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Vakcina

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka zlep$enych zpusobl indukovani ochranné
imunity v0(& Mycoplasma hyopneumoniae, specificky vyuzivajicich
inaktivovany bakterin Mycoplasma hyopneumoniae v mnozstvi, ktere je v
jedné davce uginné pro imunizaci zvifete, jeZ je prijemcem, vUci infekci

vyvolané Mycoplasma hyopneumoniae.

Dosavadni stav techniky

Mycoplasma hyopneumoniae je etiologické agens praseci
mykoplazmatické pneumonie (zanétu plic). Toto onemocnéni je dalezitou
pfiginou ekonomickych ztrat v prumyslovém chovu veprd, zpUusobenych
snizenim hmotnostnich pfirdstki a malou uéinnosti vykrmu. Toto
onemocnéni vyvolava- chronicky kasel, matnost srsti, opozdény rast a
$patny vzhled v pribéhu nékolika tydnl. U nakazenych zvirat jsou
pozorovany charakteristické leze, tvofici nachové az $edé oblasti,
splyvajici zejména na bfisni strané plicnich hrotl a srdec¢nich chlopnich.
Adkoliv toto onemocnéni zapfidifiuje jen nizkou Umrtnost, zasazena
zvifata jsou c¢asto néachylna k druhotnému infikovani prilezitostnymi
patogeny, jejichz dusledkem je uhyn nebo stres. Samotné ekonomické

ztraty byly odhadnuty na 200 az 250 miliond dolard ro¢né.

Mycoplasma hyopneumoniae je pomalu rostouci, povazkovita
bakterie, postradajici bunécnou sténu. Casto je obtizné ji isolovat z
dychaciho traktu vzhledem k Mycoplasma hyorhinis, béznému
druhotnému agens, které se rovnéZz nachazi v dychacim traktu.
Onemocnéni se rozéifuje aerosolem, vytvarenym pfi kaslani a primym
stykem s nakazenym nebo zotavujicim se prase¢im prenasSecem,

bacilonosi¢em. DuUsledkem smichani infikovanych a neinfikovanych




zvifat jsou &asné a Casté opakované infekce. Infekce Casto poéina
infikovanim selat prasnici bacilonosi¢kou uz v prubéhu jejich vrhu.
Vzhledem k technologiim Fizeného chovu se infekce stane zfejmou az v
pozdé&jsim obdobi jejich Zivota. Pfidavna infekce je dasto pozorovana az
po odstaveni selat, kdyz jsou dana dohromady. Zretelna infekce je u
prasat b&zné pozorovana v jejich Sestém mésici véku nebo pozdéji. U
nakaZzenych zvirat jsou vyznamné sniZzeny rychlosti ristu a rychlosti
zuzitkovani krmiva. Lédeni za pouziti antibiotik je nékladné a vyzaduje
deléi tasové obdobi. Problémem je také opakovani infekce. V souCasné
dobé jsou nejuginngjdi medotou k zabranéni infekci a jejich nasledkim

vakciny.

Fort Dodge Animal Health (FDAH) dodava na trh bakterin
Mycoplasma hyopneumoniae pod nazvem Suvaxyn® Respifend® MH pro
pouziti jako vakcina k ochrané zdravych prasat vaci  klinickym
piiznakam, které vyvolava Mycoplasma hyopneumoniae. Vakcina
obsahuje Carbopol® jako adjuvantni latku a doporucuje se jako ve dvou
davkach podavana vakcina pro selata alespon tyden stara, pficemz
druha davka se aplikuje dva az tfi tydny po prvni vakcinaci. Ovsem
vakcina podavana ve dvou davkach ma béznou nevyhodu nutnosti dvoji

manipulace se zvifaty k dosazeni piné ochrany vuci onemocnéni.

Predmétem piredkladaného vynalezu je tedy poskytnuti ucinné
vakciny vaé&i Mycoplasma hyopneumoniae, ktera vyvola ochrannou
imunitu a zabrani onemocnéni vyvolavanému timto mikroorganismem pfi

podani pouze jedné davky vakciny.

Dalgim predmétem predklddaného vynalezu je poskytnuti
vakcina&niho, od&kovaciho prostfedku, vhodného pro pouziti u prasat
vO&i infekci a onemocnéni, které vyvolava Mycoplasma hyopneumoniae,

ktery mtze byt pouzit v kombinaci s jinymi bakteriny a/nebo toxoidy.




Jesté dalsim predmétem predkladaného vynalezu je poskytnuti
zplsobu prevence onemocnéni nebo zplUsobu zlepsSeni stavu, jehoz
pGvodcem je Mycoplasma hyopneumoniae, pouzitim adjuvantniho
prostfedku zvysujiciho imunogennost bakterinu tak, aby po jedné davce

vakciny vyvolal ochrannou imunitu.

Dalsi pfedméty a rysy tohoto vynalezu se stanou zfejmymi z

podrobného popisu vynalezu, uvedeného nize.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tyké vakcinaéniho prostredku pro
imunizaci zvitat vag&i infekci Mycoplasma hyopneumoniae, zahrnujiciho
imunizujici mnozstvi inaktivovaného bakterinu Mycoplasma
hyopneumoniae; adjuvantni smés, obsahujici polymer kyseliny akrylové
a smés metabolizovatelného oleje s blokovym kopolymerem
polyoxyethylenu a polyoxypropylenu; a farmaceuticky prijateiny nosic,
pfiéemz tento vakcinaéni prostifedek vyvola po jednom podani

ochrannou imunitu viéi Mycoplasma hyopneumoniae.

V jiném aspektu pfedkladany vynalez poskytuje imunogenni
prostiedek  pro imunizaci zvifat  vUci infekci Mycoplasma
hyopneumoniae,  obsahujici  inaktivovany  bakterin Mycoplasma
hyopneumoniae kombinovany s vySe uvedenou adjuvantni smési a
farmaceuticky prijatelnym stabilizatorem, nosi¢em nebo redidlem.
Adjuvans je v tomto vakcinaénim prostfedku obvykle pritomno v konecné
koncentraci pfiblizné 1 az 25 % (objem/objem) a léepe pfiblizné 5 az 12
% (objem/objem). Prostfedek mlze také zahrnovat dalsi slozky vakciny,
zahrnujici inaktivované bakteriny nebo vycisténé toxoidy jednoho nebo
vice z patogend, jako jsou Haemophilus parasuis, Pasteurella
multiocida, Streptococcum suis, Actinobacillus pleuropneumoniae,

Bordetella bronchiseptica, Salmonella choleraesuis a leptospira, a muaze



byt podavan intramuskularne, subkutané, oralné, v aerosolu nebo

intarnasalne.

V jeété jiném aspektu predkladany vynalez poskytuje zplsob
ochrany zvifat v0G¢i  onemocnéni,  zpusobenému Mycoplasma
hyopneumoniae, podanim jedné davky vyse uvedené vakciny s obsahem
inaktivovaného bakterinu Mycoplasma hyopneumoniae a adjuvantni

smesi.

Podrobny popis vynalezu

Veékeré patenty, patentové pfihlasky zde uvadéné a jina zde
uvadéna literatura jsou do tohoto vyndlezu zacdlenény ve své Uplnosti

jako odkaz. V pfipadé nesrovnalosti bude rozhodujici predkladany

vynalez.

Tak, jak je zde pouzivan, ozbaluje vyraz "bakterin" bakterialni
vytazek, ktery byl inaktivovan a ktery mGze pfi podavani zvifatim
vyvolat v kombinaci s uré¢itymi adjuvantnimi latkami ochrannou imunitu kK

obrané vidi onemocnéni nebo infekci.

Vyraz "adjuvantni" oznacuje prostfedek, obsahujici jednu nebo
vice z latek, které zvy$uji imunogennost a ucinnost bakterinu

Mycoplasma hyopneumoniae ve vakcinaénim prostredku.

Tak, jak je pouzivan v popisu vynalezu a v patentovych néarocich,
oznaduje vyraz "MHDCE" bunécné ekvivalenty DNA z Mycoplasma

hyopneumoniae (Mycoplasma hyopn. DNA cell equivalents).

"Imunizujici mnozstvi" je takové mnozstvi bakterinu, které bude
poskytovat imunitu vaci  Mycoplasma hyopneumoniae. "lmunizujici

mnozstvi' bude zavislé na druhu, rase, véku, velikosti, zdravotnim stavu




a na tom, zda byla zviteti jiz pfed tim aplikovana vakcina vUuéi stejnému

organismu.

