CZ 2012 - 361 A3

PRIHLASKA VYNALEZU

zverejnéna podle § 31 zdakona ¢. 527/1990 Sb.

(19) (22) Prihiaseno: 30,05.,2012
CESKA (40) Datum zvetejnéni prihlasky vynalezu:
REPUBLIKA (Véstnik ¢. 50/2013)

URAD ,
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTV]

11.12.2013

(21) Cislo dokumentu:

2012-361

(13) Druh dokumentu: A3

(51) Int. Cl.:
A6IK 39/112 (2006.01)
CI2N 121 (2006.01)

(7]) Ptihlasovatel:

Vyzkumny ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i., Brno, CZ
(72) Pivodce:

Rychlik Ivan Doc. RNDr. Ph.D., Vele$ovice, CZ

Iv(arasové Daniela Ing. Ph.D, Brno, CZ

Sebkové Alena Mgr., Brno, CZ

Havli¢kova Hana Ing., Brno, CZ

Matulova Marta Megr., Soblilky, CZ

Sisak Frantisek MVDr. CSc., Brno, CZ

(74) Zastupce:
PATENTOVA KANCELAR, Mgr. Hana Jirkalova,
Michelska 18/12a, Praha 4, 14000

(54) Nazev ptihlasky vynalezu:
Vakcina pro oralni podani hospodarskym
zviFatim

(57) Anotace:
Reseni se tyka vakciny pro oralni podani hospodaiskym
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kmen je oslabeny tfemi nezavislymi mutacemi a je uloZeny ve
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Vakcina pro oralni podani hospodarskym zviratim

Oblast techniky

Reseni se tyka vakciny pro oralni podani hospodaiskym zvifatim, ktera
obsahuje Zivy oslabeny kmen Salmonella enterica CAPM 6474 na ochranu
hospodariskych zvirat pied infekci salmonelami formou atenuovanou vakcinou
s moznosti serologické diferenciace vakcinovanych a pfirozené infikovanych

hejn.

Dosavadni stav techniky

Vakcinace hospodafiskych zvirat proti infekci salmonelami Ize provadét
dvéma typy vakcin — inaktivovanymi anebo zivymi oslabenymi. Vzhledem k
patogenezi onemocnéni vSak oslabené Zivé vakciny poskytuji vyrazné vyssi
ochranu pied infekci nez vakciny inaktivované (Papezova aj. 2008, Vet. Med.
Czech 53, 315; Robertsson aj. 1983, Infect. Immun. 41, 742; Silva aj., 1981,
Avian Dis. 25, 38-52).

Prvni oslabené Zivé salmonelové vakciny byly ziskany dlouhodobym
pasazovanim v laboratofi nebo nadhodnou mutagenezi indukovanou mutageny
fyzikalni (rizné typy zareni) nebo chemické povahy (napi. plsobeni
nitrosoguanidinem). Tyto postupy umoznily selekci kmeni, u kterych byla
nasledneé prokazana sniZena virulence, avSak se zachovanou imunogenitou.
Prestoze jsou tyto vakciny funkéni a jsou relativné extenzivné
charakterizovany, skuteéna pfi¢ina jejich oslabeni neni znama (Guzman a;j.,
2006, Vaccine 24, 3804-11; Smith 1956, J Hyg.(Lond);54, 419-32). Proto se
od poloviny 80. let dvacatého stoleti testuji geneticky modifikované vakciny,
tedy s pfesné definovanym zplUsobem oslabeni. Pfi pfipravé definovanych
mutantnich kmenu Ize navic cilené pfipravit kmeny, kterym chybi specifické

antigeny, které stimuluji u infikovanych zvifat produkci protilatek. Absence
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takového genu a jim kédovaného proteinu pak vede k absenci protilatek v séru

vakcinovanych zvifat a vytvofeni negativni markerové vakciny.

Podstata vynalezu

Uvedené nedostatky odstrafiuje vakcina pro oréini podani
hospodafskym zvifatim podle vyndlezu, jehoz podstata spodiva vtom, Ze
vakcina obsahuje Zivy oslabeny kmen zoopatogenniho mikroorganismu
Salmonella enterica CAPM 6474, pficemz tento kmen je modifikovan tremi
nezavislymi vyjmutimi genetického materialu, a je uloZeny ve Sbirce
zoopatogennich mikroorganismu( v Brné, CZ.

