7,6 po Upravé 7,5 %
NaHGO3 - a kultury se ponechaj{f inkubovat p¥i teplotd 36 a% 37 °C do doby jejich dplného
rozpadu, ktery se zpravidla objevi mezi 20 a% 48 hodinami od infekce.

V dobé vplného citopathického poskozeni kultur virovou replikaci se médium jednotli-
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vych infikovanfch kultur smichéd, centrifuguje se p#i 6000 ot/min po 10 minut za pouZiti
ihlové hlavy v centrifuse T 23 Janetzki a supernataﬁty se opét smichaji.

Virovd centrifugovand suspenze se temperuje na teplotu 37 % a inaktivuje ge pfidénim
desetiprocentniho, na chladni&kovou teplotu pFedchlazeného, betapropiolektonu do konedné
koncentrace 0,15 %. Inaktivace probihd pri teplotd 36 aZ 37 ¢ po dobu 30 minut, béhem
kterjch se suspenze alespon 2x promiché a podle potFeby se upravi pH, které zpravidla po
pFfidénf betapropiolaktonupoklesne, Po 30 minutdch inaktivace se kontroluje pH, p¥ipadnd se
upravi na 7,6 a k virové suspenzi se pFidd 1/5 objemu gramnegativnich st¥evnich tydinek
pomnoZenych v Earlové roztoku s 0,5 % laktalbuminhydrolysdtu dvacetihodinovou inkubac{ p#i
teplots 36 °c, obsahujfci v 1 mi 10® bakteridlnich Jedincl, které byly vystaveny dvojndsob-
nému cyklu mra¥en{ a rozmrafen{ a inaktivovdny formolem v konedné koncentraci 0,4 % po dobu
48 hodin pFi 36 %c. Vakcina pro odkovdni prasnic zahrnuje obvykle stejné objemy kmend 157,
147, 64, 189, 141 typizovangch podle O antigenu, p¥iSemi alespon dva 2z t&chto kment maji
p¥{tomny LT enterotoxin a antigen fimbridlni K 88, Salmonella choleraesuis.

Inektivovand virovd suapenze se smési inaktivovanych bakteridlnich kmend piedehidtd
na 37 °C se za neustdlého intenzivniho michdni v mixeru nebo za pouZitf michadky emichd s
85 ml rozeh¥dtého Aguasorbu a to nejprve priddnim adjuvans s 250 ml smdsi, vy&kd se vazby
suspenze na adjuvans, coZ se projevi zhoustnutim smé€si pFibliZné po jednominutovém michdni
a ddle se za neustdlého michdni{ pozvolna priddvéd zbytek suspenze. Soudasnd se do vakciny
p¥iddvaji antibiotika penicilin a streptomycin do konedné koncentrace aa 500 j resp.
gamma/ml vakeiny, a fungizon 5 ug/ml. Celkovd doba miseni dostadujici k dokonalé homogeni-
zaci nepiekraduje 5 minut, obvykle dostaduji 4 minuty. Adjuvanstni vakcina se sterilné
plni do lékovek a uzavird gumovymi zdtkami a kovovymi oblimkami. AZ do doby pouZiti se
uchovévd p#i chladnidkové teploté 4 a2 6 °C.

Vakcina podle vyndlezu md toto slofeni :

8
1. UdrZovaci médium kultur obsahujici v 1 ml 10 » TCIDSO mutanty viru
Aujeszkyho choroby-CNCTC Ao 5/78, inaktivované 0,15% betapropiolaktonu 72 daily

Smés E.coli majici 0 antigeny 157, 147,64, soudasné s pFitomnosti LT

enterotoxinu a K 88 antigenu, insktivovanych 0,4% formolem ' 20 dild
Aguasorb hydrofilni bezvody 8 afld
Penicilin a streptomvein aa 500 j resp. gamma/ml Pungizon 5 um/ml

2. Udr¥ovaci médium tkdnovgfch kultur obsahujici v 1 ml 109’0 TCKD 50
mutanzy viru Aujeszkyho choroby CNCTC Ao 5/78, inaktivované_o.js%
betapropiolaktonu . 73 dily

Smés E.coli maj{e{ O antigeny 149, 141,147 a Salmonella cholerae-

suis, piidem? alespon jeden z kmeni E.coli (0149 : K 88 a,c,)

produkuje LT enteroxin a md K 88 antigen, inaktivovanych 0,4% formolen 20 di1d
Aguagorp hydrofilni bezvody 7 dild

