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Vyndlez se tykd zptisobu vyroby inaktivované o&kovaci 1l4tky obsahujfci adiuvant urdené
k ochané proti Aujeszkyho nemoci.

Aujeszkyho nemoc, kterd dostala své jméno po prvnim &lov&ku, ktery ji popsal, Madarovi
Aladdru Aujeszky (Zbl. Bakt. Orig. 1903 I, 32, str. 353 a% 357) je ji%¥ dlouho zndmou nemoci
domécich zvi¥at zplsobujici t&Zké ztréty. Pfedevdim je napadén vepfovy dobytek, zv143té
mladd zvifata.

S postupujficim v&kem selat jsou onemocnéni konlici smrti mén& Zastd, onemocndnim dycha-
cich orgdnt, centrdlnfho nervového systému a komplikacemi doch&zf v¥ak ke ztrdtdm hospoddr-
nosti chovu zvi¥at. Virem napadend zvi¥ata mohou v sob& pFfechovdvat pdvodce onemocn&ni
po dlouhou dobu (1 a% 2 roky) a za plsobeni stresu (napfiklad p¥i porodu) se viry uvolnujf
a tim se nemoc ${¥{ (J. Am. Vet. Med. Ass. 176, str. 998 a% 1 000, 1 345 a%¥ 1 347, 1980).

Infikované prasnice ztréceji Casto embryo p¥ed&asnym porodem (Acta Vet. Acad. Sci.
Hung. 12, str. 17 aZ 23, 1962). Infikovani vep¥i maj{ také vyznamnou tlohu p¥i pF¥endZeni
Aujeszkyho nemoci na preZvgkavce (hov&z{ dobytek a ovce) (Acta. Vet. Acad. Sci. Hung. 12,
str. 53 aZ 58, 1962). -

zZpisob potiré&ni Aujeszkyho nemoci je zaloZen na tom, Ze je nutno chrénit specifickymi
protildtkami nemocf nejdast&ji napadend zvi¥ata, selata je¥té& sajici, v prvnich tydnech

jejich Zivota.

V Madarsku byla k ochran& proti této nemoci vypracovéna vyrobn{ technologie pro preven-
tivni hyperimuniza&ni serum (Acta Vet. Acad. Sci. Hung. 7, str. 423 a% 427, 1957). Z vepiu
z{skané hyperimuniza®ni serum sniZuje p¥i poddn{ ve sprédvném okamZiku ztrdty, jeho nedostatky
jsou vSak vyznamné: vyroba séra je velmi drahd a krom& toho se z organismu v krétké dobd&
vyluduje (v prib&hu 10 aZ 14 dni). Pro vysoké ceny sera nep¥ichdzi jeho pouZiti u mladych
zvifat a u vzrostlych zvi¥at v Gvahu.

Dal$fm krokem k ochrané proti Aujeszkyho nemoci je zaveden{ aktivni imunizace. Virové
kmeny se ruzngm zpisobem a v rizné mife oslabuji a pouZiv4 se jich k vyrob& vakciny. V Ma-
darsku je %Zivd vakcina, kterd obsahuje %Zivouci virus s oslabenou virulenci od roku 1961
obchodné dostupné.

PouZivd se ji k aktivni imunizaci vepfového dobytka, p¥e¥vfkavcd a psd (MAL. 16,
str. 42 aZ 45, 1961). Nemoci zplisobované hospodd¥ské ztrdty po zavedeni programu vakcinace
poklesly (Cah. Med. Vet. 43, str. 240 aZ 247, 1974}, pouZitf Zivouci virové vakciny md
v8ak n&kolik nedostatki:

1) Po imunizaci b¥ezich prasnic poskytuje obsah protildtky kolostra a mléka 4 aZ 6tyden-
ni pasivni imunitu selat. V pribdhu této doby nelze providdé&t imunizaci Zivouci virovou
vakcinou, proto¥e i mald hladina mizejfcfch kolostrdlnich ochranngch l4tek je dostatednéd
k z4brand pomnofenf viru v mi¥e pot¥ebné pro vznik aktivni imunity.