Za ucelem zvySeni bezpec€nosti Zivé atenuované vakciny pro oralni uziti
u hospodarskych zvifat plvodci dale modifikovali atenuovany kmen, ktery je
predmétem jejich pfihlasky vynalezu PV 2011-887. Z kmene Salmonella
Enteritidis SPI1 Jon vyjmuli gen kédujici hlavni strukturni protein bigiku. Po
vakcinaci timto kmenem byla zachovana atenuace i imunogenita ptivodniho
kmene Salmonella Enteritidis SPI1 lon, ale po vakcinaci kmenem SPI1 lon fliC
nedochazelo k tvorbé anti-FIliC protilatek, a to ani po intravenézni aplikaci
vakcinaéniho kmene, ktera vede k masivni produkci protilatek proti LPS.

Vzajemna kombinace mutaci SPI-1, Jon a fliC tak vede k idealnimu
novemu vakcinaénimu kmeni, ktery
i) je oslaben dvémai nezavislymi mutacemi (zvy$ena bezpe&nost),

i) je velmi imunogenni (mutace v genu Jon vede k nadprodukci
kapsularnich polysacharidd, SPI-1 mutanti neindukuji bun&&nou smrt u
makrofagu)

i) je snadno odliSitelny (nadprodukce kapsularnich polysacharidi vede k
tvorbé mukoidnich kolonii na béznych agarech a snadnému vizualnimu
odliSeni vakcinaniho kmene od libovolného terénniho kmene Salmonella

enterica.



iv)  umoznuje serologickou diferenciaci vakcinovanych a pfirozené
infikovanych hejn Gallus gallus na zakladé absence anti-FIiC protilatek v séru
vakcinovanych kurat.

Podstatou vynalezu je tedy uziti kombinace dvou mutaci, SPI-1 a lon, za
ucelem oslabeni Salmonella enterica pro vyuziti jako Zivé oslabené vakciny na
ochranu chovi hospodaiskych zvifat a sou¢asné vyjmuti genu fliC umoziiujici
serologickou diferenciaci vakcinovanych kurat od kufat piirozené& infikovanych
Salmonella Enteritidis komeréné dostupnymi ELISA soupravami. Pfipraveny
konstrukt je vhodny jako oraini Ziva markerova vakcina hospodarskych zvirat
pfed salmonelovymi infekcemi. Vakcina podle vynalezu byla ovéfena plvodci
v praxi ve Vyzkumném Gstavu veterinarniho lékafstvi v.v.i., Brno, CZ.

Nasledujici pfiklady provedeni vakcinu podle vynalezu pouze dokladaiji,

ale neomezuji.

Priklady provedeni

Priklad 1

Vakcina pro oraini podani hospodaiskym zvifatim podie vynalezu
obsahuje Zivy oslabeny kmen Salmonella enterica CAPM 6474, ktery byl
pripraven pomoci lambda red rekombinace. Nejprve byly paralelné piipraveny
jednotlive mutace, tedy delece SPI1, delece genu Jon a delece genu fliC. Po
nahradé SPI1 za gen kédujici rezistenci k chloramfenikolu byla tato modifikace
prenesena do nového kmene Salmonella enterica transdukci P22 fagem.
Nasledné byl gen kédujici rezistenci k chloramfenikolu odstranén pomoci
flipazy kédované plazmidem pCP20. Do kmene s Uplnou deleci SPI1 byla
pomoci transdukce nasledné vnesena mutace /on::Cm. Gen kadujici rezistenci
k chloramfenikolu byl opét odstranén pomoci flipazy kdédované plazmidem
pCP20 a do takto vytvofeného kmen (ASPI1 Alon) byla transdukci vnesena
mutace fliC::Cm. Kmen Salmonella enterica ASPI1 Alon fliC::Cm byl vyuZit pro
testovani imunogenity. Pfi vakcinacnich pokusech byla kmenem Salmonella

enterica CAPM 6474 oralné vakcinovana jednodenni kurata linie ISA Brown.
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Kurata byla orainé revakcinovana o 3 tydny pozdéji a éelenzovana divokym
kmenem Salmonella enterica serovar Enteritidis o dal$i 3 tydny pozdéji, tedy
ve véku 42 dni. Celenz byla provadéna jak oralné, tak intravenézné. Kurata
byla utracena 4 a 14 dni po celenZi a vysledky jsou shrnuty v Tabulce 1.
Vyplyva z ni, Zze vakcinace chranila kufata pfed infekci divokou Salmonella
enterica serovar Enteritidis, protoZze pocty saimonel ve tkanich vakcinovanych
kurat byly 10x az 100x ni28i nez u nevakcinovanych kontrol. | v pfipadech, kdy
byla pfitomnost salmonel prokazana pouze kvalitativng, byly ve skupinach
vakcinovanych zvifat vzdy niz$i poéty salmonela-pozitivnich kufat nez ve
skupiné nevakcinovanych kurat. Absence serologické odpovédi na vakcinaci
Salmonella enterica ASPI1 Alon fliC::Cm tvorbou anti-FIiC protilatek je

dolozena na Grafu 1.

