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Izolat viru vepfového reprodukéniho a respiraéniho syndromu
(PRRSV) oznaceny jako ISU-P a uloZeny pod pfistupovym
¢islem ATCC VR 2402. Zpisob kultivace tohoto PRRSV
izolatu ve tkafiové kultute, ktera je citliva na infekci pro
replikaci viru na mnoZstvi dostateéné k ochrané Zivog&ichd
pfed PRRS nebo identifikaci molekulové struktury PRRSV
pro vyvo) rekombinantnich produktd, ktery zahmuje inokulaci
tkaniové kultury virem a ziskani replikovaného viru. Do
rozsahu feSeni naleZi rovnéZ tkanova kultura obsahujici
PRRSV vyse uvedeny izolat a zplisob ptipravy vakciny
ucinné pii ochrané veptt pfed PRRS, spocivajici v tom, Ze se
piipravi izoldt PRRSV, uvolni se virus do tkafiové kultury a
upravi se antigenni hmota zfedénim, zkoncentrovanim nebo
extrakci, pfiCemz se ziska imunologicky u€inné mnoZstvi

antigenni hmoty pro modifikovany Zivy (zeslabeny),
inaktivni, podjednotkovy nebo rekombinantni pfipravek.
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Izolat viru vepiového reprodukéniho a respiraéniho syndromu PRRSYV, zpiisob kultivace
PRRSY, tkaiiova kultura, zpiisob p¥ipravy vakciny a vakcina obsahujici PRRSY izolat

Oblast techniky

Vynélez se tyka izolatu viru vepfového reprodukéniho a respiraéniho syndromu (,porcine
reproductive and respiratory syndrom virus“ — PRRSV) oznadeny jako ISU-P. Rovnéz se
pfedmétny vynélez tyka zplsobu kultivace PRRSV izolatu ve tkatiové kultufe, ktera je citliva na
infekci, tkafiové kultury obsahujici PRRSV izolat a zpisobu ptipravy vakciny G¢inné pti ochrané
vepil pfed PRRSV. Obecné se predloZeny vynalez tyka diagnostickych a ochrannych antigenti
a vakcin pro reprodukéni a respiraéni chorobu selat a zplisobii jeho vyroby a pouziti.

Dosavadni stav techniky

Reprodukéni a respiraéni syndrom vepid je rychle se rozméahajicim ekonomicky devastujicim
problémem v USA a rovnéZ tak i v evropské produkci vepit. Tento syndrom byl nejprve popsan
v USA v roce 1987, pfi¢emz o dva roky pozdgji byly tyto zavéry potvrzeny podobnymi vyzkumy
v Evropé a Kanadé. Syndrom choroby byl oznafovan mnoha riiznymi ndzvy, zahrnujicimi
zéhadnou chorobu prasnic, abortus blau, choroba selat s modryma u$ima, epidemicky abortus
u vepili a respiraéni syndrom (PEARS), syndrom neplodnosti a respiraéni syndrom u prasnic
(SIRS - swine infertility and respiratory syndrome). Nazev reprodukéni a respiraéni syndrom
u vepit (PRRS) byl pouzivan az pozdéji.

Etiologické ¢inidlo schopné reprodukovat syndrom choroby bylo identifikovano jako maly
obalovy sféricky RNA virus, s primémym primé&rem virionu 62 nm a 25 — 30 nm velkym jadrem
obklopenym obalem. Virus byl piedb&iné zafazen jako ¢len rodu Arterivirus v rodiné
Togaviridae. Zde popsany izolat viru vepfového reprodukéniho a respiratniho syndromu
(PRRSV) napliiuje tuto pfedb&Zznou klasifikaci a byl shledan reprodukujicim chorobny syndrom.

Chorobny syndrom spojeny s PRRSV je charakterizovan akutnim a chronickym selhdnim
schopnosti reprodukce u dospélych prasnic a obtiznou aZ stfedni respiratni chorobou u mladych
podsvinéat. Reprodukéni selhani je charakterizovano pozdnim potratem, coZ vede ke zvySenému
vyskytu mumifikovanych, mrtvé narozenych a oslabenych narozenych selat s vyrazné snizenymi
Sancemi na preziti. RovnéZ byly popsany chronické problémy s opozdénym navracenim délohy
u infikovanych prasnic. Nésledujici respiraéni choroba zahrnuje stavy od horecky a intersticialni
pneumonitis az znaky stfedni choroby hornich cest dychacich (tj. kychani, kalani a nasalni nebo
o¢ni potize) u malych podsvin€at. V posledni dob& (1990) sérologické a chovné studie indikuji,
ze alespoii 50 % chovu vepii vUSA bylo vystaveno PRRSV nebo proslo chorobou
reprodukéniho sethani a respiraéni chorobou indikovanou u PRRSV infekce.

