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Inaktivovand vakcina proti virovym pivodeim
reprodukénich poruch u prasnic

a zplisob jeji{ p¥ipravy

Regeni se tyké inaktivované vskeiny proti
reprodukénim poruchédm u prasnic, charakte-
rizovanych tzv. SMEDI syndromem. Vakcina

sestdvéd ze dvou virovych sloZek: parvoviru

prasat a enteroviru prasat. Typ enteroviru
Je volen tak, aby byla zabezpedlena imunita

proti prevalujicimu typu. Vakcina se pii-
pravuje tak, Ze se oba virové anbtigeny
pomnoZuji izolované na primdrnich bun&énych
kulturdch prasedich ledvin. PomnoZené viro-
vé suspenze se klarifikuji odstiedénim

a titruji se na prf{tomnost viru. K inakti-
vacl vird se s vyhodou pouZivéd formalin.
Suspenze inaktivovanych antigend v udriova-
cim médiu se misf{ s lipoidnim adjuvans

v pom&ru: 1 obj. dil inaktivovaného parvo-
viru, 1 obj. dil inaktivovaného enteroviru
a 1 obj. dil lipoidniho adjuvans. k
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P¥edm&tem vyndlezu je bivalentni inaktivovand vakcina proti vi¥znamnym virovym pivod-
ctm reprodukénich poruch u prasnic, parvoviru a enteroviru, a zpisob jeji pripravy.

Vakcina je urdena k imunoprofylaxi prasnic proti parvoviru a enteroviru, které jsou
p¥idinami reprodukénich poruch, charakterizovanych tzv. SMEDI syndromem. Hlavnimi p¥izna-
ky syndromu jsou potraty, odimrt a mumifikace plodd, rozeni mélo Zivotnych selat a nésled-
né sni¥end plodnost. Obranou proti uvedenym infekeim jsou predeviim humordlnf protilédtky,
jejich¥ tvorbu lze navodit parenterdlni inokulacf inaktivovanych vird, stimulovanych
vhodnymi adjuvantii.

Imunizace proti parvoviru byla dosud Fe3ena vyvojem rdznych druht vakein. Nedostatkem
téchto vakecin je, ¥e zabezpedujl ochranu pouze proti jednomu z pivodei.

Serologickym a virologickym vy3et¥enim v chovech se zvyXenym vyskytem mrtv& rozenych
selat bylo prokdzdno znadné rozii¥eni prasediho enteroviru typu 6.

Na zdklad¥ epizootologickych rozbord bylo zjisté&no, %e se oba viry v chovech prasat‘
vyskytuji paraleln¥ a klinické projevy mohou byt vyvoldny soub&Znym dfinkem obou pivoded.
Vyvoj bivalentni vakciny proti parvoviru a enteroviru, ktery je cilem vyndlezu, je proto
motivovén snahou o zabezpedeni imunoprofylaxe proti SMEDI syndromu v plné S{¥i.

Zérukou splnéni uvedeného poZadavku je inaktivovand vakcina proti virovym pévodecim
reprodukénich poruch u prasnic, charakterizovanych SMEDI syndromem, podle vyndlezu, jehoZ
podstata spodivd v tom, Ze inaktivovand vakcina sestdvéd ze stejnych objemovych dill suspen-
ze inaktivovaného parvoviru prasat v udrZovacim médiﬁ, suspenze inaktivovaného enteroviru
prasat typu 6 v udrfovacim médiu a lipoidniho adjuvans, obsahujiciho ve 100 objemovych di-
lech 5 obj. dif18 lipofilnfho neionogenniho tenzidu ze skupiny polyoxyethylenesterd nebo
polyoxyethylensorbitanesterd kyseliny laurové, palmitové, stearové nebo olejové, s vyhodou
polyoxyethylensorbitanmonooledtu, 45 obj. dild parafinového olejé a 50 obj. dild fyziolo-
gického roztoku. : '

Podstata zpisobu pPipravy této bivalentni vakeiny, ktery je rovn&Z piedm¥tem vyndleazu,
spodivé v tom, e se uvedené virové antigeny pomno¥uji kafdy zvl4%%t na primérnich bun¥d-
n¥ch kulturdch epitelu prasedich ledvin, znémym zpisobem klarifikuji, insktivuji formalinem
a po smiseni emulguji v lipoidnim adjuvans.

