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Vakcina pro orilni podini hospedafskym zvifatim

Oblast techniky

Regeni se tyka vakeiny pro orélni podani hospodafskym zvifatlim, kterd obsahuje Zivy oslabeny
kmen Salmonella enterica CAPM 6474 na ochranu hospodaiskych zvifat pred infekci salmone-
lami ve formé atenuované vakciny s moZnosti serologické diferenciace vakcinovanych a pfiroze-
né infikovanych hejn.

Dosavadni stav techniky

Vakcinace hospodéfskych zvifat proti infekci salmonelami lze provadét dvéma typy vakcin -
inaktivovanymi anebo Zivymi oslabenymi. Vzhledem k patogenezi onemocnéni viak oslabené
zivé vakciny poskytuji vyrazné vy3&i ochranu pted infekei 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 ziskdny dlouhodobym pasiZovénim v laboratofi
nebo ndhodnou mutagenezi indukovanou mutageny fyzikalni (riizné typy zafeni) nebo chemické
povahy (napf. plsobeni nitrosoguanidinem). Tyto postupy umozZnily selekei kmeni, u kterych
byla nasledn€ prokdzana sniZena virulence, avSak se zachovanou imunogenitou. PFestoZe jsou
tyto vakciny funk¢ni a jsou relativné extenzivné charakterizovany, skuteéna pii¢ina jejich osla-
beni neni znadma (Guzman aj., 2006, Vaccine 24, 3804-11; Smith 1956, J Hyg. (Lond); 54, 419-
32). Proto se od poloviny 80. let dvacatého stoleti testuji geneticky modifikované vakeiny, tedy s
pfesné definovanym zplisobem oslabeni. PH pfipravé definovanych mutantnich kment 1ze navic
cilen€ pfipravit kmeny, kterym chybi specifické antigeny, které stimuluji u infikovanych zvifat
produkci protildtek. Absence takového genu a jim kdédovaného proteinu pak vede k absenci pro-
tilatek v séru vakcinovanych zvifat a vytvofeni negativni markerové vakciny.

Podstata technického fedeni

Uvedené nedostatky odstraituje vakcina pro oralni podani hospodafskym zvifatiim podle technic-
kého feseni, jehoZ podstata spoiva v tom, Ze vakcina obsahuje Zivy oslabeny kmen zoopatogen-
niho mikroorganismu Sa/monella enterica CAPM 6474, pfiemZ tento kmen je modifikovan
tfemi nezavislymi vyjmutimi genetického materialu, a je uloZeny ve Sbirce zoopatogennich mik-
roorganismi v Bmé, CZ.

Za ucelem zvyseni bezpe€nosti Zivé atenuované vakciny pro ordlni uZiti u hospodaiskych zvifat
pivodci dile modifikovali atenuovany kmen, ktery je ptedmétem jejich piihlagky vynalezu PV
2011-887. Z kmene Salmonella Enteritidis SPI1 Jon vyjmuli gen kédujici hlavni strukturni pro-
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tein biiku. Po vakeinaci timto kmenem byla zachovéna atenuacc i imunogenita piivodniho

kmene Salmonella Enteritidis SPI1 fon, ale po vakcinaci kmenem SPI1 fon fliC nedochazelo k
tvorbé anti-FliC protilatek, a to ani po intravendzni aplikaci vakcinaéniho kmene, ktera vede k
masivni produkei protilatek proti LPS.

Vzijemnad kombinace mutaci SPI-1, fon a fIiC tak vede k idedlnimu novému vakcinaénimu
kmeni, ktery

1) je oslaben dvéma nezavislymi mutacemi (zvy3ena bezpeénost),

i1) je velmi imunogenni {mutace v genu fon vede k nadprodukci kapsulamich polysacharidi.
SPI-1 mutanti neindukuji bunéénou smrt u makrofagi),

ii}) je snadno odliditelny (nadprodukce kapsuldrnich polysacharidii vede k tvorbé mukoidnich
kolonii na béZnych agarech a snadnému vizudlnimu odlien{ vakcinaéniho kmene od libovolného
terénniho kmene Salmonella enterica,
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iv) umoziuje serologickou diferenciaci vakeinovanych a pfirozené infikovanych hejn Gallus
gallus na zakladé€ absence anti-FliC protilatek v séru vakcinovanych kufat.