Piedkladany vynalez poskytuje vakcinu vucéi  Mycoplasma
hyopneumoniae, kteréd je vhodna pro imunizaci jednou davkou. Vakcina
podle predkladaného vynalezu zahrnuje adjuvantni smés, ktera zvysuje
imunogennost bakterinu a umoznuje tak vyvolani ochranné imunity

jednim podanim.

Vakcina muOze byt pripravena z cCerstvé shromazdénych
(sklizenych) kultur zpUsoby, které jsou v oboru standardni (viz napfikiad
US Patent 5 338 543 nebo US patent 5 565 205, stejné jako nize
uvedeny Pfiklad 2). PFi takovém zplUsobu muzZe byt organismus
rozmnozovan v kultivaénim médiu, jako je kompletni médium pro PPLO
(organismus  podobny Pleuropneumoniim, Pleuropneumonia-like
organism), dodavany firmou Difco Laboratories. Rust organismu je
sledovan standardnimi technikami, jako je stanoveni jednotek zmeny
barvy (CCU, color changing units) a organismus je ziskavan,
shromazdovan po dosazeni dostateéné vysokého titru. Pfed zaclenénim
do vakcinaéniho prostiedku mohou byt vytazky dale zahustény nebo
lyofilizovany béznymi metodami. Pouzity mohou byt i dal$i metody, jako
jsou metody, popsané Thomasem a spoluautory v Agri-Practice 7(5),
26-30.

Vakcina podle predkladaného vynalezu zahrnuje inaktivovany
bakterin Mycoplasma hyopneumoniae, kombinovany s adjuvantni smeési
a s jednim nebo vice z farmaceuticky pfijatelnych nosi¢u. Nosice vhodné
pro takové pouziti zahrnuji vodna média, napfiklad fyziologicky roztok,
fosfatem pufrovany solny roztok, minimalini esencialni médium (MEM)
nebo MEM s pufrem HEPES (N-[2-hydroxyethyl]piperazin-N'-[Z—ethan-

sulfonova] kyselina).




Adjuvantni smés pro pouziti ve vakcinacnich prostiedcich podle
predkladaného vynélezu zvy$uje imunitni odpovéd a obsahuje smes
polymeru kyseliny akrylové se smési metabolizovatelného oleje,
napfiklad nenasyceného terpenového uhlovodiku nebo hydrogenacni
produkt takové latky, S vyhodou skvalanu
(2,3,10,15,19,23-hexamethyltetracosanu) nebo skvalenu a blokového
kopolymeru polyoxyethylenu a polyoxypropylenu. Takovym polymerem
kyseliny akrylové muze byt homopolymer nebo kopolymer. Polymerem
kyseliny akrylové je s vyhodou karbomer. Karbomery jsou obchodné
dostupné pod vyrobnim nazvem Carbopol. Polymery kyseliny akrylove
jsou popsany napfiklad v patentech US 2 909 462 a 3 790 665, jejichz
poznatky jsou zde =zaclenény jako odkaz. Blokovymi kopolymery
polyoxyethylenu a polyoxypropylenu jsou povrchové aktivni latky, s
vyhodou kapalné povrchové aktivni latky, napomahajici vytvoreni
suspenze pevnych a kapalnych slozek. Povrchové aktivni latky jsou
obchodné dostupné jako polymery pod vyrobnim néazvem Pluronic®.
Upfednostiiovanou povrchové aktivni latkou je poloxamer 401, ktery je

obchodné dostupny pod vyrobnim nazvem Pluronic® L121.

Imunogenné stimulujici adjuvantni smés je ve vakcinacnim
prostfedku podle tohoto vynalezu typicky pfitomna v mnozstvich
(objem/objem) od 1 do 25 %, lépe od 2 do 15 % a nejlépe od 5 do 12 %.
Mnozstvi pouzité adjuvantni smési a pomér obou slozek adjuvantni latky
se mize ligit v zavislosti na pfidavku dal$ich bakterini nebo vycisténych
toxoidd. Adjuvantni smés obecné obsahuje metabolizovatelny olej,
polymer kyseliny akrylové a blokovy kopolymer polyoxyethylenu a

polyoxypropylenu, formulované jako emulze ve vodném meédiu.

V této adjuvantni smési mohou byt metabolizovatelny olej a
polymer kyseliny akrylové pfitomné v mnozstvich pfiblizné od 10 do 150
ml/l, respektive pfiblizné 0,5 az 10 g/l. V upfednostiovaném ztélesnéni

ztélesnéni adjuvantni smési je smés slozky metabolizovatelného oleje a




slozky blokového kopolymeru polyoxyethylenu a polyoxypropylenu smeési
skvalanu a Pluronic® L121 (poloxameru 401), ktera mUze byt pfitomna v
mnozstvi pfiblizné 50 az 100 ml/l. Karboxymethylenovym polymerem je
Carbopol 934P (Carbamer 934P), ktery mUze byt prfitomny v mnozZstvi
priblizné 2 ml/l. Adjuvantni smés typicky obsahuje slozku polymeru
kyseliny akrylové a slozku metabolizovatelného oleje a smési blokového
kopolymeru polyoxyethylenu a polyoxypropylenu v poméru pfiblizné 1:25
az 1:50.

Uprednostiovanymi polymery kyseliny akrylové jsou ty, prodavané
firmou B. F. Goodrich jako Carbopol 934 P NF a 941 NF, coz jsou

polymery akrylové kyseliny, zesiténé polyallylsacharézou a majici

.r

chemicky vzorec (CH,CHOOOH),. Tyto polymery vytvareji vodné gely,

které se vhodné formuji s vodnymi nosici. Upfednosthovanymi-

blokovymi kopolymery polyoxyethylenu a polyoxypropylenu jsou
neiontové povrchové aktivni latky, prodavané firmou BASF pod nazvem
Pluronic® L121, L61, L81 nebo L101.

Vakcina podle predkladaného vynalezu muze byt podavana
intramuskularné, subkutané, intranasalné, intraperitonealné nebo oralné
(do svalu, podkozné, do nosu, do brfidni dutiny nebo Usty), s vyhodou

pak intramuskularné nebo subkutane.

Vakcina podle predkladaného vynalezu obecné obsahuje
inaktivované Mycoplasma hyopneumoniae, metabolizovatelny olej,
blokovy kopolymer polyoxyethylenu a polyoxypropylenu a polymer
kyseliny akrylové ve formé emulze typu oleje ve vodé Vakcina s
vyhodou obsahuje polymer kyseliny akrylové v koncentraci v rozmezi od
0,5 do 10 g/l. Vakcina s vyhodou obsahuje metabolizovatelny olej v
koncentraénim rozmezi od 2 do 6 ml/l. Vakcina s vyhodou obsahuje
blokovy kopolymer polyoxyethylenu a polyoxypropylenu v koncentraénim

rozmezi od 1 do 3 mi/l.




Pro podani v jedné davkce by vakcina méla s vyhodou obsahovat
mnozstvi bakterinu Mycoplasma hyopneumoniae, odpovidajici pfiblizné
1 x 10% a2 3 x 10" MHDCE/m| a lépe 1 X 10° az 3 x 10° MHDCE/mi.
Zviteti je mozné podavat pfiblizné 1 az 5 ml a lépe 2 ml vakciny
intramuskularné, subkutané nebo intraperitonediné. Orainé nebo

nasainé je mozné podavat 1 az 10 ml a s vyhodou 2 az 5 ml vakeiny.

Nasledujici pfiklady jsou uvadény k dal§imu dokresleni vynalezu,

aniz by omezovaly jeho rozsah.

Priklady provedeni vynalezu

Bakterin Mycoplasma hyopneumoniae

Priprava vakcinaéniho prostredku

Popis virovych kmenu

Mycoplasma hyopneumoniae |ze ziskat z jakéhokoliv poctu snadno
dostupnych zdrojd.V jednom ztélesnéni mlze byt pouzito Mycoplasma
hyopneumoniae rodu P-5722-3. Kultura byla ziskana od C. Armstronga z
Purdue University ve West Lafayette v Indiané. Podle pokynd, tykajicich
se kultivace Mycoplasma hyopneumoniae, byla kultura sedminasobné
pasdZovana v zivné pudé pro Mycoplasma hyopneumoniae k vytvofeni

zakladniho inokula.