Vzhledem k nebezpeénosti tohoto chorobného syndromu byly v posledni dobé studie patogeneze,
epidemiologie a kontroly choroby omezeny. Je tfeba chéapat, Ze Ginny vyvoj a propagace
antigeni, obsahujicich PRRSV, bude usnadiiovat vyvoj PRRSV vakciny za u¢elem prevence a
kontroly reprodukéniho a respiraéniho syndromu u vepi.

Podstata vynalezu

Podstatou pfedmétného vynalezu je izolat viru vepfového reprodukéniho a respiratniho
syndromu (PRRSV) oznaceny jako ISU-P a uloZeny pod pfistupovym &islem ATCC VR 2402.

Do rozsahu vynélezu rovn&z naleZi zpuisob kultivace vyse uvedeného PRRSV izolatu ve tkafiové
kultufe, ktera je citliva na infekci, pro replikaci viru na mnoZstvi dostatené k ochrané Zivogichii
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pred PRRS nebo identifikaci molekulové struktury PRRSV pro vyvoj rekombinantnich produktt,

JehoZ podstata spociva v tom, Ze zahrnuje inokulaci tkafiové kultury virem a ziskéni replikované-
ho viru.

Ve vyhodném provedeni tohoto postupu tkafiova kultura obsahuje bun&fnou linii, a podle
nejvyhodnéjsiho provedeni je tkafiovou kulturou bunééna linie ,,African Green Moneky Kidney“.

Do rozsahu pfedmétného vynalezu rovnéZz naleZzi tkafiova kultura obsahujici vySe definovany
PRRSYV izolat.

Ve vyhodném provedeni je tato tkaflova kultura v primyslovém méfitku nad 25 litrd pfi
fluorescenéni protilatkové infekéni davce 50 na ml, FAIDs titru v&tSim nez 10°%/ml.

Do rozsahu predmétného vynalezu rovnéZz nalezi zpusob pfipravy vakciny uéinné pfi ochrané
veptl pred PRRS, jehoZ podstata spodiva v tom, Ze se pFipravi vySe definovany izolit PRRSV,
uvolni se virus do tkafiové kultury a upravi se antigenni hmota zfedénim, zkoncentrovanim nebo
extrakci, pfitemz se ziskd imunologicky Gi¢inné mnoZstvi antigenni hmoty pro modifikovany Zivy
(zeslabeny), inaktivni, podjednotkovy nebo rekombinantni pfipravek.

Do rozsahu pfedmétného vynalezu rovnéZ néleZi vakcina obsahujici vySe definovany PRRSV
izolat.

Ve vyhodném provedeni je tato vakcina pfipravena vyse definovanym postupem, ke PRRSV je
modifikovany Zivy (zeslabeny), a je v kapalné, zmrazené nebo vysusené forme.

Vyhodné je podle predmétného vynalezu vakcina, ve které PRRSV je inaktivovdn a smisen
s adjuvans a pfipadn€ obsahuje vhodnou konzervaéni pfisadu. Vyhodné je adjuvans budto na
bazi oleje nebo na bazi vody. Podle jesté vyhodné&jsiho provedeni je adjuvans vybrano ze skupiny
zahrnujici Freundovo kompletni adjuvans a Freundovo nekompletni adjuvans.

V pfipadé¢ vakciny podle vynalezu je vyhodné uvedenym inaktivovanym <¢inidlem bindrni
ethylenimin, beta propiolakton nebo formalin.

Vyhodna je podle piedmétného vynalezu rovnéZz vakcina, kde tkafiovou kulturou je bunééna linie
»African Green Monkey Kidney*.

Predmétem vynélezu je tedy virovy izolat, oznaceny jako ISU-P, ktery je pouZitelny pfi pfipravé
antigenli pro diagnostiku reprodukéniho a respiraéniho syndromu u vepii a vyvoléni ochranné
imunitni odezvy na virus reprodukéniho a respiraéniho syndromu vepit (PRRSV).

V predlozeném provedeni podle vynalezu muze byt PRRSV izolat ziskan zptisobem zahrnujicim
izolaci PRRSV ko-kultivaci 10 % hmotn./obj. plicnich homogenati zvirem infikovanych
podsvin¢at s primarni alveolarni makrofagovou nebo kontinualni bunéénou kulturou pfi teploté
35°C.

PredloZeny vynalez dale zahrnuje rozmnoZovani viru na vysoky titr v uréitych bun&&nych liniich
jako je ,African Green Monkey Kidney“ kontinuélni bun&na linie (MA 104) a jeji unikatni
klonovany derivat (9009B).