Charakteristika pouZitych virovych kmend:

Parvovirus 42/82 P byl izolovén z placenty prasnice poraZené v raném stadiu b¥ezosti
%z chovu s endemickym vyskytem reprodukénich poruch. Identifikace viru byla provedena sero-
logicky srovndnim se sbirkovym kmenem parvoviru prasat. Kmenovy virus je udrZovén ve zmra-
Zeném sgtavu pri -70 .

Enterovirus 42/82 E byl izolovdn z fétu prasnice porafené v raném stadiu bfezosti
2z chovu s endemickym vyskytem reproduk¥nfch poruch. Virus byl serologicky typizovén jako 6.
typ prasedfho enteroviru. K typizaci byla pouZita sada typovych sér p¥ipravenych imunizaci
krdlikt sbirkovymi kmeny prasedich enteroviri. Kmenovy virus je udrfovén ve zmra¥eném ste-
vu pi =70 °C.
MnoZeni parvoviru

Virus je mnoZen na rozristajicich se primdrnich kulturdch prasedfich ledvin. Bunky
ziskané trypsinaci fragmentl prasedich ledvin jsou suspendovény v Zivném médiu a nasazeny
v denzit® 10° v 1 cem do kultivadnfch nddob. Inkubace probihd v termostatu p¥i +37 °C. Za
24 h jsou kultury kontrolovény pod mikroskopem a pokud jsou na st&n& nddob zjistovény drob-
né ostrivky nové narostlych bundk, je kultura vhodnd k infekeci parvovirem.

Virus je p¥i{mo aplikovdn do média rozrostlych bun¥dnych kultur v 5%nim oba‘emu kulti-
vadniho média. Virus se mno¥i pozvolna, nejvdti{ koncentrace dosahuje cca po 5 denn{ inku-
baci, kdy se pausdind sklfz{. V prib&hu inkubace se bun¥&né kultura postupné rozristd
a soubd¥n& se virus pomnoZuje bez vyrazného cytopatogenniho efektu. Po skondeni inkubace se
kultura zmrazi pPi teplot® niZ¥{ neZ -20 %c. K uvolndni viru se doporuduje kultivadni ldhve
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2x aZ 3x zmrazit a op¥t rozmrazit, naleZ se virovd suspenze lehce odstfedi. Koncentrace
viru se stanovi hemaglutinadnim testem s mor¥ecimi krvinkami. Specifita viru se ovéiuje
hemaglutinadng inhibidnim testem se sérem monospecificky pozitivnim na parvovirus. Virus,
ktery bude zpracovén na vakeinu v pribdhu 14 dnd lze ponechat v chladfrn p¥i +4 %, p¥i
del#fm skladovén! se zmraZuje na -20 °C.

MnoZeni enteroviru

Virus je pomnoZovén na kompletnim porostu bun¥iné kultury epitelu prasedich ledvin.
Bunky ziskané trypsinaci tkénovych fragmentd jsou suspendovdny do ¥ivného média a nasazeny
v denzitd 1()5 v 1 cem do kultivadnich nddob. Kultury jsou inkubovény pi-i teploté 37 % a3

~ do dosaZeni kompletniho porostu na st&n& lshvi, coZ byvd obvykle za 4 dny. Zivné médium je

slito & nahrazeno udriovacim médiem bez séra a kultury jsou pfipraveny k infekci virem.

Virus je inokulovén p¥imo do udrfovaciho média v mnoZstvi 2 aZ 3 % objemu kultivadni-
ho média v nédob&.

Enterovirus se vyznaduje rychlym ristem doprovédzenym typickym cytopatogennim efektem
charakterizovanym zakulacovénim bundk a jejich uvolnovénim ze skla. Po uplném rozpadu bu-
n&éné kultury se lahve s narostlym virem jednou zmrazi na -20 % a po rozmrazeni se mirnym
odstPeddnim vydei{. Koncentrace viru v suspenzi je ov&¥ovéna titraci na primdrnich bun&é-
nych kulturdch prasedich ledvin ve zkumavkéch. K pfipravé vakciny je vhodny virus o titru
minimglns 107 TCID50/0,1 ccm.

Specifita viru se ovéfuje seroneutralizalnim testem se specifickym sérem na prasedi
enterovirus typu 6. Vytitrovany virus s ovifenou sterilitou a specifitou je piipraven k vy~
T0obd vakclny. Virus lze skladovat 14 dnd pr1 teploté +2 °C pii del¥fm skladovéni.se dopo-
ruduje zarazit pri -20 .