Bunécna kultura

Mycoplasma hyopneumoniae bylo péstovano v médiu (zivnéem
prostiedi), zahrnujicim slozku "Bacto PPLO Powder", kvasniény extrakt,
glukézu, hydrochlorid L-cysteinu, ampicilin, acetat thalia, fenolovou
gerven, protipénivé ¢inidlo, norméini steriini praseci sérum a vodu,
b&hem d&asovych obdobi od 18 do 144 hodin. Pro inaktivaci se do




kvasné nadoby pfidava binarni ethylenimin (BEI), zacileny proti
produkéni kultufe. Hodnota pH se upravi na 7,4 a kultura se shromazdi,
& sklidi béznymi postupy k poskytnuti bakterinu Mycoplasma

hyopneumoniae.

Ptiprava vakcinaéniho prostiedku

Slozeni konzervadnich latek a pouzité poméry: Shromazdény
bakterin se konzervuje pridavkem thimerosalu a Styfsodné sole kyseliny
ethylendiamintetraoctové, (EDTA), v mnozstvich nepfevysujicich 0,01
%, respektive 0,07 %. Ampicilin podle US [ékopisu je v rastovém médiu
pfitomen v koncentraci 0,250 g/l. Koncentrace zbytkového ampicilinu se
bude v konedném vyrobku ménit v zavislosti na objemu shromazdénych

kapalin, pficemz tato koncentrace zbytkového ampicilinu v konecném

vyrobku neprekro&i 30 pg/ml.

Standardizace produktu

Koncentrat  Mycoplasma  hyopneumoniae  se kvantifikuje

fluorometrickym stanovenim DNA.

Smés metabolizovatelného oleje, kterd zahrnuje jeden nebo vice z
terpenovych uhlovodiku a blokovy kopolymer polyoxyethylenu a
polyoxypropylenu, napfiklad smés skvalenu a Pluronic® L121, se
pripravi rozpuéténim 10 g chloridu sodného, 0,25 g chloridu draselného,
2.72 g dvojsytného fosforecnanu sodného, 0,25 g jednosytnéeho
fosforeénanu draselného, 20 ml Pluronic L121 (BASF Corporation), 40
mi skvalenu (Kodak), 3,2 ml Tween 80 (monooleatu
polyoxyethylen-sorbitanu) v 900 ml predisténé vody a dopini se do 1000
ml. Po smichani mohou byt prisady autoklavovany. Pak se smes

homogenizuje, dokud nevznikne stald emulze. Pfidan muaze byt
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stala emulze. Pridan mUze byt formaldehyd az do koneéné koncentrace

0,2 % nebo thimerosal az do kone¢né koncentrace 1:10 000.

Kompletovani jednotek k vytvofeni fady

Vyhovujici koncentraty Mycoplasma hyopneumoniae se asepticky

spojuji s adjuvantnimi latkami, konzervaénimi latkami a s fedidlem ve

sterilnim zésobniku, doplnéném michadlem a michaji se alespon 30

minut.

Mnozstvi pro 1 000 000 davek (po 2 ml):

(% objem/objem)

koncentrat Mycoplasma 400 000 ml | 20,0
(> 1,0 x 10" MHDCE/ml)

smés skvalen/Pluronic L121 100 000 ml 50
Carbopol (2% hmotn./objem ve vode) 200 000 ml { 10,0
roztok thimerosalu, 1% hmotn./objem | 18 000 ml 0,9
ve vodé a Ctyisodné sole EDTA, 7%

hmotn./objem

steriini fysiologicky roztok 1282 000 64,1

Hodnota pH fady byla upravena na 7,0+0,2
MHDCE = bunééné ekvivalenty DNA Mycoplasma hyopneumoniae

Zplisob a technika plnéni a uzavieni koneénych zasobnikd

Produkt mtze byt hrubé zfiltrovan pfes sterilni filtr o velikosti porl

200 aZ 500 mikrometrd a plnén za podminek, stanovenych v 9 CFR

114.6 do sterilnich koneénych zasobnikl v mistnosti, uréené pro sterilni

operace. Sklenéné nebo plastové zésobniky jsou uzavieny gumovou

zatkou a na obrubé uzavieny hlinikovymi uzavéry. Kazda davka o
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objemu 2,0 ml bude obsahovat ne méné nez 2 X 10° bunédénych

ekvivalentli DNA Mycoplasma hyopneumoniae.

Testovani ucinnosti

Objemové vzorky nebo vzorky z konecnych zasobnikU
dokoné&eného produktu mohou byt s ohledem na svou Ucinnost testovany

nasledujicim zpusobem:

. r v -

Metoda stanoveni pro test Uginnosti: pouzivaji se mysi samice ICR

ve véku 6 az 7 tydnl, z jedné dodavky, od Harlan Sprague Dawley nebo
jiného vhodného dodavatele. Pro imunizaci jak neznamym, tak
srovnavacim bakterinem je potfeba nejméné 20 my$i. Minimalné 5 my$i
se ponechava neockovanych, jako kontroly. Testovaci i srovnavaci
bakterin jsou jednotlivé ddkladné promichany. K subkutannimu
naodkovani do oblasti tiisel v mnozstvi 1/10 davky z hostitelského
zvifete (0,2 ml) se pouzivaji sterilni stfikacky na jedno pouziti, doplnéné
jehlou podie standardu 25 o velikosti 1,58 cm (5/8 palce). Kazda skupina
mys$i je ustajena jako samostatna jednotka a ma po 14 dnu volny pfistup
k potravé a vodé. Poté je u kazdé z mysi provedena anesteze. My$ pod
narkézou je polozena na zada. Za pouziti jedné ruky je hlava drzena
dol¢ a jedna predni tlapka se natdhne od téla. Za pouziti skalpelu se
provede nafiznuti kiize pfiblizné v délce 1,25 cm mezi natazenou nohou
a hrudnikem, pretinajici pazni tepnu. Za pouziti injekcni st‘ﬁkaéky 0
objemu 3,0 ml bez nasazené jehly se shromazdi krev, nahromadéna v
fezu. Krev se pfevede do oznacené testovaci zkumavky a je ponechana
vysrazet se. Zkumavky vysrazené krve jsou odstfedény pri 1 000 g k
oddéleni séra a srazeniny. Jednotlivd séra jsou skladovana pfi teploté

-20 °C nebo nizs$i az do testovani.

Serologické testovani: k méfeni protilatkové odpovédi u mysi vugi

srovnavacim a/nebo neznamym bakterindm byl pouzit postup ELISA.



=12 - ‘e o g

Postup ELISA byl provadén za pouziti jednorazovych mikrotitracnich
desti¢ek Immulon Il s plochym dnem od firmy Dynatech, nebo podobnych

a odeditade téchto desti¢ek ve stanoveni ELISA.

Testovaci reagencie

Soustava fosfatem pufrovaného fysiologického roztoku a Tweenu
(PBST), u niz byla hodnota pH upravena na 7,2 az 7,4 pfidavkem 5

mol I'" roztoku NaOH nebo 5 mol.I"" roztoku HCI.

Mnozstvi na litr:

pfisady ' mnozstvi/l
NaCl 8,50 g
NaH,PO, 0,22 g
Na,HPO, 1,19 g
Tween-20 0,50 ml
deionizovana voda, dle potfeby do 1 000,00 ml

Glycinem pufrovany fysiologicky roztok (GBS) o hodnoté pH

upravené na 9,5 az 9,7 pfidavkem 5 mol.I" roztoku NaOH nebo 5 mol.I™

roztoku HCI.

prisady mnozstvi/l
glycin 0,75 g
NaCl 8,50 g

deionizovana voda, dle potfeby do 1 000,00 ml

Pozitivni kontrolni sérum: pozitivnim kontrolnim sérem je souhrn

sér odebranych my&im, ockovanym bakterinem  Mycoplasma

hyopneumoniae.
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Konjugat a substrat

Afinitné vycistény, peroxidézdu znaceny konjugat proti mysimu
IgG byl ziskan od firmy Kirkegaard and Perry Laboratories, Inc. (katalog.
¢islo 074-1802). Postup stanoveni optimalniho nafedéni konjugatu je
podrobné& uveden nize. Roztoky pro peroxidazové substraty (ABTS) byly

ziskany od firmy Kirkegaard and Perry Laboratories, Inc.