V rozsahu feSeni jsou rovnéZz zplisoby pfipravy a pouZiti Zivych virovych nebo usmrcenych
virovych antigenti (bé€znych nebo rekombinantnich) a vakciny, které se z nich ziskaji kombinaci
imunologicky u¢inného mnoZstvi viru s fedidlem a/nebo pfisadou.
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Podle vynélezu bylo zji§t&no, ze pfima experimentdlni imunizace prasnic Zivym virem nebo
kontaktem s prasnicemi imunizovanymi Zivym virem, brani reprodukénimu selhdni po
intranasalnim podnétu virulentnim PRRSV.

Podle vynalezu bylo rovn&Z zji§téno, Ze inaktivované PRRSV vakciny s pfisadami chrani
podsvin€ata pfed PRRS infekci po podnétu méfeno ztritou replikace viru ve vakcinitech ve
srovnani a nevakcinovanymi kontrolnimi podsvinéaty.

Jak je uvedeno vyse, je piedlozeny vynalez zamé&fen na izolaci PRRSV virového izolatu ISU-P
za iCelem ziskani virovych antigent pro pouZiti ve vakcinach a diagnostickych studiich. ISU-P
izolat byl ziskan z plicni tkané oslabenych narozenych selat. Ilustrativné je mozno uvést, Ze se
ziska tkanovy homogenat z plic, slinivky a lymfatickych 21z o koncentraci 10 % hmotn./obj.
v miniméalnim zékladnim médiu (Minimal Essential Media) doplnéném antibiotiky (MEM+A)
pro minimalizaci potencialni kontaminace. Surovy homogenat se vydefi a odstfed’uje pfi teploté
4 °C po dobu 15 minut pfi 1500 x g. Ciry supernatant se zfedi 1 : S v MEM+A a 1,0 ml se potom
adsorbuje na 48 hodin starou konfluentni monovrstvu MA 104 bunék nebo primarnich
alveolamnich makrofagi v nddobkach s plochou 25 cm’. Po 2 hodindch adsorpéni periody pfi
35 °C se monovrstvy promyji dvakrat s MEM+A a 5,0 ml MEM+A doplnénych 5,0 % gamma-
ozafeného fetalniho teleciho séra. Virové izoladni lahvi¢ky se potom inkubuji pfi teplot& 35 °C
v 5% CO, atmosféfe a denné se pozoruji na vyskyt cytopatickych G¢inkd (CPE). PRRSV ISU-P
cytopaticky ucinek zaine obklopenim malého mista 5 az 10 bun€k a pokraCuje az do stavu, kdy
je mnoho buné&k pyknotickych a oddéli se od substratu b&hem pribéhu 4 az 7 dnti po infekei.

ISU-P izolat byl potvrzen jako PRRSV izolét fluorescenénim vybarvenim protilatky s PRRSV
skupinou specifické monoklonalni protilatky, oznadeni publikované domény SDOW17. Navic
byly negativné vybarvené virem infikované buiiky zkouSeny transmisni elektronovou mikro-
skopii na pfitomnost virovych &astic. Pozorované virové &astice byly sférické a obalené virionem
s primérnym primérem 65 nm a pramérem jadra 27 nm. Tkaflova virova kultura charakterizova-
na timto zplisobem byla pouzita pro pokusnou reprodukci pozdniho potratu a reprodukéniho
selhani u bfezich prasnic (tabulka 1). Tabulka 1 ukazuje, Ze biezi mladé prasnice vystavené bud’
ISU-P infikovanym plicnim homogenatim (PRRS-hm) nebo ISU-P péstovanému v bunétné
kultufe (PRRS-tc) demonstruji typické znaky reprodukéniho a respiraéniho syndromu vepit
(PRRS). V PRRS-hm skupinich nebyla nalezena Zadna normalni vrzend selata. V PRRS—tc
skupinach byla pouze 4 ze 33 selat vrzena normalné. Ve srovnani bylo 29 ze 30 (96,7 %)
nevystavenych selat pfi vrhu normalnich. Skute¢nost, ze ISU-P i po purifikaci tkafové kultury
miZze reprodukovat PRRS, potvrzuje, Ze izolat je spravné klasifikovan jako rod Arterivirus
vrodingé Togaviridae. Tento izolat byl také shledan jako produkujici mirnou intersticialni
pneumonii u pokusné infikovanych selat.

