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1

Vyndlez sa tfka inaktivovanej adjuvaninej vakeiny proti Aujeszkyho chorobe vnimavych
druhov hospodérskych a ufitkovych zvierat a sposcbu jej pripravy.

Virus Aujeszkyho chorob& vyvoldva nédkezlivé ochorenie u viacerych druhov hospoddrskych
a ufitkovfch zvierat, to je osipanych, hovadzieho dobytka, oviec, psov, na¥iek a koZudino-
vjoh zvierat, ktoré sa vyznaduje vysokou morbiditou a mortalitou a zapri&inuje vysoké néro->
dohospodérske straty. Ochranné odkovanie proti Aujeszkyho chorobe sa doposial robi prevéZne
pomocou Zivyoh vakoein, vyrdbanych z atenuovanych, respektive avirulentnych kmefiov /Zuffa, Ae,
Grunert, Z., 19T4s Les vaccines utilisés en Tchecoslovaquie contre la maladie D Aujeszky.,
Caho Méde Vér. 43, 334-337; Bértha, A., 196ls Kisérletek az Aujeszky-féle virus virulen-
ciéjénak szeliditésére., Magy. &llatorve lapja 16 /2/, 42-45/. %ivé vakciny z avirulentnych
kmehov s nedkodné a ich aplikécia‘v primeranej ddvke vyvoldva u o¥kovanych zvierat ochranu
proti klinickému ochoreniu pri ich kontekte & infekciou Jiugfa, Ae, 1976s The signifikance
of specific prophylaxie for control of Aujeazky's diseases, Proce. 4-th Int. Pig Vet. Soc,
Congre, Ames USA, G 10 /En/; Szabl, Ae, Grunert, Ze, 1971s Persistence of virulent Pseudo-
rabies Virus in Herds of Vaccinated and Nonvaccinated Pigs., Acta Virologicae, 15, 87-94/»
Proti pouZivaniu #ivfch vakein sa vyslovuji némietky, %e sa nimi vndSa do chovu a populdcie
odipanfch infekdné agens, ktoré mofe u vakcinovanych zvierat pretrvdvat a pri presune vak-

cinovanych zvierat do zdravich chovov sproatredkoval prenos infekcie /Skoda, Re, 19763 The
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control of Aujeszky s disease in large swine units by use of attenuated live vacoines. Pruce
4-th Int. Pig Vet. Soce Congre, Ames USA, G 6/, Baskerville, A., Perran, J.B., Dow, C.,
19732 Aujeszky s diaeaae in pigs., Vet. Bull. 43/9/, 465-480/. Tieto némietky proti pouZi-
vaniu 3ivych vakein sa stali opodstatnenymi najma potom, So sa dokizalo, Ze virus Aujeszky~
ho choroby, rovnako ako iné herpetické virusy ludi a zvierat, moZe po primdrnej infekoii,
doprevddzanej klinickym ochorgnim alebo prebiehajicej inaparentne, navodil pretrvévajicu
latentnd infekciu /Sabd, Ae, Rajééni,'J. 19765 Latent pseudorabies virus infection in pigse,
Acta virelogica, 20, 208-214/.

Pouzivanie Zivyeh vakein je preto indikované v oblastiach enzooticky zamorenyoh Aujesz~
kyho virusom, kym v oblastiach a 3tdtoch so sporadickym v¥skytom Aujeszkyho choroby sa od-
porida pouzival vakoiny inaktivované.

