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Vakcina pro lé&eni nebo prevenci choroby nebo poruchy u

zvirete, kterd je vyvoléna infekci Mycoplasma hyopneumoniae

Oblast techniky
Vyndlez se tykd vakcina pro lé&eni nebo prevenci choroby
nebo poruchy u zvirete, kterd je vyvolana infekci Mycoplasma

hyopneumoniae

Dosavadni stav techniky

M. hyopneumoniae je bakteridlni patogen, ktery vyvolava
enzootickou pneumonii u prasat. Enzootickd pneumonie je
chronickd choroba, kterd vede ke 3patné konverzi krmiva,
zakrn&lému ristu a predispozici ke druhotnym plicnim infekcim.
M. hyopneumoniae se snadno p¥end&i sekrety respiradniho traktu
a z prasnic na selata, a v chovech prasat md vysokou prevalen-
ci. V USA je infikové&no p¥ibliZné& 99 % chovd prasat, co¥ v
odvétvi produkce vep¥ového vyvolava rofni nédklady asi 300

miliond dolart.

V&t8ina znamych vakcin proti M. hyopneumoniae je zaloZena
na p¥ipravcich obsahujicich inaktivované celé buiky M.
hyopneumoniae a adjuvant. Krom& toho lze synteticky nebo
klonovanim a rekombinantni expresi genll M. hyopneumoniae
pripravit vakciny zaloZené na imunogennich polypeptidech nebo
proteinech. Jako vakcin lze také pouZit geny M. hyopneumoniae,
které jsou chopny exprimovat takové polypeptidy nebo proteiny

in vivo.




ClLee
Jako p¥iklady celobuné&&nych inaktivovanych vakcin M.

hyopneumoniae lze uvést RESPISURE a STELLAMUNE, které jsou

dostupné na trhu od firmy Pfizer Inc., USA.

Krom& toho bylo popsé&no nékolik rekombinantné ziskanych
imunogennich polypeptidi a proteind M. hyopneumoniae, které
mohou byt uZitedné jako podjednotkové vakciny. V mezindrodni
patentové p¥ihlddce zvefejné&né jako WO 96/28472 je popséno
Sest proteinovych antigend proti M. hyopneumoniae o moleku-
larnich hmotnostech 46 aZ 48, 52 aZ 54, 60 az 64, 72 az 75, 90
a%Z 94 a 110 a%¥ 114 kilodaltonu a déle &astelnd proteinova
sekvence antigenl o molekulové hmotnosti 52 aZ 54, 60 aZ 64 a
72 a% 75 kilodaltond a celd nukleotidovd a aminokyselinova

sekvence antigenu o molekulové hmotnosti 46 aZ 48 kilodaltona.

V publikaci Futo et al. (1995; J. Bacteriol 177: 1915 aZ
1917) také bylo popsédno klonovani genu pro protein M.
hyopneumoniae P46, tj. p46. Stejnd skupina autord prokézala,
Ye tento in vitro exprimovany genovy produkt je uZitedny pri
stanovovani protilatkovych odpové&di na infekce M. hyopneumo-
niae bez zk¥iZené reaktivity s jinymi druhy Mycoplasma (Futo
et al., 1995, J. Clin. Microbiol. 33: 680 aZ 683). Sekvence a
diagnostické pouZiti genu p46 popsané v publikaci Futo et al.
je dédle popsano v evropské patentové prihla3ce &. 0 475 185

Al.

V publikaci Wise a Kim (1987, J. Bacteriol., 169: 5546 aZ
5555) se uvadi, %e v M. hyopneumoniae se vyskytuji &tyri
integrdlni membranové proteiny oznacené jako p70, pé65 (vyde
uvedeny P46), p50 a P44 a Ze t¥i posledné uvedené proteiny
jsou modifikovany kovalentnimi lipidovymi vazbami a indukuji
silnou humor&lni imunitni odezvu. Ochranné G&inky této

imunitni odpové&di nebyly zkoumé&ny. Gen pro protein P65 byl




klonovan a jeho sekvence a pouZiti ve vakcindch a diagnostice

jsou popsany v US patentu ¢. 5 788 962.