Titrace konjugatu

Mikrotitradni desti¢ka s plochym dnem Immulon Il se povlece, v
mnozstvi 100 ul na jamku, celobunéénym antigenem Mycoplasma
hyopneumoniae, nafedénym v mnozstvi 20 pg/ml prostfednictvim 10
mmol.l"' roztoku GBS. Desti¢ka se inkubuje ne méné nez 1 hodinu pfi
teploté 37+2 °C a poté se na dobu nejméné 18 hodin a nejvyse 1 tydne
vystavi teploté 2 az 7 °C. Pfed pouzitim se desticka trojnasobné
promyje prostfednictvim PBST za zachovéani 60 sekundové nasakovaci

prodlevy mezi promyvanimi a poté je vysuSena poklepanim.

Pripravi se nafedéni pozitivniho kontrolniho séra v PBST v
poméru 1:40 a takto nafedéné pozitivni kontrolni sérum (100 nl/jamku)
se pfidad do poloviny jamek na desti¢ce. Do druhé poloviny jamek se
pfida PBST. Desti¢ka se pak inkubuje 1 hodinu pfi teploté mistnosti a
poté se trojnasobné promyje. Konjugované serum se duplicitné sériové
nafedi, podinaje nafedénim 1:100 a kon¢e nafedénim 1:10 240.
Mnozstvi 100 pl kazdého nafedéni konjugatu se pfida do Ctyr jamek s
pozitivnim sérem a do &tyf jamek s PBST a ponecha se pfi teploté
mistnosti reagovat 30 minut. Desticky se Ctyfndsobné promyji a do
kazdé jamky se pfida 100 ul roztoku peroxiddzového substratu (ABTS).
Desti¢ka se odeéita pfi nastaveni dvoji vinové délky T A = 450. Zvoleno
je takové nafedéni konjugatu, které pro pozitivni kontroini sérum
poskytuje odedtenou hodnotu 0,850 az 1,050, pficemz se od hodnoty pro

kontrolni pozitivni sérum odecte hodnota, zji$téna pro kontrolu PBST.
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Testovaci antigen:
Antigen Mycoplasma hyopneumoniae je celobunélny pripravek,

dodavany firmou Fort Dodge Animal Health.

Stanoveni ELISA se provadi nasledovné: Pouziji se jednorazové
mikrotitraéni destiéky Immulon [l s plochym dnem od firmy Dynatech.
Jedna ampule lyofilizovaného celobunécného antigenu Mycoplasma
hyopneumoniae se rekonstituje 10 ml glycinem pufrovaného
fysiologického roztoku (GBS). Koncentrace takto pfipraveného proteinu
Mycoplasma hyopneumoniae je 20 pg/ml. Do kazdé jamky destiCky se
pak nanese 100 ul (2 pg) naredeného antigenu. Desticka se inkubuje
nejméné jednu hodinu pfi teploté 37+£2 °C a poté se na dobu nejméné 18
hodin a nejvy$e 1 tydne vystavi teploté 2 az 7 °C. Desticky se
trojndsobné promyji prostfednictvim PBST za zachovani 60 sekundové
nasakovaci prodlevy mezi promyvéanimi a poté jsou vysuseny
poklepanim. Séra jsou nafedéna v PBST v poméru 1:40. Positivni
kontrolni sérum bude na kazdé desti¢ce zahrnuto kvadruplicitné. Objem
vzorku v kazdé jamce &ini 100 ul. Sériové nafedéné vzorky testovaného

séra a srovnavaci vzorky séra se na stejné desti¢ce testuji duplicitne.

Desti¢ky se inkubuji jednu hodinu pfi teploté mistnosti a nasledné
se trojnasobné& promyji v PBST. Do vsech jamek se pfida 100 wul
peroxiddzou znadeného konjugatu proti mysimu IgG (Kirkegaard a
Perry), nafedéného v PBST a jamky se inkubuji 30 minut pfi teploté
mistnosti. Poté se desticky tyfnasobné promyji v PBST. Do v8ech jamek
se pfida 100 ul roztoku peroxidazového substratu (ABST) a desticky se
inkubuji tak dlouho, dokud positivni sérové kontroly nedosahnou
hodnoty OD,,, (450) = 0,850 a 1,050 pfi vynulovani zafizeni oproti
kontrolnim jamkam s PBST. K provedeni platného testu museji séra
my$i, naockovanych srovnavacim bakterinem, poskytovat minimalni

primérnou hodnotu 0,500 a séra neockovanych kontrolnich my$i
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nesmé&ji prekrocit maximéalni priamérnou hodnotu 0,100. Jinak receno,
rozdil mezi primérnou hodnotou, ziskanou v sérech my$§i naockovanych
srovnavacim bakterinem a ziskanou v sérech neockovanych mysSich

kontrol musi byt vétsi nebo rovnajici se 0,400.

Stredni hodnoty pro sériové ockované mys$i, srovnavaci ockovaneé
my$i a kontroly jsou vypocitdny a hodnoceny nasledovné: Aby byl
hodnocen jako vyhovujici, musi testovany bakterin vykazovat hodnotu
pramérné stiedni optické hustoty rovnajici se téze hodnoté u srovnavaci
skupiny, nebo vétsi. Nebo, za pouziti Studentova T-testu, hodnota
testovaného bakterinu nesmi byt vyznamné (uroven splehlivosti p<0,05)
nizéi nez u srovnavaciho bakterinu. Jakakoliv vypocitand hodnota T,
ktera se rovna 1,686 nebo je vy$$i, bude ukazovat na vyznamny rozdil
mezi srovnavacim a testovanym bakterinem a bude dlvodem k zamitnuti
testovaného bakterinu. Jakakoliv hodnota T, kterd je mensi nez 1,686,
prokazuje vyhovujici provedeni. Kterykoliv bakterin, hodnoceny v T-testu
jako nevyhovujici z jakéhokoliv duvodu, netykajiciho se ucinnosti

produktu, je opakované testovan a pavodni test je naziran jako neplétny.
Piiklad 2

Testovana vakcina

Vakcina pro testovani byla prfipravena podle postupt, podrobné
popsanych v Ptikladu 1, za pouziti 5% smési metabolizovatelného oleje
jako adjuvantni latky, které obsahovala jeden nebo vice z terpenovych
uhlovodikG a blokovy kopolymer polyoxyethylenu a polyoxypropylenu
(smé&s Squalane/Pluronic L121) spolu s 0,2% polymerem kyseliny
akrylové (Carbopol), a 2 X 10° bunéénych ekvivalentd DNA M.
hyopneumoniae (MHDCE) na davku.
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Pfiklad 3

Tato studie byla uréena k prokazani ¢tyfmésiéniho trvani imunity
(DOI, duration of immunity) u prasat po indukci nao¢kovanim ve véku tfi

mésicl jednou davkou vakciny podle Pfikladu 2.

V této studii byly provedeny dva oddélené pokusy na zviratech.
Veskerd prasata v obou pokusech byla v dobé vakcinace &i oCkovani
serologicky negativni (titr protilatek byl mensi nez 10), coz ukazovalo,
e zvifata byla vnimava k Mycoplasma hyopneumoniae. VSechna
prasata v kontrolnich skupinach zlstala pfed stimulaci serologicky
negativni. To prokazuje, Ze imunitni odpovéd byla vyvolana vakcinou a

nikoli jakymkoliv vystavenim vnéjSimu prostredi.