2) 7 t&chto ddvodi mohou byt ve stddu zvi¥ata, u kterfch byla vakcina bez ufitku a
v infikovaném stavu p¥edstavuji tato nedostate&n& imunni individua pfetrvavéni virulentniho
viru.

3) pPouZf{vini Zivouc{ vakciny je v mnoha zemich zakidzdno a v mnoha p¥ipadech se tento
zdkaz rozfifuje i na dovoz masa %fivouci vakcinou imunizovanych zvi¥at. To omezuje exportni
schopnost zem&, kde se imunizuje Zivouc{ vakcinou. '

4) Jakkoliv se v Madarsku vypracované, zeslabené vakciny aZ dosud osvé&d¥ily jako nefkod-
né a geneticky stédlé, informuji zahrani&nif publikace o pifpadech, kdy virové kmeny pouZfvané
pro vyrobu zeslabené vakciny ndhle zifskaly zpét svoji virulenci (The Vet. Bull. 43, str.
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str. 465 aZ 480, 1973; Dtsch. Tierarzt. Wschr. 85, str. 381 aZ 420), coZ vedlo k bouflivé
reakci na odkovdni vakcinou oSetfenych zvifat.

5) V Madarsku pou¥ivand zeslabend vakcina je pro psy a pro norky ne zcela bez nebezpel{,
ko&k&m imunitu nedodava.

Prdvé pro poti¥e spojené s Zivouci vakcinou byly ji%Z provéd&ny zkoudky vyroby inakti-
vované vakciny. K inaktivaci se pouZilo formalinu, oz&¥eni ultrafialovymi paprsky, beta-
-propiolaktonu, saponinu, krystalové violeti a ethanolu, jakoZto pomocné iétky gelu hydroxidu
hlinitého (Acta Microbiol. Hung. 2, str. 151 aZ 160, 1954; Arch. exp. Vet. Med. 21, str.

501 aZz 507, 1967).

Timto zpisobem vyroben& vakcina v3ak nebyla dostate&né& G&innd. Moderni zplsoby pouZivajf
k inaktivaci ethylethyleniminu, jakoZto adiuvantu DEAE-dextranu (Zbl. Vet. Med. B 20, str.
127 a%¥ 138, 1973), DEAE, dextran v¥ak vyvoldva alergické reakce.

Cilem vyndlezu je zplsob vyroby inaktivované vakciny proti Aujeszkyho nemoci,
1) kterd by byla stejn& G&inn& nebo G&inn&j3{ ne? zeslabend vakcina Aujeszkyho,

2) byla by nesSkodné pro zvife napadené Aujezskyho nemoci nezdvisle na jeho druhu a
st4¥{ a poskytovala by odpovidajici imunitu,

3) hodila by se k imunizaci selat chrén&nych prostfednictvim kolpstrdlnl imunity.

Podstata zplsobu vyroby inaktivované o&kovaci latky proti Aujeszkyho nemoci vypé&stovénim
kmene viru Aujeszkyho nemoci na bun&&né kultu¥e, sklizenim a inaktivaci viru a smisenim
a homogenizaci inaktivovaného viru s olejovym adjuvantem podle vynélezu spolivéd v tom,
¥Ye se jako kmen viru pouZije virulentni, pro vepfe pathogenni kmen viru Aujeszkyho nemoci
"Phylaxia" ulofeny v madarském zemském tUstavu pro zdravi (Orszégos Kozegészségligyi Intézet)
pod &f{slem 00236/82 v mnoZstv{ alespoh 10’ TKID,/ml.

Podle vynédlezu se tedy postupuje tak, Ze se z riznych Aujeszkyho kmenl na zdkladé
jejich imuniza&ni schopnosti voleny a pod &islem 00236/82 v OKI uloZeny Aujeszkyho kmen
"Phylaxia" okuje na primdrni fibroblastovou bun&&nou kulturu kufeciho zdrodku a pomnoZ{
se. Ziskand, viry obsahujic{ kapalina, se inaktivuje zn&mym inaktivadnim prostfedkem, s vyho-
dou ethyleniminem, a pak se smis{ se zndmym adjuvantem, s vyhodou s inkompletnim olejovym

adjuvantem.

