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Vakeina proti kli§t'ové encefalitidé k veterinirnimu u7iti
Oblast techniky

Technické feSeni se tyka vakciny proti klistové encefalitidé k veterindrnimu uZiti.

Dosavadni stav techniky

Mrws

Klistova encefalitida (KE) je jednim z nejzavaznéjSich infekEnich onemocnéni postihujicich
centralni nervovy systém vyskytujicich se v Ceské republice. Onemocnéni zpisobuje virus kIi3-
tové encefalitidy (VKE). K pfenosu viru dochazi typicky b&hem sani krve infikovanym klisté-
tem, méné Castym zplisobem pfenosu onemocnéni je alimentarni cesta pfi pozfeni virem konta-
minované potravy. Mimo typickych rezervoarovych hostiteld mize byt klistovou encefalitidou
projevuje jako zanét mozku a michy a byva spojena s nejtéz8imi nebo i fatalnimi ptipady (Grit-
sun, T. S., Lashkevich, V. A., Gould, E. A. Tick-borne encephalitis. Antiviral Res 2003, 57:
129-146). U nékterych druhil zvifat se miZe onemocnéni manifestovat podobnymi klinickymi
ptiznaky jako u lidi, naptiklad u psti byly popsany symptomy poukazujici na zdvazné poskozeni
mozku (Pfeffer, M., Dobler, G. Tick-borne encephalitis in dogs - is this an issue? Par Vector
2011, 4:59) a u koni je v souvislosti s onemocnénim kli§t'ovou encefalitidou popisovana dlouho-
doba ztrata celkové kondice (Klaus, C., Horugel, U., Hoffmann, B., Beer, M. Tick-bonne en-
cephalitis virus (TBEV) in horses: clinical and laboratory findings and epidemiological investi-
gations. Vet Microbiol 2013, 163:368-372). U pfezvykavcd ma klitova encefalitida obvykle
podobu asymptomatické infekce a nepiedstavuje tak zdravotni problém pro samotného nakaZze-
ného hostitele. Ve vzacnych ptipadech ale mize ndkaza virem kli§tové encefalitidy u prezvy-
kavcd vést k rozvoji zdvazné neuroinfekce (Bdhm, B., Schade, B., Bauer, B., Hoffmann, B.,
Hoffmann, D., Ziegler, U., Beer, M., Klaus, C., Weissenbock, H., Bottcher, J. Tick-borne en-
cephalitis in a naturally infected sheep. BMC Vet Res. 2017 Aug 22; 13(1):267. doi:
10.1186/512917-017-1192-3.). Riziko nédkazy také ohroZuje €lovéka konzumujiciho mléko nebo
mlééné produkty kontaminované virem. Zdrojem alimentarni infekce ¢lovéka mize byt mléko
koz, ovci i krav infikovanych virem klistové encefalitidy (Offerdahl, D. K., Clancy, N. G.,
Bloom, M. E. Stability of a tick-bonne flavivirus in milk. Front Bioeng Biotechnol 2016, 4:40).

Kromé obecnych pravidel ochrany pred infestaci klit’aty je nejuicinnéj$im preventivnim opatie-
nim pfed onemocnénim kli§tovou encefalitidou aktivni imunizace (Kunz, C. TBE vaccination
and the Austrian experience. Vaccine 2003; 21 Suppl 1 : S50-55). V Evropé jsou v soucasné dobé
pouZivany dvé huménni vakciny zaloZené na evropskych kmenech viru kli§tové encefalitidy:
FSME-IMMUN - kmen Neudorfl (Pfizer Manufacturing Austria GmbH) a ENCEPUR - kmen 23
(Novartis Vaccines and Diagnostic). Vakcina proti kli$tové encefalitidé k veterindrnimu uZiti
neni v soucasné dobé¢ k dispozici.

Podstata technického feSeni

Podstatou technického feSeni je vakcina proti klistové encefalitidé k veterindrnimu uziti, kterd
obsahuje inaktivovany virus klistové encefalitidy v celovirionové formé. Virus miZe byt inakti-
vovan znamymi zplsoby, napiiklad oSetfenim formaldehydem.

Aplikace vakciny podle technického feSeni vyvolava v cilovém subjektu tvorbu specifickych
protilatek proti viru kli§tové encefalitidy (anti-VKE protildtek), které maji ochranny efekt proti
infekci kli$tovou encefalitidou. Vakcina je ur€ena na ochranu zvitat pred infekei kli§t'ovou ence-
falitidou.