V mezindrodni patentové p¥ihlé&S8ce zvefejnéné jako WO
91/15593 je popséno pét proteinl M. hyopneumoniae o zdanlivé
molekulové hmotnosti 105, 90, 85, 70 a 43 kilodalton. V této
publikaci je uvedena Gpln& sekvence genu pro 85kDa protein
(protein C), jakoZz i Castefné nukleotidové sekvence pro

zbyvajici &ty¥i proteiny.

V US patentu &¢. 5 252 328 (Faulds) jsou popsény amino-
termindlni sekvence imunoreaktivnich proteinl M. hyopneumo-
niae, jejichZz molekuldarni hmotnost je 34, 41, 44, 48, 64, 68,
74,5, 79, 88,5, 96 a 121 kDa. V tomto patentu jsou také
popsany jiné proteiny identifikované na zakladé& elektrofore-
tické pohyblivosti o zdanlivé molekuladrni hmotnosti 22,5, 34 a
52 kDa; v jejich p¥ipad€ neni uvedena proteinova sekvence.
Alkoliv se v US patentu 5 252 328 uvaZuje o pouZiti téchto
proteind ve vakcinovych formulacich, nejsou v ném uvedeny

zadné vakcinac¢ni pokusy.

V mezindrodni patentové p¥ihléa&ce zverejnéné jako WO
95/09870 jsou popsany biochemické zplsoby purifikace adhesind
M. hyopneumoniae, mykoplasmovych integralnicb membranovych
proteint, které jsou zodpovédné za adhezi k ¥asinkam epithelu
hornich cest dychacich hostitele. Ve WO 95/09870 jsou také
navrZena stanoveni a pouZiti téchto proteinl nap¥iklad ve

vakcinadch a diagnostickych ptipravcich.

Ve vyzkumné zpraveé King et al. (1997; Vaccine 15: 25 aZ
35) je popséan Mhpl, 124kDa adhesin, ktery je kmenovou

variantou P97.




96kDa varianta P97 byla identifikovina skupinou Wilton et
al. (1998, Microbiology 144: 1931 a¥ 1943). Krom& toho se
ukézalo, Ze gen p97 je soulédsti operonu, ktery také kéduje
druhy protein oznaleny jako P102 o predpokladané molekuldrni
hmotnosti asi 102 kDa (Hsu et al., 1998, Gene 214: 13 a¥ 23).
V mezindrodni patentové p¥ihlace zverejn&né jako WO 99/26664
Minion a Hsu navrhuji pouZiti P102 ve vakcinich, ale neuvad&ji

zadné vakcinadni zkousky.

O Z&dné z popsanych vakcin M. hyopneumoniae se neuvadi, Ze
by byla (¢innéd p¥i jednordzovém oZet¥eni prasat o sta¥i asi 3
aZ 10 dn@. Takovd vakcina by umoZfovala vyloudit pot¥ebu
vicendsobné aplikace, a tudif by vyrazn& sniZovala naklady a
pracnost souvisejici s masivni vakcinaci chovd prasat na celém
svEét&. Existuje tudiZ pot¥eba vyvinout G&innou vakcinu M.
hyopneumoniae, kterou by prasatim bylo mo¥no podavat jednora-
zovou vakcinaci ve v&ku asi 3 aZ asi 10 dnl za Gdelem ochrany
p¥ed chorobami nebo poruchami vyvolanymi M. hyopneumoniae:a

jejich prevence.

Podstata vyndlezu

Predmétem vyndlezu je pouZiti Mycoplasma hyopneumoniae pro
vyrobu vakciny pro lé&eni nebo prevenci choroby nebo poruchy u
zvifete, kterad je vyvoldna infekci Mycoplasma hyopneumoniae,
pridem#? vakcina se podédva zvi¥eti jednordzovE&. Vakcina se

zpravidla podava zvireti o sta¥i asi 3 a% asi 10 dnt.