Osobitny viznem a uplatnenie najde \i¥innd inaktivovand vakein& proti Aujeszkyho cho-
robe pri ochrannom odkovani hovadzieho dobytka a oviec. Tieto druhy zﬁierat 8i totif ne in-
fekeiu Aujeszkyho virusom velmi vnimavé, priSom ochorenie prebieha vo vietkych pripadoch
letdlne. %ivé vakciny, nedkodné pre najnifBie vekové kategérie uvedenjoh druhov zvierat,
musia sa preto vyréba% z avirulentnych kmehov 8 limitovanou schopnos%ou reprodukcie v orga-
nizme odkovancove To viak znamend, fe pri antigennej stimuldcii sa uplathuje len malé mnois-
tvo inokulovaného vakocinadného virusu, Soho prejavom je pomerne slabd imunitnd odpoved.Pri
inaktivovanej vakeine moZno do aplikaSnej ddvky koncentroval pomerne velké mnofstve viruso-~
vého materidlu, ktorého antigenitu moZno aalej potencova% vazbou na vhodné adjuvens.

Inaktivované vakeiny, vyrdbané z orgénov experimenidlne infikovanjch zvierat, sa uké-
zali ako neudinné. Prvé pokusy o pripravu d&innej inektivovanej vakoiny proti Aujeszkyho
chorobe z virusu napestovaného na bunkovych kultirach a inaktivovenéno formaldehydom
/Koch, A., Abraham, E., 1952: Immunisationsversuche mit dem Auj@szkischen Virus., Acta vete
Hung. 1I/4/, 270-279.; Zuffa, A. 1963s Versuch zur Immunisirung von Laboratoriumstiere
Vund Schweinen mittels Pormaldehyd- und UV/Strahlen inaktieviertem Aujeszky-Virus., Archef.
Exptl. Vet.-med. 17/3/, 593-613/, alebo ultrafialovimi 1ddmi /predtym citoveny Zuffa, Bélé-
d1, I., Ivédnovics, D., 1954: Immunisierung von Laboratoriumstieren mit dem Virus der Au-
Jesgkischen Krankheit nach dessen Inaktivierung mit Ultraviolettstrahlen. Acta Miorobiole.
Acade Sci. Hunge. 2/1-2/, 151-160/, 8 poufitim gélu hydroxidu hlinitého ako adjuvans, sa
ukdzali nedspeiné. Ani rozrudenie infekdnosti Aujeszkyho virusu, napestovaného na bunkovych
kultirach, pomocou kyseliny dusitej neviedlo k priprave udinnej inaktivovanej vakeiny. Vo
vakoinach pripravenyoh z virusov inaktivovanjch pomocou saponinu /Barbinschi, C., Papado-
pol, M., 19661 Cercetari privind imuzarea in boala lui Aujeszky cu vacciu preparat din vi-
rus des culturs sdsorbdit si saponinat. Luer. Inst Pasteur IIT/1-1964/, 71-84/, alebo krys-
tdlovej vinleti /Nedjelkov, S. a spole; 1968s Versuche sur Herstellung von Vekzine gegen
Aujeszkysche xrankheit aus inaktiviertem Virus. 1. Mitt. Arch. exp. Vet. Med. 22, 499-507/,
nemo¥no vyliSit pritomnost infek&ného virusu /predtjm citoveny Baskerville a spole 1973/.
BfektivnejSou sa ukédzala vakofna pripravend Haralambievom a spols /Haraleambiev, H., Mermer~
-ski. K., Simeonov, S., 1967s Untersuchungen Bber die Immunogenitat der mit Aethanol inak-
tivierten Vaksine gene die Aujeszkysche Krankheit., Arche expe Vet Med. 21/2/, 501-507/
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z tkanivového virusu inaktivovaného pomocou etanolu s pridanim parafinového oleja ako
adjuvans, Nakolko ide o jednoduché zmieSanie vody s olejom, dochddza po krdtkodobom stdti
emulzie vakeiny k rozdeleniu na vodnd a olejovi fdzu. Simeonov a spol. /Simeonov, S., Va=
silev, V., Jotov, M., 19731 Sravnitelno izpitvanie na saponinovi vaksiny protiv bolestta
na Aujeszki., Vet, Med, Nauki 22434' 83-88/ nahradili olejové adjuvans saponinom. Porovné-
vali U8innos¥ troch inaktivovanjch vakein, pripravenych pomocou formaldehydu, krystélovej
violeti a saponinu. Borgen, HeCe, Expensen, L., 1970: Immunizing efect of photoinactivated
pseudorabies virus., Zbl. Bekte I. Orig., 214/1/, 13-16, predloZili v uvedenej publikdeii
dokaz o tom, Ze vystavenie Aujeszkyho virusu posobeniu ultrafialovych luSov vedie k rozru-
feniu jeho infek&nosti bez porusenia povrchovych Struktvr virionov a tjm k zachovaniu an-
tigenity. KedZe testovanie imunizadnyjch schopnosti virusu inaktivovaného ultrefialovymi
14dmi sa robilo aplikdciou velkjch, pre praktické ulely nepouzitelnfch ddvok, a nakolko
technické Taikosti inaktivécie a technologické problémy spracovania inaktivovaného virusu
na vakcinu ostali nedoriefené, nenasiel tento sposob inaktivdcie Aujeszkyho virusu pri vy-
robe vakeiny proti Aujeszkyho chorobe praktické uplatnenie. Preukazmi imunitnd edpoved vy-
volala vakcina predstavujica virus napestovany na bunkovej kulture stabilnej Skred8ej 1li-
nie BHK-21, inaktivoveny etyletyléniminom a viazany na dietylaminoetyl dextran /Skoda, R.,
Wittmann, G., 1973: Die Immunisierung von Schweinen mit Vakzinen sus Inaktiviertem Anjesz~
ky-Virus., Zbl. Vet. Mede. B_20, 127-138/., Jednordzové podanie vakeiny oSipanym v primera-
nych ddvkach vyvolalo aktivnu tverbu protildtok a chrdnenos¥ proti infekcii definovanym
mno¥stvom virulentného virusu. Neuddva sa vSak stupeh imunity po aplikdeii niZSfch ddvok
vakciny, resp. u dobytka len po dvojndsobnom odkovani, ako sa to vyZaduje pre praktické
poufivanie vakciny,.