V prvnim pokusu byla vakcina podle Pfikladu 2 hodnocena spolu
s komeréné dostupnym vyrobkem, Ingelvac M. hyo®, vyrabénym firmou
Boehringer Ingelheim (Bl), prostfednictvim stimulace vysokou hladinou
virulentniho M. hyopneumoniae (4 x 10° organismd). Dvacetdva (22)
prasat ve stafi 18 az 21 dnd bylo intramuskuldrné (IM) ockovéno
vakcinou z PFikladu 2 a osm (8) prasat prostfedkem Ingelvac M. hyo® [C.
271 032]. Dvacetdva (22) prasat slouzilo jako stimulované kontroly a 10
prasat jako nestimulované kontroly. Prasata ve skupiné oCkovanych a ve
skuping stimulovanych kontrolnich zvifat byla stimulovana virulentnim
M. hyopneumoniae &tyfi mésice po vakcinaci. Prasata, ockovana
vakcinou podle Piikladu 2, méla primérné plicni leze v rozsahu 15,9% a
stimulovana kontrolni prasata vykazovala plicni leze v rozsahu 19,6 %.
Primérné plicni leze u skupiny, o€kované vakcinou podle Prikladu 2,
byly mensi nez u kontrol i pfes to, ze prasata byla stimulovana vyssi
davkou, nez jaka je doporu¢ovana Statni universitou v lowé (ASU, lowa
State University), ov8em rozdil nebyl vyznamny (p=0,19). Podobné
pokud byl hodnocen komeréni vyrobek, Ingelvac M. hyo® u stejné

skupiny zvitat a pfi stejné davce pro stimulaci, byl pozorovan také stejny
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rozsah plicnich lezi (14,6 %). Rovnéz nebyl nalezen vyznamny rozdil
mezi skupinou ockovanou pfipravkem Ingelvac M. hyo® a kontrolni
skupinou (p=0,27) a mezi skupinou oékovanou pfipravkem Ingelvac M.

hyo® a skupinou o¢kovanou vakcinou podle Prikladu 2.

Ve druhém pokusu byla testovana vakcina podle Piikladu 2, a to
stimulaci prostfednictvim virulentniho M. hyopneumoniae v mnozstvi
stanoveném ISU (1.0 x 10° organismu) 4 mésice po o¢kovani. 23 prasat
bylo oékovano jednou davkou vakciny ve véku 21 dnu, 25 prasat slouzilo
jako stimulované kontroly a 7 prasat jako nestimulované kontroly.
Prasata v o¢kované a stimulované kontrolni skupiné byla stimulovana
virulentnim M. hyopneumoniem 4 mésice po o¢kovani. Kontrolni skupina
vykazovala pramérné plicni leze v rozsahu 10,4 % a ockovana skupina
vykazovala pramérné plicni leze v rozsahu 5,5 %. Existoval vyznamny
rozdil mezi odkovanou skupinou a kontrolni skupinou (p = 0,031). To
ukazuje, ze vakcina podle Pfikladu 2 je ucinna pfi stimulaci ochranné
imunity, ktera m{ze pfetrvavat pfinejmendim 4 mésice po naockovani

prasat ve véku tii tydnd jedinou davkou.

Analyzou a kombinaci Udaju tykajicich se vakciny podle Prikladu
2, ziskanych v obou pokusech, bylo zjisténo, Ze pramérné plicni leze

oékované skupiny byly vyznamné mensi nez u kontrolni skupiny.

Lze uzaviit, ze vakcina podle Pfikladu 2 indukuje ochrannou
imunitu va&i stimulaci virulentnim M.hyopneumonie béhem 4 mésici po

oékovani prasat ve véku tfi tydnu jednou davkou.
Pokusné udaje

V této studii byly provedeny dva oddélené pokusy. V pokusu 1
bylo 67 prasat rozdéleno do 4 skupin za pouziti randomizaéniho

programu Microsoft Excel. Dvacetétyfi prasat bylo ve véku 18 az 21 dni
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intramuskuldrné (IM) naockovano jednou davkou vakciny, pfipravené
podle Pfikladu 2. Dvacetctyfi prasat slouZilo jako stimulované kontroly a
10 prasat jako nestimulované kontroly. Devét prasat bylo
intramuskularné ockovano komerénim produktem, Ingelvac M. hyo®
(série 271 032, vyrobce Boehringer Ingelheim, BI), podle udaju vyrobce.
P&t prasat (2 prasata odkovana vakcinou podle Prikladu 2, jedno
vakcinou Bl a dvé kontrolni) uhynula bé&hem ockovaciho obdobi z
divodl, které nemély spojitost s océkovanim. Zbyvajici prasata v
odkované skupiné a ve skupiné stimulovanych kontrol byla stimulovana
14 m| virulentniho M. hyopneumoniae (1,4 x 10% organismu) 4 mésice po
oékovani. Prasata ve v8ech 4 skupinach byla usmrcena 30 dni po

stimulaci a u kazdého zvirete byly hodnoceny plicni leze.

V pokusu 2 bylo 25 prasat ve véku 21 dni intramuskularné
odkovano jednou davkou vakciny, pfipravené podle Pfikladu 2.
Dvacetpét prasat slouzilo jako stimulované kontroly a 10 prasat jako
nestimulované kontroly. Dvé prasata uhynula z dlvodUd nesouvisejicich s
o¢kovanim a jedno prase bylo omylem prodédno v obdobi ockovani.
Zbyvajici prasata v ockované a stimulované kontrolni skupineé byla
stimulovana 10 ml virulentniho M. hyopneumoniae (1,0 x 10° organisma)
4 mésice po ogkovani. Dvé prasata uhynula ve sledovaném obdobi po
stimulaci z dUvodd nesouvisejicich s ockovanim nebo stimulaci.
Zbyvajici prasata ve vsech 3 skupindch byla usmrcena 30 dni po

stimulaci a u kazdého zvirete byly hodnoceny plicni leze.
Ockovani:

Kazdé prase v otkované skupiné obdrzelo davku 2 ml testované

vakciny intramuskularné po strane krku.

Stimulace a nekropsie:
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Virulentni stimulaéni vytazek M. hyopneumonie, zmrazeny (-70 °C)
plicni homogenét, byl pfipraven dr. Eileen Thacker z lowa State
University (ISU). Bylo ovéfeno, ze stimulaéni vytazek byl Cisty a
obsahoval pfiblizné 107 organismi M. hyopneumonie na 1 ml.
Doporuéena stimulaéni davka je 10 ml kmene nafedéného v pomeéru
1:100 (tj. 1,0 x 10° organismu).

Prasata v ockované a stimulované kontrolni skupiné v pokusu 1
byla stimulovana 14 ml vytazku, nafedéného v pomeru 1:100 (tj. 1,4 x
10® organismu). Prasata v pokusu 2 byla stimulovéana tak, jak bylo
doporuéeno, 10 ml vytazku, zfedéného v poméru 1:100 (. 1,0 x 10°

organismu).

V den stimulace byl homogenat rychle rozpustén pod teplou vodou
a nafedén podle doporuceni ISU za pouziti sterilniho ristového média
pro M. hyopneumonie. Prasata byla zklidnéna smesi I[éCiv
Xylazine-Ketamine-Telazol™, sestavajici z 50 mg/ml Xylazinu, 50 mg/ml
Ketaminu a 100 mg/ml Telazolu. Anestetickd smés byla podavana
intramuskularné v mnozstvi 0,022 az 0,044 ml/kg télesne hmotnosti.
Kazdé prase obdrzelo jednu davku o objemu 14 ml (pokus 1) nebo 10 ml
(pokus 2) stimulujiciho materidlu, a to do pradusnice. K potvrzeni
spravného umisténi jehly byl pfed podanim stimulaéni davky do injekéni
stiffkaéky natazen vzduch. Neoékovang, nestimulovana kontroini zvirata

byla uchovavana v oddélenych mistnostech a nebyla stimulovana.

TFicet dnU po stimulaci (DPC, day post challenge) byla vsechna
zvifata usmrcena. Byly odebrany plice a celkové plicni leze byly

jednotlivé hodnoceny bez znalosti testovaneé skupiny.

Shromazdovani vzorku a testovani:
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Krevni vzorky byly od v8ech prasat shromazdény v den ockovani
(0 DPV), jeden mésic po ockovani (1 MPV), ctvrty mésic po ockovani, tj.
v den stimulace (4 MPV/O DPC) a 30 dni po stimulaci (30 DPC) pro
stanoveni sérovych protilatek vaci M. hyopneumonie, které se deteguji
za pouzitl kompetitivni sady ELISA (vyrobené firmou DAKO Co.). Pred

testovanim byly vzorky séra skladovany pfi teploté -20 °C.

Analyza udaju:

Hodnoty plicnich lezi byly srovnany u o¢kovanych a neockovanych
skupin na zakladé variaéni analyzy (ANOVA). Plicni hodnoceni byla ke

zlepdeni distribuce nezjisténych chyb transformovéana funkci arcsinus.