Vakcina podle vynédlezu eliminuje nutnost podavat dalsi
davky, aby se vytvorila a/nebo udrZela imunita proti M.
hyopneumoniae. Zplsobem jednordzové vakcinace za pouZiti
vakciny vyrobené podle vyndlezu se dosdhne ochrany séro-
negativnich i séropozitivnich prasat proti infekeci virulentni

M. hyopneumoniae. Vakcinace je G&innd p¥i 1lé&eni nebo prevenci

ZZ%/




symptomi vyvolangch infekci M. hyopneumoniae, jako je

napfiklad prevence a zmenZovani plicnich 1ézi u prasat.

Vakcina M. hyopneumoniae miZe obsahovat p¥ipravek z celych
bunék M. hyopneumoniae nebo jejich &asti, jako bakterin, nebo
modifikovany Zivy p¥ipravek, podjednotkovou vakcinu, jako
podjednotkovou vakcinu, kterd obsahuje jeden nebo vice
polypeptidd nebo proteind pochézejicich z M. hyopneumoniae
nebo imunogennich fragmentd takovych proteind nebo polypeptidd
nebo jeden nebo vice gent pro takové proteiny, polypeptidy
nebo imunogenni fragmenty, p¥idem¥ tyto geny nebo nukleové
kyseliny jsou schopné exprese in vivo. Polypeptidy a proteiny
pochdzejici z M. hyopneumoniae a imunogenni fragmenty takovych
polypeptidd a proteinli nebo geny nebo nukleové kyseliny M.
hyopneumoniae, které lze pouZit ve vakcin&, je moZno
syntetizovat nebo ziskat metodami genového inZenyrstvi, které

jsou znamy.

Vakcina M. hyopneumoniae miZe obsahovat daldi sloZky, jako
adjuvant. Lze pouZit rlzngch adjuvantli, jako jsou adjuvanty

popsané v tomto textu a znadmé v tomto oboru.
Nasleduje podrobn&jgi popis vynalezu.

Za Ulelem zpfehlednéni je popis dile &len&m na podkapi-
toly, ve kterych jsou popsény nebo ilustrovény n&které znaky,
provedeni nebo pouZiti tohoto vyndlezu, na n&% se vSak vyndlez

neomezuje.

V neékterych provedenich vakcina, které se pou¥iva p¥i
zpusobu podle tohoto vyndlezu, obsahuje inaktivovany p¥ipravek

z celych bunék M. hyopneumoniae nebo jejich &&sti (bakterin),




nebo modifikovanou Zivou vakecinu a farmaceuticky vhodny nosi&
nebo inaktivovany p¥fipravek z celych bun&k M. hyopneumoniae

nebo jejich &asti (bakterin) a adjuvant.

V jinych konkrétnich provedenich vakcina, které se pou¥iva
p¥i zplsobu podle vyndlezu obsahuje imunogenni protein nebo
polypeptid nebo jejich fragment a farmaceuticky vhodny nosig&,
nebo imunogenni protein nebo polypeptid nebo jejich fragment a

adjuvant.

Definice a zkratky

Pod pojmem "lé&eni nebo prevence" se v tomto textu v
souvislosti s infekci Mycoplasma hyopneumoniae rozumi inhibice
replikace baktérie Mycoplasma hyopneumoniae, inhibice p¥enosu
Mycoplasma hyopneumoniae, nebo zabranéni Mycoplasma hyopneumo-
niae v kolonizaci hostitele, a zmirn&ni symptomd choroby nebo
poruchy vyvolané infekci Mycoplasma hyopneumoniae. Lé&eni je
povazZovano za terapeutické, pokud dochdzi ke sni¥eni bakte-
ridlni nadloZe, poklesu bakteridlnich infekci a/nebo vzestupu
hmotnosti a/nebo rlistu. Zplisob podle vynidlezu je nap¥iklad

G¢inny p¥i prevenci nebo redukci plicnich 1ézi.