Charakteristickym znakem pfedloZeného vynélezu je to, Ze¢ PRRSV podle vynalezu miize rist
v urditych buiikach tkafiové kultury, které u&inn& replikuji virus na hladinu dostaCujici
k poskytnuti antigenni hmoty nezbytné k inkorporovéni do vakcin, které mohou chrénit selata
a/nebo biezi mladé prasnice nebo prasnice pfed PRRS podnétem. Pro ilustraci je moZno uvést, ze
PRRSV miZe byt péstovan na tkafiové bunéiné kultufe oznatené MA104 od Whittaker
BioProducts. Pokusy s mnoZenim viru pouZivajici stejné kultivaéni podminky, s MA104 buiika-
mi ziskanymi ze tfi riznych zdroji naznaduji, Ze existuje vysoky stupeii variability mezi MA104
burikami, pokud jde o schopnost podporovat PRRSV replikaci na vysoky titr. Jedna MA104
bunééné kultura oznatend MA104(M) od Miles Inc., Agriculture Division, Animal Health
Products Group, a pouZita ve vy$e popsanych studiich, konzistentn& podporuje PRRSV replikaci
na vysoky titr. Dale klon bun&né linie, vyvinuty v Miles Inc., Agriculture Division, Animal
Health Products Group, ktery je odvozen od MA104(M), oznateny 9009B, podporuje replikaci
PRRSV na titry vy33i neZ rodi¢ovska bunééna linie. Preferovanou tkafiovou bunéénou kulturou
pro rust ISU-P je 9009B. Dale je podrobné&;si popis propagace bunécné kultury PRRSV ISU-P.
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Buriky tkafové kultury (MA104(M) a 9009B) byly kultivovany a udrzovany v Dulbeccové
modifikovaném minimélnim zikladnim médiu, s vysokym obsahem glukézy (DMEM/HG),
doplnéném 5 % fetdlniho teleciho séra a pufrovaném 1,3 g/l hydrogenuhli¢itanu sodného. Bunég-
né pasaze byly provedeny s dostate¢nym poétem bunék pro udrzeni konfluentni monovrstvy po
dobu 48 hodin. PRRSV ISU-P virové ziklady byly zfedény v DMEM/HG + 5 % fetalniho séra
pufrovaného na pH 6,8 s PIPES. Vir byl inokulovan na bun&nou vrstvu pfi malé multiplicité
infekce (MOI) a inkubovén pfi teploté 36 °C. Infikované kultury byly pozorovany denné na CPE
po dobu 4 aZ 7 dnti. Infikované kultury byly sklizeny, kdyz byl evidentni 90 az 100% CPE.
Maximéalni virovd antigenni hmota byla ziskdna po jednom cyklu zmrazeni na
=70 °C/roztati. Primémny virovy titr ziskany z propagace v MA104(M) buiikach se pohybuje od
10*° az 10** fluorescentni protilitkové infekéni davky/ml (FAIDsy/ml). Virové titry dosaZené
propagaci v 9009B bun&ném klonu se pohybuji od 10*° do 10%° FAIDsyml. Titry v tomto
rozsahu umozZiiuji, aby byla inkorporovana dostatetnéd antigenni hmota do komerénich PRRSV
vakcinovych pfipravki vétsiho objemu neZ 50 1.

Pro odborniky pracujici v daném oboru je ziejmé, Ze vzhledem k tomu, Ze PRRSV miize byt
rozmnozovan na vysoké hladiny antigenni hmoty, derivaty viru, zahmujici jeho podjednotky,
které jsou G€inné podle vynélezu, mohou byt ziskany prostfedky b&Zné znamymi v tomto oboru,
jako je napfiklad extrakce zviru. Dile mohou byt ochranné antigeny identifikovany
v molekulové trovni a reprodukovény a exprimovany za pouZiti rekombinantni technologie.

Virdlni kapaliny pro vakcinové pkipravky byly inaktivovany dvéma metodami. Zvolenymi
inaktivanty byly formalin a binirni ethylenimin (BEI). Inaktivace byla provedena standardnimi
metodami zde podrobné&ji popsanymi. Formalinova inaktivace byla provedena smisenim viralnich
kapalin se zasobnim 37% formaldehydem na kone&nou koncentraci formalinu 0,05 %. Smés
formalin—virus byla udrZzovéna pfi teplot& mistnosti (pfiblizné 25 °C) za nepfetrzitého michani po
dobu 24 hodin. Vzorky byly odebirany v &ase 0, 8, 12 a 24 hodin a zkouSeny na Zivy virus
v9009B burikdch. Cytopaticky efekt a fluorescenéni vybarveni se skupinou specifické
monoklonalni protilatky detekujici Zivy PRRSV se projevily pouze v dob& = 0 hodin.

Inaktivace s BEI byla provedena spojenim zisobniho 0,1 M BEI (20,5 g/l 2-brom—ethylaminu
HBR v 0,175 N NaOH) s viralnimi kapalinami na kone&nou koncentraci 1,0 mM BEI. Inaktivace
byla provedena udrzovanim smési BEI-virus pfi teploté mistnosti za konstantniho michani po
dobu 48 hodin. Virova inaktivace byla ukongena pfidavkem 1,0 M thiosiranu sodného na
kone¢nou koncentraci 0,1 mM za michéni po 2 hodiny. Vzorky byly odebirany v ¢asech 0, 2, 4,
8, 12, 24 a 48 hodin a zkouméany na Zivy virus jak je popsno vySe. Zivé PRRSV byly
detekovéany pouze v ¢asech =0, 2 a 4 hodiny.