Tabulka 1
Imunizace kurat Salmonella Enteritidis SPI1-lon-fliC
den 42 4 DPI 14 DPI
sl. sl.

Vakcinace Celenz jatra slezina  stfevo jatra slezina stfevo
SP11-lon-fliC o 1/6 0/6 o/6* 0/6 1/6 2/6
bez vakcinace p-0. 2/6 2/6 6/6 4/6 4/6 6/6
SPI1-lon-fliC . 2,92+1,37% 4,89+0,72° 6/6 5/6 3,29¢1,07 2/6

LV.

bez vakcinace 4,71+0,39 6,68+0,42 6/6 5/5 4,16+0,38 5/5

& signifikantné odlisné od skupiny bez vakcinace (t-test, P<0.05)
* signifikantné odli$né od skupiny bez vakcinace (x? test, P<0.05)
p.o. — oralni Celenz

i.v. — intraveno6zni éelenz

VTabuice 1 jsou shrnuty vysledky detekce salmonel v organech
vakcinovanych a nevakcinovanych kurat 4 (den 46) a 14 (den 56) dni po oralni
nebo intravendzni infekci (DPI). Udaje ukazuji bud' skuteéné pocty salmonel
na gram tkané (log CFU/g) anebo pocet pozitivnich z celkového po&tu zvifat.

Tvorba protilatek proti LPS a bic¢ikovému anitgenu FliC po vakcinaci a

infekci je znazornéna v nasledujicim Grafu 1.
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Panel A, anti-LPS protilatky po oralni vakcinaci (den 1 s revakcinaci v
den 21) a oralni infekci v den 42 Zivota kufat.

Panel B, stejné jako na panelu A, ale pouze s tim rozdilem, Ze byly
detekovany protilatky proti bi¢ikovému antigenu FliC.

Panel C, anti-LPS protilatky po oraini a intravendzni vakcinaci (oralni
vakcinace v den 1, oralni revakcinace v den 21, intravendzni revakcinace v
den 42 Zivota) a oralni infekci v den 63 Zivota kufrat.

Panel D, stejné jako na panelu C, ale pouze s tim rozdilem, Ze byly
detekovany protilatky proti bi¢ikovému antigenu FIiC. ProtoZe pfi prikazu anti-
FliC protilatek byla pouZita kompetitivni ELISA, narlst anti-FliC protilatek je
charakterizovan poklesem v absorbanci.

Vysvétlivky ke Grafu 1:

kosoétverce, SPI1-lon vakcinovana kufata

Ctverce, SPI1-lon-fliC vakcinovana kurata

kole€ka, nevakcinovana kurata

* - signifikantné& odliSné od neinfikovanych kontrol utracenych v den 42
(panely A a B) nebo den 46 (panely C a D)

& - signifikantné odliSné od stejné starych nevakcinovanych, ale
infikovanych kontrol. (v§e t-test, P<0.05)

Celkové sloZeni vakciny podle vynalezu a jeji davkovani

Vakcina podle vynalezu obsahuje pouze Zivy atenuovany kmen
Salmonella enterica CAPM 6474. Imunizaéni davka byla 10" CFU
vakcinacniho kmene v 0,1 ml inokula na jedno kufe a jednu imunizaci.
Pri Siroké aplikaci se ale pfedpoklada imunizace oralné podanim v pitné vodé,
pfitemz davka 10" CFU na kufe a davku bude zachovana. Kufata jsou
imunizovana co nejdfive po vylihnuti kurat, idealné vden 1 Zivota s oralni

revakcinaci 3 tydny po prvni vakcinaci.



Pramyslova vyuZitelnost

Nova vakcina pro oralni podani hospodaiskym zvifatim obsahuje kmen
mikroorganismu Salmonella enterica CAPM 6474, ve kterém byla pfipravena
konkrétni kombinace mutaci vedouci kjeho Zadoucimu oslabeni se
zachovanim imunogenity a moznosti serologické diferenciace po oralni
aplikaci. Serologicka diferenciace umoziiuje odli$eni vakcinovanych hejn od
hejn pfirozené infikovanych divokymi kmeny Salmonella enterica. Je proto
vhodna jako oralni Ziva markerova vakcina na ochranu hospodaiskych zvirat

pi'ed salmonelovymi infekcemi.
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PATENTOVE NAROKY

1. Vakcina pro orélni podani hospodarskym zvifatim se vyznaéuje tim,
Ze obsahuje Zivy oslabeny kmen zoopatogenniho mikroorganismu Salmonella
enterica CAPM 6474, pficemZ tento kmen je oslabeny tfemi nezavislymi
modifikacemi zalozenymi na vyjmuti genetického materialu, a je ulozeny ve
Sbirce zoopatogennich mikroorganism( v Brné, CZ.
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