Pod pojmem "vakcina M. hyopneumoniae" se v tomto textu
rozumi vakcina, kterd je uZite&nd p¥i prevenci nebo lé&eni
poruchy nebo choroby vyvolané infekci M. hyopneumoniae. Do
rozsahu tohoto pojmu spadéd jakakoliv vakcina, kterd je G&inna
pfi lé&eni nebo prevenci M. hyopneumoniae u prasat. Jako
vakcinu M. hyopneumoniae, kterou je moZno pouZit, lze
napriklad uvést p¥ipravky z celych bun&k M. hyopneumoniae nebo
jejich &&sti, inaktivované nebo modifikované Zivé vakciny,
podjednotkové vakciny obsahujici jeden nebo vice polypeptidd
nebo proteint pochdzejicich z M. hyopneumoniae nebo imunogen-

nich fragmentt takovych proteinl nebo polypeptidl nebo jeden




nebo vice gend nebo nukleovych kyselin pro jeden nebo vice
polypeptidl nebo proteint pochézejicich z M. hyopneumoniae
nebo jejich imumogennich fragmentd, p¥idemZ tyto geny nebo
nukleové kyseliny mohou byt u prasat exprimovany in vivo.
Polypeptidy a proteiny pochédzejici z M. hyopneumoniae,
imunogenni fragmenty takovych polypeptidd a proteinti, nebo
geny nebo nukleové kyseliny M. hyopneumoniae je moZno
syntetizovat nebo ziskat metodami genového inZenyrstvi, které
jsou znamé. P¥i zpisobu podle tohoto vyndlezu se jako vakciny

M. hyopneumoniae pY¥ednostné pouZiva bakterinu.

Pod pojmem "zvi¥e" se rozumi Zivodlich, jako savec,

pfednostné prase, nikoliv vZak &lovék.

Pod pojmem "prase" se rozumi selata, vep¥i, prasnice,
mladé prasnice, kastrovani kanci, kanci a p¥isludnici deledi

Suidae.




Pod pojmem "bakterin" se rozumi p¥ipravek z inaktivovanych
bun€k M. hyopneumoniae nebo jejich &asti vhodny pro pouZiti

jako vakcina.

Pod pojmem "Gdinné mnoZstvi" se rozumi takové mnoZstvi
vaciny M. hyopneumoniae, které je dostatelné pro vyvolani
imunitni odezvy u subjektu, kterému je poddno. Jako neomezu-
jici p¥iklady imunitni odezvy lze uvést vyvolani p¥irozené

bun&éné a/nebo humoradlni imunity.

Vakcina obsahujici inaktivované builky (celé buiiky nebo jejich

Gasti) a modifikovana Ziva vakcina

Zpusoby vyroby obvyklych inaktivovanych nebo Zivych vakcin

pro pouziti p¥i zpusobu podle tohoto vynadlezu jsou znamé.

Bakteriny, kterych lze pouZit p¥i zpusobu jednorazové
vakcinace podle vynélezu, lze ziskat z verejné dostupnych
zdroju. Napriklad bakteriny M. hyopneumoniae lze pripravovat z
izolath M. hyopneumoniae. Odbornikim v tomto oboru je znama
Yada izolatd M. hyopneumoniae, které jsou napt¥iklad dostupné
ze sbirky American Type Culture Collection, 1801 University
Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA. Jako ptriklady
takovych izolatld lze uvést ATCC &. 25095, 25617, 25934, 27714
a 27715.

Izolaty M. hyopneumoniae je také moZno znamymi zpusoby
ziskat p¥imo z p¥irozené nebo experimentdlné infikovanych

prasedich plic.