Delagneau a spoles /De Lagneau, J.F., & spol. 19751 Immunisation contre la maladie
D'Aujeszky é 1°aide d‘un nouveau vaccin huileux a virus inactivé, Reces Méde Vet, 121/10 »
561-575/ pouZili pre inektivovanie Aujeszkyho virusu, pomnoZeného na bunkovej 1linii
IB-RS-2, klasicky sposob, to je formaldehyd a pre stimulovanie antigenity virueu lipoidné
adjuvans. Dvojndsobné podanie vakeiny vyvolalo u laboratornych zvieérat a oSipanych tvorbu
protildtok v titroch 1:16 a% 131128 a chrénenost proti infekecii definovanym mnoistvom le-
tdlnych ddvok. U&inni inektivoveni vekcinu proti Aujeszkyho chorobe pripravil Genov a
spol. tak, Ze virus inaktivoval 1,3-propiolaktonom a ndsledne ho viazal na adjuvans pred--
stavujici gél hydroxidu hlinitého /Genov, I., Rezadka, A., Genova, Ae, 19673 Poludavane
inaktivirana s betapropiolakton vakcina sreddu bolestta na Aueski s &tem Ruse/. Nedostat-
kom tejto vakciny je pouZity inaktivadny prostriedok, ktory bol vyradeny zo zoznamu létok,
pouZitelnjch pre pripravu bioprepardtov, nakolko sa dokdzala jeho mutagenita /Paerish,
BeJey Searle, CeDe, 19663 Carcinogenity of beta-propiolactone and 4-nitro quinocline N~oxi-
de for the skin of guinea pige, Brit. Je Cancer 20, 200-205/

Nevyhodou doposial navrhovanych inaktivovanych vakein proti Aujeszkyho chorobe Je,

Ze sd pripravené alebo z virusu napestovaného na kultirach stabilnjch bunkovth linii, &o
ovplyvhuje nedkodnost vekcin pre potencidlnu onkogenitu takychto tkaniv, alebo na primér-
nych kulturach pripravovanych z obli¥iek 1 aZ 3 mesadnych oSipanych, 8o zvySuje vyrobné
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nédkladye. Okrem toho, pri doposial pripravenych inaktivovanyoh vakcinach proti Aujeszkyho
chorobe nebol dostatodne deklarovany imunizadny idinok pre vBetky druhy vnimavych a ekono-
miocky zaujimgvych zvierat, pri aplikdeii rozdielnych ddvok vakeiny.