Pt ptipravé modifikované Zivé nebo zeslabené vakciny podle vynalezu je PRRSV zménén tak, Ze
jesté muze infikovat hostitele omezenym zplsobem, ale nemuiZe piisobit znaky choroby
u hostitele. Normalné se takova zména viru provadi jeho pasaZovanim v nehostitelské burice,
jako jsou buiiky ,,African Green Monkey“ ledvin. Na po&atku virus neroste dobfe nebo neroste
viibec. V tomto pfipadé miiZe byt nezbytné zesilit virus tak, aby se adaptoval na rist v bunéné
kultufe. Toho miZe byt dosazeno pfidavkem viru k bun&né kultufe pfi vysoké nebo nizké
multiplicité infekce (MOI). Alternativné miZe byt virus posilen pasiZovanim nebo slepym
pasaZovanim samotnym s buikami, aZ je pozorovan cytopaticky efekt, coz indikuje, Ze virus byl
adaptovan. Jakmile bylo dosaZeno adaptace, zvySuje se titr viru, coZ je mozno pozorovat kdyz je
PRRSV izolat ISU-P pasaZovan z MA104(M) buné&éné linie do 9009B bunécné linie. Tabulka 1
ukazuje, Ze tkafiovou kulturou pasdzovany PRRSV ISU-P (PRRS-tc) miize byt méné virulentni
neZ ten, ktery byl izolovan z plicniho homogenétu, jako typicky vysledek adaptace. Hodnoty
popsané v tabulce 2 indikuji, Ze zpiisob vyroby vakcin podle pfedloZeného vynalezu poskytuje
vakciny, které jsou zejména G¢inné pii dosaZené ochrany proti PRRS.

Inaktivovany PRRSV ISU-P byl zpracovan s pfisadami nasledovné. K inaktivovanym kapalindm
byly pfidany prisady vybrané ze skupiny, zahrnujici Freundovo kompletni adjuvans (FCA),
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Freundovo nekompletni adjuvans (FIA), adjuvans na bézi carbopolu a Diamond Scientific
Adjuvans B (adj B). Tato adjuvans pfedstavuji hlavni typy pouZivané pfi vyrob& vakcin.
Adjuvans na bazi oleje predstavuji FCA, FIA a ADJ B. Adjuvans na béazi vody jsou
predstavovéana carbopolem. Inaktivovany PRRSV ISU-P miiZe popfipadé obsahovat vhodnou
chranici latku.

Vakcinoné piipravky s FCA a FIA byly pfipraveny emulgaci inaktivovaného viru, obvykle ve
stejnych objemech inaktivované virové kapaliny a adjuvans za pouZiti 18 guage dvojitého luer
uzaviraciho zafizeni a dvou stfikatek. Kapaliny byly stlatovany opakované sestavou mezi
stiikaCkami az do vytvofeni husté polopevné emulze. Emulze byly plnény pfimo do stfikagek pro
podavani.

Vakcinové pfipravky s Adj B byly pfipraveny smisenim zisobniho Adj B se stejnym objemem
inaktivované PRRSV ISU-P virové kapaliny. Adjuvans a virus byly miseny za michéani pfi
teploté mistnosti po dobu 1 hodiny. Vakcina s adjuvans byla asepticky pienesena do sterilnich
multidavkovych lahviéek a skladovana pii teploté 4 °C pied podanim.

Vakeiny na bazi carbopolu byly pfipraveny smisenim zasobniho carbopolového adjuvans
s inaktivovanymi virovymi kapalinami na kone&nou koncentraci adjuvans 10 % obj./obj.
Adjuvans a virus byly smiseny michanim pfi teplot¢ mistnosti po dobu 4 hodin. Vakcina
s adjuvans byla asepticky pfenesena do sterilnich multidavkovych lahvi¢ek a skladovéana pfi
teploté 4 °C pted podanim.

PRRSV ISU-P virus v preinaktivadnim titru nizkém az 10°° FAIDsy/ml byl pouZit v riiznych
vakcinovych pfipravcich, jak je popsano v tomto textu.