Izolaty M. hyopneumoniae lze inaktivovat ruznymi znamymi
zpusoby, napfiklad tak, Ze se na bakteridlni izolat plsobi

bindrnim ethyleniminem (BEI), jak je popséno v US patentu &.




5 565 205, nebo nap¥iklad vodnym roztokem formaldehydu,

teplem, BPL, za¥enim nebo glutaraldehydem.

Bakteriny M. hyopneumoniae vhodné pro pouzZiti p¥i zplasobu
podle tohoto vynadlezu je také moZno ziskat z rdznych zdrojd na
trhu. Jako neomezujici p¥iklady takovych zdrojl lze uvést
RESPIFEND (Fort Dodge, American Home Products), HYORESP
(Merial Ltd.), M + PAC (Shering Plough), PROSYSTEM M
(Intervet), INGLEVAC M (Boehringer), RESPISURE (Pfizer Inc.) a
STELLAMUNE MYCOPLASMA (Pfizer Inc.).

Jako zdroji bakterinu M. hyopneumoniae pro pouZiti p¥i
zpusobu podle tohoto vyndlezu se dava prednost pFipravkiam

RESPISURE a STELLAMUNE MYCOPLASMA.

Zvlasté prednostnim zdrojem bakterinu M. hyopneumoniae pro
pouziti p¥i zphsobu podle vyndlezu je RESPISURE-1 (Pfizer
Inc.), ktery obsahuje kmen P-5722-3 (NL1042), ziskany od

Purdue University, USA.

V p¥ednostnim provedeni se kmen P-5722-3 inaktivuje ptso-
benim BEI a smisi s adjuvantem dostupnym na trhu, pr¥ednostné
latkou AMPHIGEN (Hydronics, USA). Pfednostni davka je asi 2,0
ml. Jako obvyklou konzervalni p¥isadu lze uvést merthiolat/
EDTA. Je moZno p¥idat nosié¢, prednostné& PBS. P¥iprava modifi-
kovanych Zivych vakcin, jako pY¥iprava atenuaci virulentnich

kmenti pasédZovanim v kultu¥e, je v tomto oboru znama.
Podjednotkové wvakciny

Zplsob podle vynalezu je také moZno provadét za pouziti
podjednotkovych vakcin, které obsahuji purifikované imunogenni
proteiny a polypeptidy M. hyopneumoniae a imunogenni fragmenty

takovych proteinu a polypeptidtd. Takové proteiny a polypeptidy
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je moZno p¥ipravovat za pouZiti znamych zplsobu. Zptsobl,
které jsou odbornikiim v tomto oboru dob¥e zndmy, se didle miZe
pouZit p¥i stanovovani Cistoty nebo homogenity proteinu, jako
je elektroforéza vzorku na polyakrylamidovém gelu a nasledna
vizualizace jediného péasu polypeptidu na barvicim gelu. Vysoké
rozli8eni je moZno stanovit za pouziti HPLC nebo jinych

podobnych zplsobli, které jsou odbornikim v tomto oboru znamy.

V konkrétnim provedeni vakcina, které se pouZiva podle
tohoto vynédlezu, obsahuje alesporl jeden protein M.
hyopneumoniae, jehoZ neomezujicim pf¥ikladem je P46, P65, P97,

P102, P70, P50 a P44.

V jinych provedenich vakcina, které se pouziva p¥i zplsobu
podle tohoto vyndlezu, obsahuje bakterin M. hyopneumoniae
(inaktivované buriky nebo jejich &asti nebo modifikované Zivé
buiiky) nebo protein nebo polypeptid M. hyopneumoniae nebo
fragment takového proteinu nebo polypeptidu a alespori jeden
dalgi imunogen (z inaktivovanych bun&k nebo jejich ¢asti nebo
modifikovanych Zivych buné&k) nebo imunogenni nebo antigenni
protein nebo polypeptid nebo imunogenni fragment takového
proteinu nebo polypeptidu, p¥ednostné virovy, bakteridlni nebo
parazitarni polypeptid. Jako neomezujici p¥iklady takovych
dal8ich patogenu a proteinid a polypeptidd a jejich fragmenti
je moZno uvést virus praseli chfipky (SIV), virus reprodukéni
a respiradni choroby prasat (PRRS &i zdhadné choroby prasat),
diareu po odstaveni (PWD) a proliferadni enteritis u prasat
(PPE) . Takové kompozice jsou uZitelné jako kombinované

vakciny.