Uvedené nedostatky si rieSené inaktivovanou adjuvantnou vakecinou proti Aujeszkyho
chorobe vnimevych druhov hospbdérskych zvierat, obsahujvicou v 1 ml 10690 a3 10707 TKIDSO/
ml inaktivovaného virusu Aujeszkyho choroby, kmeha Rada~TK-5, uvedeného v Geskoslovenskej
zbierke mikrooréanizmov na Viekumném dstave veterindrneho lekdrstva v Brne Medlédnkach,
Hudoova ul. 60 pod ozmeenim COM V-95 a 107*> a2 10%*% TKID /m1 Inaktivovaného virusu
Aujeszkyho choroby kmeha Buk-TK-200 ulofeného v predtym citovanej zbierke pod oznadenim
CCM V=93, emulgovaného v lipoidno-saponinovom adjuvens a sposobom jej pripravy, pozostd-
vajicej z vyberu a vhodného pomeru imunogennych virusovyjch kmehov so schopnosfou rds¥
na heteroldgnom tkanive vzhladom k oSkovancom, U8innej inaktivécie etanolom a saponinom,
pri gachovani antigenity a pomeru inaktivadnyfch ldtok k amesnému antigénu vybratych viru-
sovjoh kmehov,

Virus Aujeszkyho choroby a to kmene BUK-TK-200 a Rada TK-5, sa osobitne pomnoZuju
zndmym sposobom na primdrnych kultdrach, alebo subkultirach kuracich, alebo kaéacich
embryondlnych buniek, narastenych na skle, alebo v suspenzii, Na kultivdciu bunkovych
kultir bouéitjch pre pomnoZenie uvedenych kmenov Aujeszkyho virusu sa pouZijd vhodné
$ivné média, najma tie, ktoré obsahuji fragmenty bovinného mliedneho albuminu a potrebné
mno¥stvo cicavéich, alebo vtddich sér /Portefield, J«S., 1967: Animal tissue culture, v
zborniku pod edi¥nym vedenim Maramorosha, K. a Koprowského, H., Acade Press New York/.
Nevyluduje sa poufitie definovanych médii obsahujicich ldtky ovplyviujice metabolickd a
mitotickd aktivitu buniek vo vrstvovych, alebo suspenznych kultirach. Bunkové kultiry sa
infikuji jednak kme iom BUK=TK-200 a Jednak kmenom Rada TK-5, pri multiplicite nd 0,1 do
1,0 TKID5° na jednu bunku. Po 24 a%¥ 48 hodinovej inkubdeii infikovanych kultdr pri 37 o
sa z{ska pomnoZeny virus v objeme udrZfovacieho média s infek¥nymi titrami pri kmeni Rala
TK-5 od 10%7° a2 10%+° a pri kmeni BUK-TK-200 od 107*° do 10%7 TKID, v 1 ml suspenzie.
Pripravené virusové suspenzie obidvooh kmenov Aujeszkyho virusu sa zbavia bunedného detri-
tu sedimentédciou, odetredenim, alebo filtrdciou. Virusové suspenzie kmehov Rada TK 5 a
BUK-TK~-200 s uvedenymi hodnotami infek&nych titrov sa spolu zmiedaji v Yubovolnom pomere,
8 vihodou v pomere 1:2 a nésledne inektivujd posobenim etanolu vo vyslednej koncentrdoii
od 15 do 25 hmotovych percent pri teplote 25 aZ 35 %c podas 18 a% 72 hodin, u¥inkom sapo-
ninu, ktory je silasne adjuvansom, vo vyelednej koncentrdcii od 0,05 do 0,4 hmotovych
percent pri teplote 20 aZ 35 %: po dobu 18 aZ 72 hodin, kombinovanym G¥inkom etanolu a
aappninu v jednom roztoku, alebo néslednym pridédvanim jednotlivych 1dtok bezprostredne
po sebe, alebo do uplynutia 72 hodin v uvedenych koncentrdciach polas 14 aZ 72 hodin v
rozsahu uvedenych teplot. Po kontrole inaktivdcie virusu, ktoré ga uskutodni intramusku-
14rnou aplikdciou krdlikom v ddvkach 2 af 10 ml, sa antigény emulguji so znémymi edju-
vantnjmi olejami v definovanom pomere vodnej féze k olejom. Lipoidno=-gaponinovd emulzia