Za ucCelem prokazani, ze PRRSV izolat ISU-P by mohl chranit proti reprodukénimu a
respiraénimu syndromu vepiu, byly provedeny dvé& studie vakcinace/podnét. V prvni studii byly
4 mladé prasnice imunizovany zivym PRRSV ISU-P oronasalnim vystavenim viru bud’ pfimou
cestou nebo kontaktem s nemocnymi selaty. Dvé mladé prasnice stejného stafi byly ponechany
neimunizované (nevystavené) a byly ustijeny oddélené a slouZily jako kontrola. Pfimo vystavené
vakcinaty (€. 57 a €. 58) dostaly 3,0 ml virového inokula intranasalné. Tyto prasnice serokon-
vertovaly 14 dnit po vystaveni podle Indirect Fluorescent Antibory Test. Kontakti vystavené
mladé prasnice (€. 476 a €. 480) byly imunizovany oralni cestou po umisténi do t€&sného kontaktu
snemocnymi selaty. Tato selata serokonvertovala 90 dnli po expozici. Serokonverze je
indikovéna IFA titrem vy$§im nez 1 : 20.

Poté co imunizované mladé prasnice serokonvertovaly, byl jejich estrus synchronizovan a byly
biezi. Bfezost byla potvrzena ultrazvukem. 90. den bfezosti dostaly vakcinované a kontrolni brezi
mladé prasnice 3,0 ml PRRS virového podnétu intranasalné pii titru 1 x 10* FAID;,.

Kontrolni mladé prasnice ¢. 52 a ¢. 477 demonstruji ¢asné znaky choroby tim, Ze maji sniZenou
chut’ ke krmeni a zvy3ené télesné teploty (39,4-39,9 °C) dva aZ tfi dny po podnétu. Zadné
klinické znaky nebyly zaznamenany u ISU-P vystavenych (vakcinovanych) mladych prasnic.
Tyto vysledky demonstruji ochranu pfed klinickym syndromem respira¢ni choroby.

V3echny mladé prasnice byly chovany aZ do odstaveni mlad’at (4 tydny po vrhu). Tabulka 2
ukazuje vysledky z tohoto pokusu.

Vysledky jsou u vrhu zaznamenany jako délka biezosti (délka biezosti je normalné zkracena
PRRS infekci), mrtvé narozenymi nebo mrtvymi plody, oslabenymi selaty a mumiemi. Tyto
obtize pfi vrhu jsou v8echny indikaci pro PRRS infekci u bfezich mladych prasnic nebo prasnic.
Navic byl zaznamenan podet normélnich selat.
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Zadna z kontrolnich mladych prasnic nevrhla normalni selata (0 az 22 selat je normalni). Sedm
(7) ze 22 selat se narodilo mrtvych a 15 az 22 selat bylo oslabenych. Délka biezosti u kontrolnich
mladych prasnic byla zkricena o 2,5 dne, coZ je typické pro RPRRS u bfezich prasnic.
V imunizované skupiné (n = 50) 40 selat nebo 80 % bylo narozeno normalng. Sest (6) z 50 selat
bylo narozeno mrtvych a 4 z 50 plodii se jevily pfi vrhu jako mumifikované. Ve vakcinované
skupiné nebyla Zadna oslabené selata. Je ziejmé, Ze mladé prasnice piedem vystavené Zivému
PRRSV ISU-P, které byly zabfeznuty a pak jim byl podan podnét, jsou chranény pfed podnétem,
jak je demonstrovéano ztratou pfimych klinickych znaki choroby u mladych prasnic a ochranou
plodu, které nesou.

Je zfejmé, Ze protoZe IFA testovaci ¢inidla, ktera byla pouZita pro stanoveni serostatusu mladych
prasnic v této studii, byla odvozena od PRRSV ISU-P a protoZe je zde pfimy vztah mezi stavem
séra mladych prasnic a ochranou pfed PRRS, PRRSV ISU-P izolat by mohl byt pouzitelny
v diagnostickych testech, jako jsou Indirect Fluorescent Antibody testy, jak je zde demonstrova-
no, ELISA—testech, zkouskach sérové neutralizace, Direct Fluorescent Antibody zkouskach a
jinych diagnostickych zkouskach. Proto mohou byt podle vynilezu pfipraveny a pouzity
diagnostické zkousky odvozené od antigenu ziskaného z PSSSV ISU-P.

Ve druhé studii vakcinace/podnét, byla mladé selata (4 aZ 6 tydnu stard) vakcinovana n€kolika
inaktivovanymi, adjuvans obsahujicimi PRRSV ISU-P vakcinami. Vakcinovy antigenovy pool
byl pfipraven inaktivaci PRRSV ISU-P s BEI jak bylo d¥ive uvedeno a zpracovén s pfisadou bud’
Carbopol, FCA/FIA nebo Adj B. Druhy vakcinovy pool byl pfipraven inaktivaci PRRSV ISU-P
s formalinem jak jiZ bylo popsino a zpracovan se stejnymi uvedenymi 3 pfisadami. Byly
pfipraveny tfi imitované vakciny za G&elem potvrzeni toho, Ze pfisady a builky by nemély
stimulovat faleSnou imunologickou odpov&d’. Imitované vakciny byly pfipraveny pfidanim
neinfikovanych buné&k tkafiové kultury. KaZzdou vakcinou byla infikovana dvé selata. Vakciny
byly podévany subkutinné ve dnech 0, 21, 42 a 64. Sedm dni po posledni vakcinaci byl selatim
podan podnét intranasilng 10°° FAIDs, virulentniho Zivého PRRSV. Viechna. selata byla po

podnétu denn& sledovana na klinické znaky choroby. Navic byly odebirany vzorky krve a .-

zpracovany pro ziskani viru ve tkafiové kultufe. Zivy virus nalezeny v krevnim proudu po
podnétu znamena, Ze se objevila viremie.