V daldim konkrétnim provedeni imunogenni fragmenty
takovych proteind nebo polypeptidd maji sekvenci, ktera
obsahuje alespori 10, alespoil 20, alesponl 30, alespornl 40,

alespoinli 50 nebo alesporl 100 po sobé jdoucich aminokyselin
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imunogennich proteind a polypeptidd, kterych se pouZiva p¥i
zpusobu podle vyndlezu, jejichZ neomezujicimi p¥iklady jsou

P46, P65, P97, P102, P70, P50 a P44.

Proteiny M. hyopneumoniae k pouZiti ve vakcindch jsou v
podstat& &isté nebo homogenni. PY¥i zplsobu podle vynédlezu se
pouZivad proteind nebo polypeptidd, které jsou typicky purifi-
kaci zbaveny hostitelskych buné&k, které exprimuji rekombinant-
ni nukleotidové sekvence kéddujici tyto proteiny. Takovou
purifikaci proteinl je moZno provadét Yadou dobfe znamych
zpusobl (nap¥iklad viz "Methods In Enzymology"; 1990, Academic
Press, Inc., San Diego, "Protein Purification: Principles and

practice", 1982, Springer-Verlag, New York, USA).

Purifikované polypeptidy a proteiny M. hyopneumoniae a
jejich imunogenni fragmenty lze také pripravovat znamymi

syntetickymi zptsoby.

Vakcinové pripravky

Jako vhodné pripravky vakcin podle vynadlezu je mozZno uvést
pripravky pro injek&ni podavéni, jako kapalné roztoky nebo
suspenze; také lze pripravovat pevné formy vhodné pro pripravu
kapalného roztoku nebo kapalné suspenze p¥ed aplikaci.
Pripravek také miZe byt emulgovan. Aktivni imunogenni sloZky
se Casto misi s adjuvanty, které jsou farmaceuticky vhodné a

kompatibilni s aktivni sloZkou.

Polypeptidy lze formulovat na vakciny v neutralnich nebo
solnych formach. Jako farmaceuticky vhodné soli lze uvést
adi¢ni soli s kyselinami (vznikajici na volnych aminoskupinach
peptidd) a soli s anorganickymi kyselinami, jako kyselinou
chlorovodikovou nebo fosforednou, nebo organickymi kyselinami,

jako kyselinou octovou, 8Stavelovou, vinnou, maleinovou apod.
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Soli vznikajici na volnych karboxyskupindch mohou byt odvozeny
od anorganickych bazi, jako jsou napf¥iklad hydroxidy draselny,
amonny, vapenaty a Zelezity, a takovych organickych bézi, jako
je isopropylamin, trimethylamin, 2-ethylaminoethanol, histi-

din, prokain apod.

Vakcinové pripravky, kterych se pouziva p¥i zplsobu podle
tohoto vynélezu, obsahuji G¢inné imunizadni mnoZstvi imunogenu
M. hyopneumoniae a farmaceuticky vhodny nosi&. Vakcinové
p¥ipravky obsahuji G&¢inné imunizadni mnoZstvi jednoho nebo
vice antigenti a farmaceuticky vhodny nosid. Farmaceuticky
vhodné noside jsou v tomto oboru dob¥e znamy a jako jejich
neomezujici p¥iklady lze uvést solny roztok, pufrovany solny
roztok, dextrosu, vodu, glycerol, sterilni isotonicky vodny
pufr a jejich smé&si. Jako pfiklad takového vhodného nosile je
mozno jmenovat fyziologicky vyvaZené kultivadni médium, které
obsahuje jedno nebo vice stabilizacénich ¢inidel, jako jsou
stabilizované, hydrolyzované, proteiny, laktosa atd. Nosi& je
pfednostné sterilni. Formulace by méla byt prizplisobena

zpusobu podavani.