vakciny sa stabilizuje uloZenim poSas 12 aZ 24 hodin pri teplote 20 aZ 25 %¢ a nésledne
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sa chladi na 2 a% 10 °C. Obsaeh adjuvantnfch olejov, ktoré obsahujui minerdlne oleje o kine-
maticke] viskozite 20_.106 aZ 120.106 m? , a.l. estery vysSich mastnych kyselin, akymi si
lanolin, arlacel, cereol a emulgdtory typu tweenov v takom pomere, aby vytvdrali emulziu
voda v oleji, alebo voda v oleji a vo vode, ktorych zastdpenie vo vakcine predstavuje 12

aZ 60 hmotovych %, s vyhodou 16 hmotovych %
Priklad prevedenia

Uvedeny priklad predmet vyndlezu nijak neobmedzuje, ani nevy&erpiva. Primérne kultiry z
kuracich, alebo kadacich embryi, alebo ich subkultiry, vytvdrajice na povrchu skla kulti-
vadnych nddob sivisli jednovrstvu, sa zbavia rastového média pozostdvajiceho z Earlovho
roztoku obohatendho o 7 hmotovych percent telacieho eéra a 0,4 hmotovych percent laktalbu=-
minhydrolyzdtu, prepldchnu 2 a% 3 krdt dstojnym fyziologickym roztokom a jednotlivo infi-
kujd kmenmi BUK~-TK-200 a Rada=-TK-5, uvedenymi v popisnej &asti, pri multiplicite infekcie
0,1 a% l:é ‘I‘KID50 na bunku. Infikované bunkové kultiry sa zaleju Earlovym roztokom oboha=
tenym o 0,3 hmotovych percent laktalbuminhydrolyzdtu a inkubujdi polas 24 aZ 48 hodin pri
37 %, Po virusspecificke] degenerdcii tkaniva, urSenej mikroskopicky, sa inkubdcia preru-
81 a zisksa infekdnd kvapalina, ktord sa zbavi bune¥ného detrdtu odstredenim, alebo filtré-
ciou cez gdzu. Dva objemové diely virusovej suspenzie kmena Buk-TK-200 s infekdnym titrom
najmenej 107’5 TKIDSO/ml a jeden objemovy diel suspenzie kmena Rada-TK-5 s infek¥nym tit~

rom najmenej 106

20 TKIDSo/ml sa spolu zmieSaji @ k zmesnej virusovej suspenzii sa pridd
etanol do vyslednej koncentrdcie 20 hmotovych percent a roztok saponinu o koncentrdcii 10
hmotovych percent vo vode do vyslednej koncentrdcie 0,1 hmotovyich percent vo virusovej
suspenzii. Inaktiva¥né prostriedky sa priddvaji v spoloénom roztoku, alebo v ndslednosti
bezprostredne po sebe. Inaktivdcia prebieha poSas 72 hodin pri teplote 30 °C.