Vakcina s vyhodou obsahuje inaktivovany virus klistové encefalitidy kmene Hypr. Pouzity kmen
viru je dostupny naptiklad v European Virus Archive (https://www.european-virus-ar-
chive.com/virus/ tick-borne-encephalitis-virus-western-subtype-strain-uvetbevl 953czhypr).

Vakcina dale miZe obsahovat dal§i farmaceuticky pfijatelné pomocné latky, typicky rozpousté-
dla, nosi¢e a/nebo adjuvanty. Adjuvanty jsou latky zvySujici odpovéd’ imunitniho systému na
vakcinu.
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Vhodnym rozpou$tédlem muzZe byt naptiklad fyziologicky roztok. Vhodnym adjuvantem miZe
byt napiiklad hlinita stil, zejména hydroxid hlinity nebo fosforeénan hlinity, nebo skvalen.

Vakcina proti kli§tové encefalitidé k veterindrnimu uZiti podle pfedkladaného technického feseni
je s vyhodou upravena pro subkutanni nebo intramuskularni podani.

Cilem vakciny podle predkladaného technického feSeni je ochranit vakcinaci zvife pfed rozvojem
infekce klistové encefalitidy a zabranit tak:

a) doCasnému ¢i trvalému poskozeni zdravi infikovaného zvifete (napf. u psi, koni a prezvy-
kavctl),

b) rozvoji infekce u hospodafskych zvifat chovanych pro mléko (kozy, ovce, skot) a tim zpliso-

bem zamezit kontaminaci mléka virem kli§tové encefalitidy a ochranit tak spotiebitele (¢loveéka)
pred infekei klistovou encefalitidou alimentarni cestou.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1: Analyza antigenu pfipraveného v ptikladu provedeni. A: separace virovych proteint po-
moci denaturaéni polyakrylamidové gelové elektroforézy. E protein (Sipka). B: imunodetekce
E-proteinu, hlavniho obalového proteinu VKE (8ipka). Popisky: Ag - vzorek antigenu.
MM - molekulovy marker (kDa)

Obr. 2: Imunogenita vakciny pfipravené podle piikladu provedeni. Tvorba specifickych anti-
VKE protilatek po vakcinaci u mysi (A) a u ovci (B). VIEU jsou specifické jednotky pro mnoz-
stvi protilatek proti VKE.

Obr. 3. Uginnost vakciny ptipravené podle piikladu provedeni. PieZivani vakcinovanych a ne-
vakcinovanych mysi v infekénim experimentu, pfi kterém byly my$i experimentalné infikovany
Zivym kmenem VKE - Hypr (A) nebo terénnim kmenem VKE - KE 9001 (B).

Piiklad uskuteénéni technického feSeni

Vakcina proti kli§tové encefalitidé k veterinarnimu uZiti byla pfipravena pro subkutdnni nebo
intramuskularni podani. Jako specificky antigen vyvolavajici tvorbu ochrannych anti-VKE proti-
latek vakcina obsahuje inaktivovany VKE kmen Hypr.

1) Priprava antigenu

Antigen pro vakcinu proti kli§tové encefalitidé byl pfipraven jako celovirionovy preparat. VKE
kmen Hypr byl pomnoZen na bunééné linii BHK-21 (linie epitelidlnich bun€k z ledviny kiecka).
Nasledn& byl virus purifikovén z kultivaéniho média pomoci sraZeni, ultracetrifugaci na gradi-
entu a purifikaci pfes filtra¢ni systémy. MnoZstvi proteinu v antigennim preparatu bylo méfeno
metodou dle Bradfordové. Purifikace antigenu byla ovéfena pomoci denaturaéni polyakrylami-
dové gelové elektroforézy (Obr. 1A), Westernova pfenosu a nasledné imunodetekce. Pomoci
téchto metod bylo prokazano, Ze hlavni obalovy protein vinu - E protein, je majoritni soucasti
purifikovaného antigenu a je rozpoznavan specifickou monoklondlni protilatkou proti tomuto
proteinu (Obr. 1B).

2) Priprava a vlastni sloZeni vakciny

Pro uéely pfipravy vakeiny byl purifikovany virus kii$tové encefalitidy inaktivovan formaldehy-
dem. Uspé$nost inaktivace byla ovéfena in-vitro na bunééné linii PS (linie epitelidlnich bun€k
z ledviny prasete). Vlastni vakcina mé nasledujici sloZeni:

- antigen: purifikovany inaktivovany virus (10 pg/davka)

- adjuvans - hydroxid hlinity ve formé 2 % Alhydrogelu - 10 % objemu jedné davky
- fyziologicky roztok.