Vysledky a diskuze

Serologie:

V8echna prasata v obou pokusech byla testovana vzhledem k
sérovym protilatkam vici M. hyopneumonie komer¢ni kompetitivni sadou
ELISA za pouziti fedéni séra 1:10 ve vSech stanovenich. Vsechna
prasata byla v dobé& ockovani seronegativni (titr protilatek mensi nez
10), coz ukazuje, ze zvifata byla vnimavé vaéi M. hyopneumonie.
V8echna prasata v kontrolnich skupinach zUstala pfed stimulaci
seronegativni. To ukazuje, ze imunitni odpovéd byla u ocCkovanych
prasat zprostfedkovana vakcinou a nikoliv vystavenim okolnimu
prostfedi. V8echna prasata v ockovanych skupinach a veétsina prasat v
stimulovanych kontrolnich skupinach (18 z 22 zvifat v pokusu 1 a 15 z
25 v pokusu 2) po stimulaci serologicky konvertovala k M.
hyopneumonie, zatimco v8echna nestimulovana zvitata zUstala
seronegativni. To ukazuje, Zze stimulace byla specificka vaci M.
hyopneumonie. Serologické stavy testovanych zvirat jsou shrnuty v

Tabulce 1.
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Imunogennost testovana v pokusu 1

Pokus 1 byl provadén k urceni toho, zda vakcina podle Prikladu 2
maze stimulovat silnou imunitu, kterd by mohla chranit vaéi vys$si drovni
stimulace nez je ta, doporucovana ISU 4 mésice po ockovani. V tomto
pokusu byla rovnéz srovnana vakcina podle Prfikladu 2 s komercné
dostupnym prostifedkem, Ingelvac M.hyo®, pokud se tyka schopnosti

stimulovat ochrannou imunitu béhem 4 mesicu po o¢kovani,

Dvacetpét prasat ockovanych prostredkem FDAH Suvaxyn
MH-One a 8 prasat oCkovanych povolenym vyrobkem, Ingelvac M.hyo®,
série 271 032, bylo stimulovano mnozstvim stimulaéniho materialu 1,4 x
10° organism( na zvife (1,0 x 10° organismG na zvife bylo
doporu¢ovano ISU, viz oddil 5.5). Dvacetdva prasat slouzilo jako
stimulované kontroly a 10 prasat jako nestimulované kontroly. Procentni
hodnoty plicnich lezi jsou shrnuty v Tabulce 2. Prasata ockovana
vakcinou podle Pfikladu 2 méla primérné plicni leze v rozsahu 15,9 % a
stimulovana kontrolni prasata méla pramérné plicni leze v rozsahu 19,6
%. Plicni leze ve skupiné oCkované vakcinou podle Prikladu 2 byly
mensi nez kontrol i tehdy, pokud byla prasata stimulovana vy$$i davkou
M. hyopneumonie. Ovéem rozdil nebyl vyznamny (p = 0,19). Podobné
pokud byl na stejné skupiné zvifat se stejnou davkou stimulace
hodnocen komeréné dostupny vyrobek, Ingelvac M.hyo®, byla rovnéz
dosazena stejna uroven plicnich lezi (14,6 %). Nebyl pozorovan zadny
vyznamny rozdil mezi skupinou o¢kovanou ingelvac M.hyo® a kontrolni
skupinou (p = 0,27) a mezi skupinou oCkovanou Ingelvac M.hyo® a

skupinou o¢kovanou vakcinou podle Prikladu 2 (p = 0,88).

| kdyz bylo u skupiny, ockované vakcinou podle Pfikladu 2,
zaznamenano nevyznamné ciselné zmenseni lezi, udaje ziskané v tomto
pokusu naznaduji, ze vy$s$i stimulaéni davka (1,4 x 10° organismu)
pouzitd v tomto pokusu byla pravdépodobné& ochromujici, dokonce i pro

imunitu prasat, stimulovanych komerénim vyrobkem Ingelvac. Tato
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Uroveri stimulace neni pravdépodobné vhodna pro hodnoceni studii
odkovani/stimulace, vyuzivajicich skupiny zvifat o velikosti 20 az 25
prasat, i kdyz je mozné, ze u vétsich skupin by vyznamnost mohla byt

potvrzena.

Imunogennost testovana v pokusu 2:

Prasata v oCkované skupiné a ve stimulované kontrolni skupiné
pokusu 2 byla hodnocena za pouziti stimulaéni davky (1,0 x 10°
organism() doporuc¢ené ISU, 4 mésice po ockovani, k prokazani
Etyrmésicéniho DOI (étyfmésiénfho trvani imunity, duration of immunity).
Procentni Udaje, tykajici se plicnich lezi, jsou shrnuty v Tabulce 3.
Kontrolni skupina méla prumérné plicni leze v rozsahu 10,4 %.
Oé¢kovana skupina méla pramérné plicni leze v rozsahu 5,5 %. Je zde
vyznamny rozdil mezi oékovanymi a kontrolnimi skupinami (p = 0,31). To
ukazuje, ze vakcina podle Prikladu 2 je u¢inna pro stimulaci ochranneé
imunity, kterd mulze pretrvat alespon 4 mésice po ocCkovani jednou

davkou prasat ve véku 3 mésicu.

Hodnoceni spojenvch vysledkd z obou pokusU:

| kdyz oba pokusy byly vyznamné odlidSné, ucinek pokusu na
skupinu nebyl vyznamny. Velikost ucinku na skupinu byla u obou pokusU
podobna. Uginek na skupinu tedy mlze byt hodnocen bez rozliseni
pokusu. Vzhledem k tomu, Ze analyza celého modelu ukazala, ze
interakce mezi skupinou a pokusem nebyla vyznamna, podporuje to
nazor, ze U&inek skupiny byl stejny u obou pokusi a opravnuje ke
spojeni Udajd z obou pokusd do jedné analyzy. Pokud tedy byly spojeny
Udaje z obou pokusU, tykajici se vakciny podle Pfikladu 2, a arcsinem
transformované proménné pro plicni leze byly analyzované se skupinou
a pokusem jako nezavislymi proménnymi (redukovany model), skupina je

statisticky vyznamné (p = 0,013).
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Tabulka 1: shrnuti serologickych stava vzhledem k M.
hyopneumonie u kontrolnich a o¢kovanych prasat

Pokus 1
skupina pocet prasat | ODPV -1 DPC | 30 DPC
vakcina FDAH 22 0/22 0/22 22122
vakcina Bl 8 0/8 4/8 8/8
stimulované kontroly 22 0/22 0/22 18122
nestimulované kontroly 10 0/10 0/10 0/10

Pokus 2
pozitivni/negativni (1:10) pri
skupina pocet prasat | ODPV -3 DPC | 30 DPC
vakcina FDAH 23 0/23 6/23 23/23
kontroly 25 0/25 0/25 14/25
nestimulované kontroly 7 0/7 017 o7

Tabulka 2: shrnuti procentniho rozsahu plicnich lezi v pokusu 1

(predavkovani)*

skupina podet prasat| primérna % plicnich lezi | P - hodnoty
vakcina FDAH 22 15,90 % 0,19**
vakcina Bl 8 14,60 % 0,27***
kontroly 22 19,60 %

nestimul.kontroly| 10 0 % 0,88****

* prasata byla stimulovéna mnozstvim 1,4 x 10° organismu na zvire

(davka doporuéena ISU = 1,0 x 10° organism( na zvife)
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** srovnani mezi skupinou oé¢kovanou FDAH a kontrolni skupinou

*** srovnani mezi skupinou o¢kovanou Bl a kontrolni skupinou

****srovnani mezi skupinou o¢kovanou Bl a skupinou o¢kovanou FDAH

Tabulka 3: shrnuti procentniho rozsahu plicnich lezi v pokusu 2

(doporucené davka)*

skupina pocet prasat| primérna % plicnich lezi | P - hodnoty
vakcina FDAH 23 5,50 % 0,031**
kontroly 25 10,40 %

nestimul. kontroly| 7 0,77 %

* zvitata byla stimulovana déavkou doporuéenou ISU (1,0 x 10°

organismu na zvire)

** srovnani mezi skupinou oc¢kovanou FDAH a kontrolni skupinou

Pfiklad 4

Hodnoceni dlouhodobé imunity, indukované vakcina¢nim

prostiedkem podie tohoto vynalezu, viéi virulentni stimulaci

6 mésicl po podani jedné davky vakciny

Testovana vakcina A byla pfipravena za pouziti

v podstaté

stejnych postupd, jaké jsou popséany v Pfikladech 1 a 2 a za pouziti nize

uvedenych mnozstvi.
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Testovana vakcina A

Mnozstvi pro 1 000 000 davek (2 ml kazda): % objem/objem

koncentrat Mycoplasma (> 1,0x10'® MHDCE/ml)| 1 200 000 m! | 60,0

smés skvalan/Pluronic L121 200 000 ml | 10,0
Carbopol (2 % hmotnost/objem ve vode) 200 000 ml | 10,0
roztok Thimerosalu, 1% hmotn./objem ve vodé 18 000 m! | 0,9

a EDTA (étyfsodna sul) 7 % hmotn./objem

steriini fyziologicky roztok 382 000 m! | 19,1

Hodnota pH série je upravenana 7,0 £ 0,2
MHDCE = bunécéné ekvivalenty DNA Mycoplasma hyopneumoniae

Souhrn

Do tohoto hodnoceni bylo zahrnuto 33 prasat ve véku 21 dni.
Dvacet prasat bylo ve véku 3 tydnl intramuskularné ockovano jednou
davkou vakciny A. Deset prasat slouzilo jako neockované kontroly a 3

prasata jako nestimulované vnéjsi kontroly.