Styri objemové diely zmesnej inaktivovanej virusovej suspenzie sa zmiedaji s 0,85
objemovymi dielmi Yahkjch minerdlnych olejov /napriklad Marcol/, 0,15 objemovymi dielmi
esterov vys&ich mastnych kyselin /napriklad Arlacel/ a s 0,02 objemovymi dielmi emulgd-
tora /napriklad Tween 80/ a zmes sa emulguje mieSanim v zariadeni pri vysokych obrdtkach,
alebo pod dinkom tlaku /napriklad Turmix, alebo Ultrathurax/ pri laboratornej teplote po-
Sas 60 sekind. Lipoidno~-saponinovd emulzia vakciny sa stabilizuje stdtim po&as 16 hodin

pri laboratdrnej teplote a ndsledne sa skladuje pri 2 a% 10 ¢,

$3innost inaktivovanej adjuvantnej vekciny proti Aujeszkyho chorobe, podla vyndlezu,
potvrdzuji vysledky v nasledujicej tabulke, v ktorej sa uvddzaji titre virus neutralizu-
jicich protildtok v krvnom sére roznych druhov zvierat vnimavych na infekciu Aujeszkyho
virusom v z4vislosti na mnoZstve i.m. aplikovanej vakciny a chrénenost proti vyvoldvaji-

cej infekcii definovanym mnoZstvom smrtelnfeh dévok.
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Tabulka 1
Chrénenost proti vy-
Titre VN-protildtok v krvnom
Druh sére po dvojrdzovej aplikd- volévajﬁcej 1nf:koéi
cil ¢see ml vakoiny g u zvierat oé-
2vierat kovaRfoh +o ml vekoiny
1 2 5 10 1 2 5
Norky 2-4 4-16 | 4-32 N 102 | 10° N
081 pané 4-16 | 8-32 | 864 | N 100 | 104 10t
§gg;§§; 2-16 | 8-64 | 8-128 |32-256| 104 | 106 | 10°

PREDMET VYNLLEZU

1. Inaktivovand adjuvantnd vakeina proti Aujeszkyho chorobe vnimavych druhov hospoddrs-
kych s uZitkovych zvierat vyznadujica sa tym, %e v 1 ml obsahuje 106’° aZ 10742
TKiDSolml inaktivovaného virusu Aujeszkyho choroby kmena Rade~TK-5 CCM V-95 a 107’5 ai
108’5 TKIDSO/ml inaktivovaného virusu Aujeszkyho choroby kmeha Buk-TK-200 CCX V-93,

emulgovandé v lipoidnom alebo lipoidno-saponinovom adjuvanse

2. Sposob pripravy vakeiny podla bodu 1, vyznadujici sa tym, Ze sa virusové kmene Aujesz~
kyho choroby pomnofujui na vrstvenych alebo suspenznych primokultirach alebo subkulti-
rach kuracich alebo kadacich embryondlnych buniek a potom sa inaktivujd udinkom etano~
lu vo vyslednej koncentrdcii v médiu od 10 do 25 hmotovych % pri teplote 25 °C a% 35 °C
pdéas 20 a% 72 hodin, alebo W¥inkom saponinu vo vyslednej koncentrdcii v médiu od 0,1
do 0,33 hmotovych % pri teplote 25 °C a% 35 °C podas 12 a% 72 hod., alebo kombinovanym
G¥inkom etanolu a saponinu v Yubovolnom poradi, alebo v spolodnom roztoku v uvedenych
koncentradnych pomeroch pri teplote 12 % a% 37 °C podas 12 a% 72 hod. 8 nésledne sa
emulguje 80 aZ 420 ml virusovej suspenzie v zmesi adjuvantnych olejov obsahujicich

60 a% 85 ml Yahkfch minerdlnych olejov a 3 a¥ 13 ml esterov mastnych kyselin.

3. Sposob pripravy vakeiny podla bodu 2, vyznadujici sa tym, Ze vytvorend emulzia sa sta-
bilizuje stdtim pri 12 a% 25 °C podas 10 a% 28 hodin a ndsledne sa ochladi na 2 ai
10 °c,
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