Penicilin a streptomycin as 1000 j, resp. gamma/ml Fungizon 15 ug/ml
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NeSkodnost vakciny se ovéfuje jednak v pribdhu jejf vyroby, jednak u hotového produk-
tu. V prib&hu vyroby se kontroluji testy sterility v bujonmu a na krevnim agaru za aerobnich
a anaerobnich podminek kultivace sterilita bakteridlni suspenze a to pro keZdy kmen ve
vakciné pouZity (ov&Fovédno 1 % objemu kafdého kmene). Bezpednost kombinované adjuvantnf
vakciny se ovéfuje testem na tiech krdlicich, kterym se intramuskuldrn& aplikuje 2 ml
vakciny a sleduje se klinicky stav zvi¥ete, vE. teplotni kiivky. OSkovani krdlici slouzi
i pro ovéfeni udinnosti vakciny a to soudasnd vyhodnocenim titrd neutralizadnich proti-
14tek alespon 1 :.16 a jsou-1i pokusnd zviFata ochrdndna pied infekdni z&t&3{ po revakci-
naci (titry 128 aZ 256). Titry aglutinadnich protildtek se hodnoti p#imou aglubdinedni
reakci s jednotlivymi kmeny jednak povafenymi, jednak inaktivovanymi formolem. Za vvhovuji-
c{ je pokldddna vakcina, kterd vede k titrim aglutinadnich protildtek alespon 1 : 80 proti
Jednotlivym kmenim pritomnym ve vakciné (kalkulovdno na vlastni Fed8ni sérae bez priddni
antigenu), piicemZ nejvéts{ diraz je kladeny na reakce s formalizovanymi antigeny.

PF{tomnost LT enteroxinu v prepardtu je hodnocena kvantitativn$ pied inaktivaci titra-
cf bakteridlniho filtrdtu na VERO v bunkdch. Za vhodny je pokldddn prepardt majici titr
alespon 64.

Pro pouZiti kombinované vakeiny proti viru Aujeszkyho chorob® a G-tydkém, kterd byla

aplikovdna v prdbéhu hromadného onemocndni selat a prasnic doSlo k tomuto prukému poklesu

ztrdt 3

I. Etvrtleti 1977 - 700 ks thynu 27,25 % z podtu narozenych
II, d&tvrtleti 1977 - 259 ke thynu 11,10 % z podtu narozenych
III. &tvrtletf 1977 - 162 ks dhynu 6,03 % z podtu narozenych

V daldim obdobi jiZ nedochdzelo k vyskytu ndkazy.

PREEDMET VYNAKLEZU

1. Kombinovand vakcina proti Aujeszkyho chorobé a G-stievnim pathogennim mikrobim,

25 TCIDSO inaktivované mutanty viru

Aujeszkyho choroby CNCTC A0 5/78 a 105 aZ 108 inaktivovanych bakteridinich G-jedinct ,

vyznadujdfci se tim, Ze v 1 ml obsahuje 108’5 az 10

nap¥, enteropathogennich Egcherichia coli a nebo salmonel, v lipiodnom adjuvans.

2, Zpisob vyroby kombinované vakciny podle bodu 1, vyznadnjici se tim, Ze virus
Aujeezkyho choroby CNCTC AO 5/78 se kultivuje na tkdnovych kulturdch, nejvjhodndji na bun~
kdch stabiln{ linie vep¥ové ledviny (PK) v bezsérovém udriovacim médiu p¥i teplot& 36 a%
37 % po dobu 18 a% 48 hodin v zdvislosti na tplném rozpadu infikovangch bunek a potom se
po odd8len{ bunedné drti inaktivuje betapropiolaktonem, homogenizuje se pFi teploté do
42 % ¢ lipoidnim adjuvans a s 105 al 108 inaktivovanymi G-jedinci, predeviim enteropatho-

gennimi Escherichia coli nebo salmonel.

3. Zpdsob vyroby podle bodu 2, vyznaduiici se tim, Ze ve vakcind uZité adjuvans je

tvoreno vet¥ebatelnou lipiodni amési, kterd se smichd s virovou suspenzi nejvgfhodndji pri
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teplotd 30 a% 37 °C g p¥id4nim bakteridlni suspenze G-mikrobd, jejich% entigenni potence

byla zvyraznéns opakovanym rozrulenim jejich t&l eopakovanym zmrazenim a rozmrazenim.
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