Sérové neutralizalni titry byly hodnoceny na po&atku studie, v den podnétu a 19 dnl po podnétu.
Je tfeba poznamenat, Ze test sérové neutralizace je méné citlivy neZ IFA test pouzity v predchozi
studii. Proto nebylo moZno porovnat tyto titrové vysledky s pfedchzejicimi titrovymi vysledky.

Tabulka 3 uvadi vysledky podn&tu. Nebyly pozorovany Zadné klinické znaky choroby u vakcino-
vanych nebo kontrolnich selat. Déle ani vakcinaty ani kontroly nevyvinuly titry sérové
neutralizace béhem vakcinaéni periody. Toto indikuje, Ze nebyly vystaveny Zivému viru b&hem
této Casové periody (kontroly zistaly negativni) a také to indikuje, Ze vakciny nestimulovaly
humorélni odezvu dosti vysokou k tomu, aby byla méfena sérovym neutralizalnim testem.
Skutenost, Ze sérova neutralizace titrové odezvy po podnétu byla vyznamna indikuje, Ze vSechna
selata byla G¢inn& podnicena Zivym PRRS virem. Ové&fenim tohoto vystaveni podnétu jsou
procenta kontrolnich selat demonstrujicich viremii. VSechna kontrolni selata bez jednoho
(87,5 %) byla infikovana. Imunitni odpovéd® u vakcinovanych selat byla tak silna, Ze byla
schopna blokovat viremii. Pouze 1 ze 12 vakcinovanych selat (8,3 %) demonstrovalo viremii.
Vakcina tak chrani 91,7 % selat.

Aniz by nasledujici skute&nosti byly omezovany nebo vazany na né€jakou teorii, pfedpoklada se,
Ze zesilujici pasaZzovani piivodniho PRRSV izolatu pfes specificky upraveny klon MA104(M)
African Green Monkey Cells (9009B) mohlo Gsp&$n& zménit jeden nebo vice epitopli viru, coZ
vede ke zvySené imunogenicité tohoto viru a je tak umoZnéna vyroba vakciny v oblasti, kde
dosud védci nebyl Gspésni.
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Tabulka 1: Reprodukce pozdniho abortu a reprodukéniho selhéni u prasnic vystavenych PRRSV

izolatu ISU-P ve srovnani s nevystavenymi kontrolnimi prasnicemi

I. PRRS vystavena skupina

prasnice €. doba bfezosti pfiprava viru mrtv€ nar.  oslabend mumie normalni
(a)
57 112dnd  PRRS-hm’ 6 8 0 0
54 108dni  PRRS-hm 6 1 0 0
649 112dnid  PRRS-hm 3 7 0 0
58 112dnd  PRRS-hm 4 4 3 0
166 112dny ~ PRRS-tc% 0 2 6 1
164 113dni  PRRS-tc 2 2 5 1
80 110dné ~ PRRS-tc* 2 2 2 2
celkem 23 26 16 4

a= normalni doba bfezosti prasnic je 114
b= PRRSYV pozitivni gnotobioticky plicni homogenat selat jako inokulum
c= tkafiova kultura ziskana z PRRSV, 10*° fluorescentni protilitkova infekéni davka 50 na ml

(FAIDsy/ml)

d = tkafova kultura odvozena od PRRSV, 10*° FAIDs¢/ml
e = tkailové kultura odvozena od PRRSV, 10*° FAIDsy/ml

II. Nevystavena kontrolni skupina

prasnice ¢. délka

bfezosti
52 114 dnd
56 115 dnid
163 116 dnt
celkem

pfiprava viru mrtvé nar.

na
na
na

-0 O

[a—

oslabena

o O oo

mumie

O oo C

normalni

11
12
7

30

Tabulka 2: Vysledky vrhu ISU-P imunizovanych a neimunizovanych mladych prasnic

prasnice IFA titr délka bfezosti mrtvé narozend oslabena selata
¢ nebo mrtva

¢.
57V + 113 dni
58V + 114 dnti
476V + 113 dnt
480V + 114 dni
52C - 111 dnii
477 - 112 dnt
celkem

+  oznatuje IFA titr nad 20

— oznaduje IFA titr pod 20

V  oznacuje vakcinaty

C oznaduje kontroly

2X
4

NN OO

6 vake.
7 kont.