Pouzity celkovy objem jedné davky vakciny: 0,15 ml pro mysi, 1 ml pro ovce.
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3) Ovéteni bezpelnosti a imunogenity vakciny

Bezpednost a imunogenita pfipravené vakciny byla ovéfena nejprve na my$im modelu. Skupina
deseti laboratornich mysi byla subkutdnné imunizovana pfipravenou vakcinou. Celkovy objem
jedné davky aplikované vakciny byl 0,15 ml. Imunizaéni proces byl proveden tfemi ddvkami
vakciny s &asovymi prodlevami 14 dni mezi jednotlivymi dévkami. Vakcina byla bezpeéna
a byla zvifaty dobfe snasena. Tyden po posledni aplikaci vakciny bylo stanoveno mnoZstvi speci-
fickych protilatek proti VKE v séru imunizovanych mysi metodou ELISA. Pfipravena vakcina
vyvolala tvorbu specifickych anti-VKE protilatek (Obr. 2A).

Nasledné byla testovana bezpenost a imunogenita vakciny na ovcich. Tii zvifata byla vakcino-
vana v obdobném schématu, které bylo pouZito u mysi. Celkovy objem jedné davky aplikované
vakciny byl 1 ml. Nasledna detekce specifickych anti-VKE protilatek prokazala jejich tvorbu
u vakcinovanych zvifat (Obr. 2B). Vakcina byla bezpe¢na a byla zvifaty dobfe snaSena.

4) Ovéreni ucinnosti vakciny

Ukinnost vakciny byla ovéfena nejprve na my$im modelu infekénim pokusem s vyuZitim Zivého
kmene VKE Hypr a dalsiho terénniho kmene VKE (KE 9001). Imunizované mysi podle sché-
matu uvedeného vyse (viz bod 3) byly experimentdlné infikovany letdlni davkou vakcina¢niho
kmene Hypr (5 my3i) a terénnim kmenem KE 9001 (5 mysi). Imunizace navodila ochranu pfed
rozvojem letalni infekce u viech imunizovanych mysi jak proti vakcina¢nimu kmenu Hypr
(Obr. 3A) tak proti terénnimu kmenu (KE 9001) (Obr. 3B). Naproti tomu u viech experimentalné

infikovanych nevakcinovanych mysi dochazelo k rozvoji fatalni formy klistové encefalitidy
u obou pouZitych kmeni.

V ptipadé ovéfovani G¢innosti vakcinace na ovcich byla sledovéana hladina virémie po infekci
u vakcinovanych a nevakcinovanych zvifat. Ovce byly imunizovany podle schématu uvedeného
vyse (viz bod 3). Imunizovana zvifata (3 ks) a neimunizovana zvifata (4 ks) byla infikovéna te-
rénnim kmenem VKE (KE 9001), nasledné jim byla ve vybranych €asovych intervalech odebi-
rana krev za ui¢elem detekce VKE. Imunizace ovei pfipravenou vakcinou zabranila virémii, VKE
nebyl zachycen u Zadného ze tfi vakcinovanych zvitat. Naproti tomu u tfi zvifat z nevakcinované
skupiny (4 jedinci) byla plakovou metodou prokazana piitomnost VKE v krvi.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Vakcina proti klistové encefalitidé k veterinirnimu uZiti, vyznacujici se tim,
e obsahuje inaktivovany virus klistové encefalitidy v celovirionové forme.

2.  Vakcina podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze inaktivovany virus kli§tové
encefalitidy je virus kmene Hypr.

3.  Vakcina podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokl, vyznacujici se tim, Ze
dile obsahuje dal3i farmaceuticky pfijatelné pomocné latky vybrané ze skupiny zahrnujici roz-
poustédla, nosice a adjuvanty.

4.  Vakcina podle ndroku 3, vyznaéujici se tim, Ze rozpoustédlem je fyziologicky
roztok. - -

5.  Vakcina podle naroku 3, vyznaéujici se tim, Ze adjuvantem je skvalen nebo
hlinit4 sul, s vyhodou hydroxid hlinity nebo fosfore¢nan hlinity.

6.  Vakcina podle kteréhokoliv z pfedchézejicich narokti, vyznacujici se tim, Zeje
upravena pro subkutanni nebo intramuskularni podani.

3 vykresy
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Obr. 1
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Obr. 2
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Obr. 3

PfeZivani mysi po infekci VKE kmen Hypr (%)
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