Podstatou technického feeni je tedy uziti kombinace dvou mutaci. SPI-1 a fon, za ucelem osla-
beni Salmonella enterica pro vyuziti jako Zivé oslabené vakciny na ochranu chovii hospodai-
skych zvifat a soucasné vyjmuti genu f7iC umoziujici serologickou diferenciaci vakcinovanych
kufat od kufat pfirozeng infikovanych Salmonella Enteritidis komeréné dostupnymi ELISA sou-
pravami. Pripraveny konstrukt je vhodny jako ordlni Ziva markerova vakcina hospodatskych
zvifat proti salmonelovym infekcim. Vakcina podle technického feseni byla ovéfena plvodci v
praxi ve Vyzkumném 1stavu veterinarniho lékafstvi v.v.i., Brmo, CZ.

Nasledujici pfiklady provedeni vakeinu podle technického fefeni pouze dokladaji, ale neomezuji.

Priklady provedeni

Priklad 1

Vakcina pro ordlni podéni hospodafskym zvifatim podle technického feSeni obsahuje Zivy osla-
beny kmen Salmonella enterica CAPM 6474, ktery byl pfipraven pomoci lambda red rekombi-
nace. Nejprve byly paralelné pfipraveny jednotlivé mutace, tedy delece SPI1, delece genu Jon a
delece genu fTiC. Po nahradé SPI1 za gen kddujici rezistenci k chloramfenikolu byla tato modifi-
kace pfenesena do nového kmene Salmonella enterica transdukei P22 figem. Nasledné byl gen
kodujici rezistenci k chloramfenikolu odstranén pomoci flipdzy kédované plazmidem pCP20. Do
kmene s tplnou deleci SPI1 byla pomoci transdukce nisledné vnesena mutace fon::Cm. Gen
kodujici rezistenci k chloramfenikolu byl opét odstranén pomoci flipdzy kédované plazmidem
pCP20 a do takto vytvofeného kmene (ASPI1 Alon) byla transdukei vnesena mutace fIiC::Cm.
Kmen Salmonella enterica ASPI1 Alon fliC::Cm byl vyuZit pro testovani imunogenity. Pfi vak-
cinagnich pokusech byla kmenem Salmorella enterica CAPM 6474 orilné vakcinovana jedno-
denni kufata linie ISA Brown. Kufata byla ordlné revakcinovana o 3 tydny pozdéji a elenZovana
divokym kmenem Salmonella enterica serovar Enteritidis o dalsf 3 tydny pozd€ji, tedy ve véku
42 dni. Celenz byla provadéna jak ordlné, tak intravenézné, Kufata byla utrdcena 4 a 14 dni po
gelenzi a vysledky jsou shrnuty v Tabulce 1. Vyplyva z ni, Ze vakcinace chranila kufata pred
infekci divokou Salmonella enterica serovar Enteritidis, protoZe poéty salmonel ve tkanich vak-
cinovanych kufat byly 10x az 100x niz¥i neZ u nevakcinovanych kontrol. I v piipadech, kdy byla
pfitomnost salmonel prokdzana pouze kvalitativng, byly ve skupinach vakcinovanych zvitat vzdy
niZ§i poéty salmonela-pozitivnich kufat neZ ve skupiné nevakcinovanych kufat. Absence serolo-
gické odpovédi na vakcinaci Salmonella enterica ASPI1 Alon fliC:: Cm tvorbou anti-F1iC proti-
latek je doloZena na Grafu 1.