V&echna prasata byla v dobé océkovani seronegativni (titr
protilatek mensi nez 10), coz ukazuje, ze zvifata byla vnimavéa vuci M.
hyopneumonie. V8echna zvifata v kontrolnich skupinach zUstala pred
stimulaci seronegativni. To ukazuje, Ze imunitni odpoved u oc¢kovanych

prasat byla zprostfedkovana vakcinou a nikoliv vystavenim vnéjsimu

prostredi.

Sest mésict po odkovani bylo 20 ockovanych prasat a 10
neockovanych kontrolnicn prasat stimulovano virulentnim

M.hyopneumonie (1 x 10° organisml na zvife). Tfi prasata slouzila jako
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nestimulované kontroly. Ockovana prasata méla pramérny rozsah
plicnich lezi 3,6 % a stimulovanad kontrolni prasata méla prdmérny
rozsah plicnich lezi 14,6 %. Plicni leze oCkované skupiny byly vyznamné

mensi nez u kontrol (p = 0,0215).

.r

Udaje ziskané z tohoto hodnoceni ukazuji, Ze testovana vakcina A
indukovala dlouhodobou ochrannou imunitu viéi stimulaci virulentnim M.

hyopneumonie 6 mésicl po oékovani jednou davkou.

Usporadani pokusu

Tticettri prasat ve véku 21 dnd bylo nahodné rozdéleno do 3
skupin  (o¢kované skupiny, stimulované kontrolni  skupiny a
nestimulované vnéjsi kontrolni skupiny) za pouziti randomizacniho
programu Microsoft Excel u stejného vrhu. Dvacet prasat bylo ve véku 3
tydnd intramuskularné ockovéano testovanou vakcinou A. Deset prasat
slouzilo jako stimulované kontroly a 3 prasata jako nestimulované vneéjsi
kontroly. Prasata v odkované skupiné a ve stimulované kontrolni
skupiné byla stimulovéana 10 ml virulentni kultury M. hyopneumonie (1 X
10° organismu) na zvife, 6 mésicl po ockovani. Tfi neo¢kovana prasata
byla pouzita jako nestimulované kontroly. Stimulovana prasata a
nestimulovand kontrolni prasata byla usmrcena 26 dnl po stimulaci a u

kazdého zvirete byly hodnoceny plicni leze.

Kazdé =zvife v ockovanych skupin‘éch obdrzelo jednu davku
testované vakciny o objemu 2 ml, aplikovanou intramuskularné po strane
krku.

Stimulace a nekropsie

Virulentni stimulaéni vytazek M. hyopneumonie, zmrazeny (< -70

°C) plicni homogenat, byl pfipraven dr. Eileen Thacker z lowa State

ssoe
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University (ISU). Bylo ovéreno, ze stimulacni vytazek je Cisty a obsahuje

pfiblizné 107 organismU M. hyopneumonie na 1 ml.

Prasata byla stimulovana 10 ml vytazku, nafedéného v poméru

1:100 (tj.pfiblizné 1,0 x 10° organismu).

V den stimulace byl homogenat rychle rozpustén pod teplou vodou
a narfedén podle doporucéeni ISU za pouziti sterilniho ristového média
pro M. hyopneumonie. Prasata byla zklidnéna smesi
Xylazine-Ketamine-Telazol™, sestavajici z 50 mg/ml Xylazinu, 50 mg/ml
Ketaminu a 100 mg/ml Telazolu. Anesteticka smé&s byla podavana
intramuskularné v mnozstvi 0,022 az 0,044 ml/kg télesné hmotnosti.
KaZzdé prase obdrzelo jednu déavku o objemu 10 ml stimulujiciho
materidlu (1,0 x 10° organisml) a to do prudus$nice. K potvrzeni
spravného umisténi jehly byl pfed podanim stimula¢ni davky do injekéni
stfikacky natazen vzduch. NeocCkovand, nestimulovana kontrolni zvirata

byla uchovavéana v oddélenych mistnostech a nebyla stimulovana.

DvacetSest dnu po stimulaci (DPC) byla vSechna prasata
usmrcena. Byly jim odebrany plice a celkové plicni leze byly hodnoceny

tak, jak je popsano v Prikladu 3.

Shromazdovani a testovani vzorkd

Krevni vzorky byly od vSech prasat shromazdény v den oékovani
(0 DPV), 35. den po ockovani (35 DPV), v den stimulace (-1 DPC) a 26
DPC pro stanoveni sérovych protilatek vi¢i M. hyopneumonie, které bylo
provadéno za pouziti kompetitivni sady ELISA (vyrobené firmou DAKO

Co.). Pfed testovanim byly vzorky séra skladovany pfi teploté < -20 °C.

Analyza udaju
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Hodnoty plicnich lezi byly srovnany u o¢kovanych a neockovanych
skupin na zakladé jednocestné analyzy (ANOVA). Honoceni plicnich
lezi byly arcsinem transformované ke zlep$eni rozdéleni trvalych chyb.
Vzhledem k tomu, Zze predpoklady normality hodnot plicnich lezi byly
diskutovatelné, jak hodnoceni plicnich lezi, tak i arcsinem
transformované hodnoceni plicnich lezi byly analyzovany
Wilcoxon-Rankovym sumarnim testem (Wilcoxon Rank Sum test).
Urovenn vyznamnosti byla stanovena na p < 0,05, Vysledky
neparametrického Wilcoxon-Rankova sumarniho testu byly pouzity pro

udavané ucely.
Vysledky a diskuze

Serologie

V8echna zvifata byla testovana na pfitomnost sérovych protilatek
viéi M. hyopneumonie za pouziti komercni kompetitivni sady ELISA,
pfic¢emZ nafedéni séra bylo u v8ech testd 1:10. Vzorky, jejichz vysledky
testu byly podle pokynd pfiloZzenych k testu podeziele, byly v analyze
Udajd brany jako pozitivni. V8echna prasata byla v dobé& ockovani
seronegativni (titr protilatek mensi nez 10), coz ukazuje, ze zvirata byla
vnimava vGa&i M. hyopneumonie. V8echna prasata v Kkontrolnich
skupinach zlstala pred stimulaci seronegativni. Po okovani se 15 z 20
o¢kovanych zvifat stalo alespof jednou seropozitivnimi vzhledem k M.
hyopneumonie (vzorky byly shromazdény 35. den po ocCkovani a -1
DPC). To ukazuje, Ze imunitni odpovéd byla u ockovanych prasat
vyvoldna vakcinou a nikoliv vystavenim okolnimu prostfedi. VSechna
odkovana zvifata a 4 z 10 zvifat ve stimulované kontrolni skupiné se po
stimulaci stala seropozitivnimi vuéi M. hyopneumonie, zatimco vSechna
nestimulovand =zvirata zlstala seronegativni. Serologicky stav

testovanych zvifat je shrnut v Tabulce 4.
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Hodnoceni plicnich lezi

Dvacet prasat odékovanych testovanou vakcinou A a 10
neockovanych kontrolnich zvifat bylo 6 mésicl po o¢kovani stimulovano
virulentnim M. hyopneumonie (1,0 x 10% organismu na zvife). Tfi prasata
slouzila jako nestimulované kontroly. U 8 z 20 o¢kovanych prasat (40 %)
se po stimulaci nevyvinuly plicni leze, zatimco v kontrolni skupiné
nemélo plicni lezi pouze 1 z 10 prasat. Procentni Udaje, tykajici se
plicnich lezi, jsou shrnuty v Tabulce 5. O&kovana prasata méla pramérny
rozsah plicnich lezi 3,6 % a stimulovana kontrolni prasata méla
pramérny rozsah plicnich lezi 14,6 %. Plicni leze u ockované skupiny

byly vyznamné mensi nez u kontrol (p = 0,0215).