Vynikajfici imuniza&ni pasobeni zplsobem podle vyndlezu vyrobené vakciny vyplyvéd z n&ko-
lika skutednosti. 2z tuzemské epidemie pochdzejfc{ virulentn{i kmen "Phylaxia" je charakteri-
zovan t&mito biologickymi vlastnostmi: miZe se Usp&3né& mnoZit jak v bun&lnych kulturich
tak také v hostitelskych zvi¥atech, m& vysoky infek&ni titr a m4 dobrou schopnost imuniza&ni.

K vynikajicf G&innosti p¥ispivd také Setrny inaktivadni proces, za jeho¥ parametri
(teplota, koncentrace inaktiva&niho prost¥edku, doba) zistdvaji chrdnici antigeny zachovény.
Inaktiva®ni prostfedek ethylenimin se p¥ed pouZitim ve form& z¥edé&ného vodného roztoku
cyklizuje. Imuniza&ni pisobeni Betrn& inaktivovaného antigenu se je¥t& zvySuje inkompletnim

adiuvantem "Phylaxia".

V nésledujicich p¥fkladech popsanym zplisobem p¥ipravend vakcina se pouZivd k imunizaci

vep¥l, hové&ziho dobytka a psi, pfifem? se imunizace s. vfhodou opakuje.

Vyndlez bli¥e objasfiujf ndsledujici p¥iklady praktického provedeni.
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P¥{f{klad 1
P¥{prava odkovaciho viru

Intracerebrdln& se infikujf{ krdlici o hmotnosti 2 aZ 2,5 kg kmenem viru Aujeszkyho
nemoci "Phylaxia" deponovaném v madarském zemském Gstavu pro zdravi pod &islem 00236/82,
izolovaném p¥i akutni epidemii. Na zvi¥atech se pozorujf{ charakteristické symptomy Aujeszkyho

~nemoci, smrt nastdvd po 72 aZ 96 hodindch. Za sterilnich podminek se vyjme mozek a z né&ho
se za pouZit{ fyzilogického roztoku chloridu sodného p¥ipravi 10% suspenze. PouZije se
j{ pro hromadné pomnoZeni viru.

P¥FL{klad 2
Vyroba suspenze vird

Podle p¥fkladu 1 zf{skany virulentni o&kovaci vir se namnoZi na primdrn{ na fibroblastové
jednovrstvové bun&&né kultu¥e ku¥eciho embrya nebo na podobné jednovrstvové bun&éné kultufe
v Rouxov& bafice o obsahu 2 000 ml (nebo v rotujicf{ bafice kolébacfho za¥izeni).

Jako ristového roztoku pro bun&&nou kulturu se pouZfivd Hanksova roztoku nebo roztoku
MEM-H, k udrZovdni a k namnoZeni{ viru se pouZivd Earlova roztoku nebo roztoku MEM-E. SloZeni
téchto roztokd je uvedeno v t&chto literdrnich pramenech: J. Nat. Cancer Inst. 8, 83, 1974;
Proc. Soc. exp. Biol. Med. 71, 196, 1949; Science 139, 1959; Bak4cs, Farkas: Orvosi virologia,
Medicina, Budapest).

Pro rist jednovrstvové buné&éné kultury pouZivany Hankslv roztok nebo roztok MEM-H
se obohatf 10 % telecfiho séra, zatimco roztok, pouZivany pro pomnoZeni viru neobsahuje
#4dné teleci serum. Po vytvo¥eni jednovrstvové bun&&né kultury se rUstov§ roztok slije.