Tabulka 1
Imunizace kufat Salmonella Enteritidis SPI1-lon-fliC

den 42 4 DPI 14 DPI

sl. sl.
Vakcinace CelenZ jatra slezina  stfevo  jatra slezina  stfevo
SPH-lon-fliC 116 0/6 0o/t 0/6 116 2/6
bez vakcinace P-O. 216 2/6 616 416  4/6 6/6
SPI1-lon-fliC iv 2,92+1,37* 4891072 6/6 5/6 3,29+1,07 2/6

bez vakcinace 4,7110,39 6,6810,42 6/6 5/5 4,164038 _ 5/5

& signifikantné odliZné od skupiny bez vakcinace (t-test, P<0.05)
* signifikantng odli$né od skupiny bez vakcinace (X’ test, P<0.05)
p.o. - oralni &elenZ

i.v. - intravenozni éelenz.
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V Tabulce 1 jsou shmuty vysledky detekce salmonel v organech vakcinovanych a nevakcinova-
nych kufat 4 (den 46) a 14 (den 56) dni po orélni nebo intravenézni infekci (DPI). Udaje ukazuji
bud’ skutené pocty salmonel na gram tkéné (log CFU/g) anebo pocet pozitivnich z celkového
poltu zvifat.

Tvorba protilatek proti LPS a bi¢ikovému antigenu FliC po vakcinaci a infekci je zndzomnéna v
Grafu 1.

Panel A, anti-LPS protilatky po oralni vakcinaci (den 1 s revakcinaci v den 21) a orélni infekci v
den 42 Zivota kuiat.

Panel B, stejné jako na panelu A, ale pouze s tim rozdilem, Ze byly detekoviany protilatky proti
bi¢ikovému antigenu F1iC.

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

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

Vysvétlivky ke Grafu 1

kosoétverce, SP11-fon vakcinovana kufata

étverce, SPIL-fon-fliC vakcinovand kufata

koletka, nevakcinovana kufata

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

& _ signifikantné odli¥né od stejné starych nevakcinovanych, ale infikovanych kontrol, (vie t-test,
P<0.05).

Celkové sloZeni vakciny podle technického fefeni a jeji ddvkovani

Vakcina podle technického feSeni obsahuje pouze Zivy atenuovany kmen Salmonella enterica
CAPM 6474, Imuniza&ni dévka byla 10’ CFU vakcinaéniho kmene v 0,1 ml inokula na jedno
kufe a jednu imunizaci. PH Siroké aplikaci se ale pfedpokldda imunizace ordlné podanim v pitne
vodg, piidemz ddvka 10’ CFU na kufe a divku bude zachovéna. Kufata jsou imunizovéna co
nejdiive po vylihnuti kufat, idedln€ v den 1 Zivota s oralni revakeinaci 3 tydny po prvni vakei-
naci.

Primyslova vyuZitelnost

Nova vakcina pro oralni podani hospodaiskym zvifatim obsahuje kmen mikroorganismu Salmo-
nella enterica CAPM 6474, ve kterém byla pfipravena konkrétni kombinace mutaci vedouci k
jeho Zddoucimu oslabeni se zachovanim imunogenity a moZnosti serologické diferenciace po
oralni aplikaci. Serologickd diferenciace umoZituje odlieni vakcinovanych hejn od hejn pfiro-
zené infikovanych divokymti kmeny Salmonefia enterica. Je proto vhodnd jako oralni Ziva mar-
kerova vakcina na ochranu hospodaiskych zvitat pied salmonelovymi infekcemi.

NAROKY NA OCHRANU

1. Vakcina pro orilni podani hospodéaifskym zvifatim, vyzmadujici se tim, Ze
obsahuje Zivy oslabeny kmen zoopatogenniho mikroorganismu Salmonella enterica CAPM
6474, pfi¢emZ tento kmen je oslabeny tfemi nezavislymi modifikacemi zaloZzenymi na vyjmuti
genetického materialu, a je uloZeny ve Sbirce zoopatogennich mikroorganismi v Brné, CZ.

1 vykres
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Graf 1

LPS profldtky ani-FliiCprotilatky
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