0 vake.
15 kont.

NI OO OO

mumie

SO O—Wo

4 vake.
0 kont.

normalni

7
11
10
12

0

0

40 vake.
0 kont.
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Tabulka 3: Souhrn pokust s PRRSV inaktivovanou vakcinou

Vakcinova skupina primérna SN prumérna SN virova izolace
kaZdého podnétu kazdého podnétu®

BEI, PRRS-Carbopol n=2 <1:2 1:82 neg/neg.
BEI PRRS-FCA/FIA n=2 <1:2 1:4 neg/neg.
BEIL PRRS-Adj B n=2 <1:2 1:5 neg/neg.
From., PRRS-Carbopol n=2 <1:2 1:23 neg/poz.
Form., PRRS-FCA/FIA n=2 <1:2 1:2 neg/neg.
Form., PRRS-AdjB n=2 <1:3 1:8 neg/neg.
imitovana vakcinova skupina

imitace AG—carbopol n=2 <1:2 <1:2 poz/poz.
imitace AG-FCA/FIA n=2 <1:2 <1:2 poz/poz.
imitace AG-AdjB n=2 <1:2 <1:2 poz/poz.

a= SN odezva 19. den po podnétu, ukonZeni pokusu

b= virové izolace z plazmy v jakoukoliv dobu béhem 19. dne po podnétu periody testu
virové izolace detekovana CPE v 9009B buiikich a potvrzenia FA vybarvenim stejného
PRRSV skupinou specifické monoklonalni protilaitky SDOW17

I kdyZ byl vynalez podrobn& popsén za ielem ilustrace, je tfeba chépat, Ze to bylo provedeno
pro Gely ilustrace a Ze je mozno uginit rizné variace, coz bude zfejmé odbornikiim v oboru, aniz
by byl poruden rozsah a my3lenka vynélezu, ktery je omezen pouze predlozenymi naroky.

PATENTOVE NAROKY

1. Izolat viru vepfového reprodukéniho a respiraniho syndromu (RRSV) oznadeny jako
ISU-P a uloZeny pod pFistupovym &islem ATCC VR 2402.

2. Zpusob kultivace PRRSV izoldtu podle niroku 1 ve tkafiové kultufe, ktera je citliva na
infekci, pro replikaci viru na mnoZstvi dostate¢né k ochrané Zivotichii pfed PRRS nebo
identifikaci molekulové struktury PRRSV pro vyvoj rekombinantnich produkti, vyzna&u-
jici se tim, Zezahrnuje inokulaci tkafiové kultury virem a ziskani replikovaného viru.

3. Zpusob podle niroku 2, vyznadujici se tim, Ze tkatiovd kultura obsahuje
bunéénou linii.

4. Zpisob podle niroku 3, vyznadujici se tim, Ze tkafiovou kulturou je bun&ena
linie ,,African Green Monkey Kidney*.

S. Tkaéiova kultura obsahujici PRRSV izolat podle naroku 1.

6. Tkéfiova kultura podle naroku 5 v primyslovém méfitku nad 25 litri pfi fluorescenéni
protilatkové infek&ni davce 50 na ml, FAID;, titru v&t3im nez 10>%ml.

7. Zpusob pripravy vakciny G&inné pfi ochrané vepii pted PRRS, vyznadujici se
tim, Ze se pfipravi izolat PRRSV podle naroku 1, uvolni se virus do tkafiové kultury a upravi
se antigenni hmota zfedénim, zkoncentrovanim nebo extrakci, pfiemz se ziska imunologicky
G¢inné mnoZstvi antigenni hmoty pro modifikovany Zivy zeslabeny, inaktivni, podjednotkovy
nebo rekombinantni pfipravek.
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8. Vakcina obsahujici PRRSV izolat podle naroku 1.

9. Vakcina pfipravena postupem podle niroku 7, kde PRRSV je modifikovany Zivy zeslabeny,
a je v kapalné, zmrazené nebo vysuSené formé.

10. Vakcina podle naroku 8 nebo 9, kde PRRSV je inaktivovan a smisen s adjuvans a pfipadn&
obsahuje vhodnou konzervaéni pfisadu.

11. Vakcina podle naroku 10, kde adjuvans je bud'to na bézi oleje nebo na bazi vody.

12. Vakcina podle niroku 11, kde adjuvans je vybrano ze skupiny zahrnujici Freundovo
kompletni adjuvans a Freundovo nekompletni adjuvans.

13. Vakcina podle niroku 11, kde inaktivovanym &inidlem je bindrni ethylenimin, beta
propiolakton nebo formalin.

14. Vakcina podle naroku 9, kde tkatiovou kulturou je bun&&na linie ,,African Green Monkey
Kidney“.

Konec dokumentu
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