Tabulka 4: serologicky stav prasat ve studii* s ohledem na M.

hyopneumonie

pocet pozitivnich (1:10)/celkovy pocet
skupina| |éCba pocet | 0 DPV**| 35 DPV| -1 DPC***| 26 DPC
prasat

1 vakcina/ 20 0/20 9/20 12/20 20/20
stimulace

2 kontrola/ 10 0/10 0/10 0/10 4/10
stimulace

3 kontrola/bez |3 0/3 0/3 0/3 0/3
stimulace

* Vzorky séra byly testovany vzhledem k sérovym protilatkédm vaci M.
hyopneumonie prostfednictvim komercni sady ELISA
Vsechny vzorky byly testovany pfi nafedéni séra 1:10. Vysledky byly
hodnoceny podle instrukci v sadé.
Vzorky, podezielé pfi nafedéni 1:10, byly hodnoceny jako pozitivni.



- 30 -

** DPV = dny po o¢kovani

***DPC = dny po stimulaci

Tabulka 5: souhrn hodnoceni plicnich lezi (%) u prasat

stimulovanych M. hyopneumonie a u nestimulovanych

kontrol.
skupina | lé¢ba pocdet | prum.% | smér. spodni |horni hodnota
prasat | hodnoc. |odchylka [95% CL*|95% CL*|P**
plicnich priméru |praméru
lezi
1 vakcina/ | 20 3,6 7,6 0,07 7,19 0,0215
stimulace
2 kontrola/ | 10 14,6 20,0 0,33 28,94
stimulace
3 kontrola/ | 3 1,8 1,8 -2,67 6,27
bez stimul.

* CL = droven spolehlivosti

**hodnota P byla ziskana srovnanim skupin 1 a 2.

Jak je zrejmé z Udajd uvedenych v Tabulkach 4 a 5, testovana

vakcina A indukuje ochrannou imunitu vuéi stimulaci virulentnim

M.hyopneumonie po dobu 6 mésicl po podani jedné davky prasatim,

o¢kovanym ve véku 3 tydnu.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

1. Vakcina pro imunizaci zvifete va¢i infekci zpUsobené
Mycoplasma hyopneumonie, vyznacujici se tim, ze zahrnuje:

- imunizujici mnozstvi bakterinu Mycoplasma hyopneumonie;

- adjuvantni smés, obsahujici polymer kyseliny akrylové a smés
metabolizovatelného oleje a blokového kopolymeru
polyoxyethylenu a polyoxypropylenu; a

- farmaceuticky pfijatelny nosig¢,

pificemz tato vakcina vyvolava po jednom podéani ochrannou imunitu vadi

Mycoplasma hyopneumonie.

2. Vakcina podle naroku 1, vyznadcujici se tim, ze
adjuvantni smés sestava z polymeru kyseliny akrylové a smési
metabolizovatelného oleje, kterd =zahrnuje jeden nebo vice =z
terpenovych uhlovodikd a blokovy kopolymer polyoxyethylenu a
polyoxypropylenu v poméru pfiblizné od 1:25 do 1:50 polymeru kyseliny
akrylové vuéi smési metabolizovatelného oleje a blokového kopolymeru

polyoxyethylenu a polyoxypropylenu.

3. Vakcina podle naroku 1, vy znacdujici se tim, ze

adjuvantni smé&s predstavuje pfiblizné 1 az 25 %, objem/objem, vakciny.

4. Vakcina podle naroku 3, vyznadujici se tim, ze
polymer kyseliny akrylové je pfitomny v kone&né koncentraci pfiblizné 1
%, objem/objem, a smés terpenovych uhlovodiki a blokového
kopolymeru polyoxyethylenu a polyoxypropylenu je pfitomna v koneéné

koncentraci pfiblizné od 5 % do 10 %, objem/objem.

5. Vakcina podle naroku 3, vyznacujici se tim, ze
adjuvantni smeés predstavuje pfiblizné 2 % az 15 %, objem/objem,

vakciny.
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6. Vakcina podle naroku 5, vyznadéujici se tim, ze
adjuvantni smés predstavuje pfiblizné 5 % az 12 %, objem/objem,

vakciny.

7. Vakcina podle naroku 1, vyznac¢ujici se tim,ze

metabolizovatelnym olejem je skvalan nebo skvalen.

8. Vakcina podle naroku 6 nebo 7, vyznacdujici se tim,

ze polymerem kyseliny akrylové je Carbopol.

9. Vakcina podle kteréhokoliv z naroki 1 az8, vyznadcujici
s e tim, ze dale obsahuje alespon jeden bakterin zvoleny ze skupiny,
sestavajici z bakterii Haemophilus parasuis, Pasteurella multiocida,
Streptococcum  suis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Bordetella

bronchiseptica, Salmonella choleraesuis a leptospiry.

10. ZpUsob ochrany zvifete vU¢i onemocnéni zplUsobenému
Mycoplasma hyopneumoniae, vyznacujici se tim, ze zahrnuje
krok, pfi némz se uvedenému zvifeti podéava vakcina, obsahujici

- imunizujici mnozstvi bakterinu Mycoplasma hyopneumonie;

- adjuvantni smés, obsahujici polymer kyseliny akrylové a smés
metabolizovatelného oleje a blokového kopolymeru
polyoxyethylenu a polyoxypropylenu; a

- farmaceuticky pfijatelny nosi¢,

pficemz tato vakcina vyvolava po jednom podani ochrannou imunitu vUci

infekci Mycoplasma hyopneumonie.

11. ZpUsob podle nédroku 10, vyznacujici se tim, ze
imunizujicim mnozstvim uvedené bakterie je pfiblizné 1 x 10 az 3 x 10"

bunécénych ekvivalentd DNA Mycoplasma hyopneumoniae.
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12. Zplisob podle naroku 11, vyznadujici se tim, ze
imunizujicim mnozstvim uvedené bakterie je priblizné 1 x 10°az 3 x 10°

bunéénych ekvivalentll DNA Mycoplasma hyopneumoniae.

13. Zplsob podle naroku 10, vyznadujici se tim, ze
zpUsob podéavéani v uvedeném kroku podavani je intramuskularni,

subkutalni, intraperitonealni, jako aerosol, oralni nebo intranasaini.

14. ZpuUsob podle naroku 10, vyznadujici se tim, ze
adjuvantni smes sestava z polymeru kyseliny akrylové a smési
metabolizovatelného oleje, které obsahuje jeden nebo vice =z
terpenovych uhlovodikG a blokovy kopolymer polyoxyethylenu a
polyoxypropylenu, v koneéné koncentraci pfiblizné 1 % az 25 %,

objem/objem.

15. Zplsob podle naroku 14, vyznadujici se tim, ze

polymerem kyseliny akrylové v adjuvantni smési je Carbopol.

16. ZpUsob podle naroku 14, vyznadcdujici se tim, Ze
metabolizovatelnym olejem v adjuvantni smési je terpenovy uhlovodik,

zvoleny ze skupiny, tvofené skvalenem a skvalanem.

17. ZpUsob podle kteréhokoliv z naroki 10 az 16, vy znaduji-
ci se tim ze déle zahrnuje krok, v némz se soucasné podava
alespon jeden dalSi bakterin, zvoleny ze skupiny, sestavajici z bakterii
Haemophilus parasuis, Pasteurella multiocida, Streptococcum suis,
Actinobacillus pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Salmonella

choleraesuis a leptospiry.

18. Vakcina obsahujici inaktivované Mycoplasma hyopneumoniae,

metabolizovatelny olej, blokovy kopolymer polyoxyethylenu a
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polyoxypropylenu a polymer kyseliny akrylové, ve formé emulze typu

oleje ve vodeé.

Zastupuje:
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