Na kulturu se nalije vir obsahujfc{ udrZovac{ roztok. Kultury se inkubujf p¥i teploté&
37 % a%¥ do iplného rozrudeni buné&k (po pfibliZn& 48 aZ 72 hodinéé%). %z{skand suspenze
vird je pak vhodnd pro vyrobu inaktivované vakciny, jestliZe je sterilnf a infek&ni titr,
m&¥eny v bun&®né kultufe, je alespof 107 TCIDSO/ml.

P¥E{iklad 3
Inaktivace a formulace

Zpusobem podle p¥ikladu 2 ziskanéd suspenze virll se inaktivuje po dobu 6 hodin p¥#i
teploté 37 % ethyleniminovym roztokem o koncentraci 200 ag/ml. Roztok se p¥ipravi bezprostfed-
n& pfed svym poufitim cyklizac{ bromethylaminu. Pak se ethylenimin rozlo#{ natriumthiosulfé-
tem a hodnota pH inaktivované suspenze se upravi na 7,2 a% 7,4.

Pro kontrolu, zdali je suspenze skute&né inaktivnf, se popsanym zpisobem nasazend
bun&&nd kultura odkuje inaktivovanou suspenzi a odkuji se j{ d4le krdlici o hmotnosti 2 aZ
2,5 kg a ovce o hmotnosti 25 a% 30 kg.

Virovy materidl se pak smisi se stejnym objemem inkompletniho olejového adjuvantu
"Phylaxia". (Olejovy adjuvant "Phylaxia" je novy a sestdvd z 73 % oleje Marcol 52 a z 27 §%
povrchové aktivni latky, kterd je sm&si zndmych tenzidl SPAN 80, SPAN 20 a TWEEN 60. Vyraz
"Marcol 52" se poufivd ve vedkeré imunologické odborné literatufe a ve vyrob& vakciny pro
olej vyré&bé&ny firmou Esso.)

Vodnéd suspenze vird a olejovy adjuvant se zpracuji ve vysokotlakém emulgdtoru na stdlou
suspenzi, kterd se nerozpadd v teplotnim oboru 0 aZ +45 ©c. Hotové vakcina se za sterilnich
podminek plnf do ampulf a ampule se pak vzduchot&sn& uzav¥ou.
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P¥{klad 4
Zkouska na oCkovaci reakci

Popsanym zplsobem ziskané vakciny se v ddvce 2 ml naoZkuji intramuskuldrn& té&mto zkuSeb-
nim zvi¥atim: krdlik, ovce, pes, sele, ve std¥f 2 dnt, t¥{ tydnd a osmi tydnd a prasnice
v posledni t¥etin& bfezosti. Vep¥i se pozoruji po dobu t¥i m&sicl, ostatni zvifata po dobu
Sesti tydnd. V prib&hu této doby nedos$lo k Z&dné reakci na olkovén{.

P¥iklad 5
Imunizace selat.

Selata ve std¥f dvou dnli, t¥{ tydni a osmi tydni se vakcinujf intramuskuldrné vidy
2 ml vakciny. Po t¥ech tydnech se vakcinace opakuje. U o3et¥enych zvi¥at vznikaji specifické
protilatky, které chréndji selata p¥ed intranasélni infekc{ ddvkou 2 x 106 TCIDg, virulentniho
Aujeszkyho viru, zatimco neoSet¥end kontrolni selata p¥i stejné ddvce uhynou.

P¥{klad 6
Vytvad¥eni kolostrdlni imunity

- Chovné prasnice se v posledni t¥etin& b¥ezosti intramuskuldrn& ofet¥{ vakcinou podle
p¥ikladu 3 pouZitou v mnoZstvi 2 ml. OSet¥eni se opakuje po t¥ech tydnech, p¥i&en#- se doba
oSetfeni voli tak, aby bylo druhé olkovani dva tydny p¥ed p¥edpoklddanym dnem vrhu selat.