Pfiprava vakeiny

Inaktivace parvoviru a enteroviru probfhd odd&lens. K virovym suspenzim se za stdlého

" mfchdni pozvolna priddvéd p¥i pokojové teplot¥ zted¥ny formalin (10 %), a to na 100 ml viro-

vé suspenze 1 ccm z¥eddného formalinu tak, aby bylo dosaZeno vysledné koncentrace forma-
linu 0 1 %. Inaktivace probihd pii pokojové teplotd 5 a¥ 6 h. Potom se virovd suspenze ulo-
1 do lednlce pi +2 %.

Po 3 denni inkubaci p¥i teplot& +2 °c se ovéi‘uje, zda bundiné suspenze neobsahuji re-
zidua Zivého viru. Inokulaci bun#&dnych kultur se ovéruje absence enteroviru a hemagluti-
naénim testem s morfecimi krvinkami sbsence parvoviru.

K piipravé bivalentni vakciny se michd:

1 dil inaktivovaného parvoviru
! dil inaktivovaného enteroviru
1 dil lipoidniho adjuvantia

Smési se michaji p¥i pokojové teploté 4 a% 6 h. Potom se vakcina uloZf do chladirny
p¥i teploté +2 %G, Vakcina mé vzhled homogenni $edobild emulze, jeji konzistence se nem¥ni
ani po né&kolikamdsi&nim skladovéni.

U vakciny se provadf tyto zkougky:
Zkou¥ka sterility

Vakcina se naolkuje na plotny krevniho agaru a do tekutého Zivného média. Po priméfené
délce inkubace se nesmf vyskytnout bakteridin{ a plfshové kontaminace.

Zkouska nefkodnosti

Zkouska ne¥kodnosti se provddi na dvou odstavenych selatech. Selata se olkuji ddvkou
a 3 cem intramuskuldrnd. Po naodkovén{ se selata klinicky sledujf 10 dnf. BShem pozorovaci
doby nesmi dojit ke zvy%eni teploty a ke zhorfeni zdravotniho stavu.

Zkouska déinnosti
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Doporuduje se provédét na skuping 4 a¥ 6 krdlfkf. Krdlici jsou imunizovéni alml
a po 14 dnech revakcinovéni stejnou dédvkou. Za 10 dnf po revakcinaci se odebere krev pro
serologické vyset¥eni specifickych protildtek. Imunita proti enteroviru je dosta®ujici
pokud seroneutraliza¥ni titr dosdhne minimélni hodnoty 1 : 128, Imunita proti parvoviru
je dostadujfci pokud u poloviny imunizovanych krélikd dosdhne hemagiutinaéné inhibiéni
titr minimélni hodnoty 1 : 32.
Pozn. Tvorba protildtek proti parvoviru prasat u krélfkd je relativn& niZ3{ ne’ proti en-
teroviru. '

Délka exspirace vakciny je 8 mésict od data vyroby, za predpokladu, Ze byla uloZena
p¥i teplotd +2 a% 4 °C. :

PATENTOVE NLROKY

1, Inaktivovand vakcina proti virovym phvodclm reprodukdnich poruch u prasnic, cha-
rakterizovanych SMEDI syndromem, vyznadujici se tim, Ze sestdvd ze stejnych objemovych di-
18 suspenze inaktivovaného parvoviru prasat v udriovacim médiu, suspenze inaktivovaného
enteroviru prasat typu 6 v udrfovacim médiu a lipoidnfho adjuvans, obsahujiciho ve 100 ob-
jemovych dilech 5 obj. diln lipofilniho neionogennfho tenzidu ze skupiny polyoxyethylen-
estert nebo polyoxyethylensorbitanesterd kyseliny laurové, palmitové, stearové nebo olejo-
vé, s vyhodou polyoxyethylensorbitanmonooledtu, 45 obj. d{18 parafinového oleje a 50 obj.
d{i1d fyziologického roztoku. ’

2.‘Zpﬁsob pFipravy vekciny podle ndroku 1, vyznadujfci se tim, Ze se uvedené virové
antigeny pomnofuji ka¥dy zv143t na primérnfich bun¥&nych kulturéch epitelu praselich ledvin,
zndémym zpdsobem klarifikujf{, inaktivujf formalinem a po smiseni emulguji v lipoidnim
adjuvans. ' '
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