V kolostru oSet¥enych prasnic vznikaji specifické obranné latky, a proto se miZe namé¥it
je8t& sedmy den v krevnim seru sajficich selat st¥edni neutralizaéni titr 1:16. Tento viry

neutralizadni titr poskytuje ochranu proti virulentnimu viru v ddvce infekce 2 x 106 TCIDg-

Kontrolnf naodkovani 30, 60. a 90. den (kdyZ obsah ochrannych ldtek v kolostru kleséd)
vede u oSetfené skupiny k mortalité& 18, 26 a 40 %, zatimco vSechna selata neimunizovanych
prasnic uhynou. V mléce obsaZené specifické ochranné ldtky chrani tudi? mladd zvifata ve

std¥{, kdy jsou pro onemocn&ni nejndchylné&jsi.
P¥{klad 7
Vakcinace selat v obdobi kolostrdlni imunity

Selata imunizovanych prasnic podle p¥ikladu 6 majici kolostrdlni imunitu se odkuji
7. a 28. den zpisobem podle p¥ikladu 3 vZdy 2 ml vakciny. Specifické ochranné litky se
vytvo¥{i ve vysokém titru (1:44). Ve std¥{ 60 dni se selata intranas&dlné infikuji{ virulentnim
virem v dévee 2 x 10° TCIDg,-

Pokusnd zvifata nevykazujf Z4dné symptomy, zatimco kontrolni zvifata od neimunizovanych
prasnic a nevakcinovand selata ze 100 % hynou. Je tedy mo¥no Usp&¥n& imunizovat inaktivovanou
vakcinou také sajici selata majic{ kolostrdlni imunitu.

P¥i{iklad 8
Cetnost o&kovéani

Zpisobem podle p¥fkladu 6 v prib&hu své bfezosti dvakrdt vakcinované chovné prasnice
se p¥i nové bfezosti op&t ofkuji 2 ml vakciny (opakované ofkovdni). Tim se v kolostru oSetfe-
nych chovnych prasnic titr ochrannych l4tek opét siln& zvyS{i a jejich selata jsou pak chréné-

na proti kontrolnf infekci 2 x 108 TCIDg,-
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Naproti tomu selata v pribéhu druhé bfezosti neofkovanych chovnych prasnic vykazuji
vét8{ mortalitu (ve stdff 6 tydnd 35 %). To ukazuje vyznam nutnosti opakovaného odkovdnf
pro dosaZfeni{ dostateéné kolostrdlni ochrany u chovnych prasnic v prib&hu jejich b¥ezosti.
P¥{fklad 9

Imunizace ovci

Ovce ve stdrf 3 a 6 mésict se imunizuji 2 ml vakciny podle p¥fkladu 3. zZvifata se

15 dn{ po vakcinaci infikuji virulentnim virem Aujeszkyho nemoci v d&vce 1 000 TKIDsO. VSechna

zvi¥ata z nevakcinované kontrolni skupiny hynou, zatimco o3etf¥ené ovce nevykazuji %4&dné

p¥iznaky nemoci.
P¥i{klad 10

Psi ve stdf{ jednoho m&sice a Sesti mésicl se oSet¥i vakcinou podle p¥ikladu 3 v mnoZstv{
2 ml. OSet¥eni se opakuje po t¥ech tydnech. Ofettent psi 15 dni po ofkovdni a neoSetfeni
kontrolni{ skupina se infikuji{ virulentnim virem. Titr ochrannych l4tek v krvi imunizovanych
pst je 1:32 a zvi¥ata neonemocni, zatimco kontrolnf skupina hyne za charakteristickych
p¥iznakl nemoci.

PREDMET VYNALEGZU

Zplisob vyroby inaktivované o&kovaci latky proti Aujeszkyho nemoci vypéstovénim kmene
viru Aujeszkyho nemoci na bun&&né kultuf¥e, sklfzenfm a inaktivacf viru a smisenim a homoge-
nizac{ inaktivovaného viru s olejovym adjuvantem, vyznalujici se tim, Ze se jako kmen viru
pouZzije virulentni, pro vep¥e pathogenni kmen viru Aujeszkyho nemoci "Phylaxia" OKI

&. 00236/82 v mno¥stvi alespoii 10’ TKID, /ml.
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