PouZiti purifikovanych antigent jako vacinovych p¥ipravka
se provddi standardnimi zplsoby. Purifikovany protein (nebo
proteiny) by nap¥iklad m&l byt upraven na vhodnou koncentraci,
formulovan s jakymkoliv adjuvantem vhodnym pro vakciny a balen
pro pouziti. Jako neomezujici p¥iklady vhodnych adjuvanti lze
uvést minerdlni gely, naptiklad hydroxid hlinity; povrchové
aktivni latky, jako lysolecithin; glykosidy, nap¥iklad saponin
a derivaty saponinu, jako Quil A nebo GPI-0100; kationtové
povrchové& aktivni latky, nap¥iklad DDA (kvarterni hydrokarbyl-
amoniumhalonigenidy, polyoly typu Pluronic; polyanionty a
viceatomové ionty; polyakrylové kyseliny, neiontové blokové
polymery, nap¥iklad Pluronic F-125 (B.A.S.F., USA); Avridine a

Rantidine; peptidy; rekombinantni mutantni labilni toxiny,
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napfiklad leukotoxin (rmLT) nebo cholerovy toxin (CT);
chemicky vazané nebo "close proximity" molekuldrni prenaZede;
mineralni oleje, nap¥iklad Montanide ISA-50 (Seppic, Pa¥iZ,
Francie), karbopol, Amphigen (Hydronics, USA, Omaha, NE, USA),
Alhydrogel (Superfos Biosector, Frederikssund, Dansko),
olejové emulze, napt¥iklad emulze minerdlnich olejt, jako
BayolF/Arlacel A, a vody, nebo emulze rostlinnych olejf, vody
a emulgdtoru, jako lecithinu; kamenec, MDP, N-acetylmuramyl-L-
-threonyl-D-isoglutamin (thr-MDP), N-acetyl-nor-muramyl-L-
-alanyl-D-isoglutamin, N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutami-
nyl-L-alanin-2-(1',2'-dipalmitoyl-sn-glycero-3-hydroxyfosfo-
ryloxy)ethylamin; cholesterol cytokiny a kombinace adjuvantt.
Viceatomové ionty také mohou fungovat jako dispergadni,
zahuStovaci a protispékava ¢inidla, které umoZiiuji vakcinu
resuspendovat po del3i dobé usazovani jako monodispersni
suspenzi. Kombinace adjuvantl mohou byt ve vodné, zapouzd¥ené

(Fizené nebo odloZené uvoliiovani) nebo mikrozapouzd¥ené formé.

Imunogen také miZe byt zalleném do liposomli nebo konju-
govan s polysacharidy a/nebo jinymi polymery k pouZiti v
oCkovaci formulaci. V p¥ipad&, Ze je rekombinantnim antigenem
hapten, tj. molekula, jejiZ antigenicita spoliva v tom, Ze
miZe selektivné& reagovat s rozpoznavanymi protiladtkami, ale
neni imunogenni, jelikoZ nevyvolava imunitni odezvu, hapten
miZe byt kovalentné vazan k nosi¢i nebo imunogenni molekule;
naptiklad velky protein, jako sérovy albumin, haptenu, ktery
je k né&mu kopulovadn, dodd imunogenicitu. Haptenové nosice

mohou byt formulovany pro pouziti jako vakcina.
Genové vakciny a NA vakciny
Zpusob podle vynadlezu lze také provadét za pouZiti geni

nebo nukleovych kyselin M. hyopneumoniae , které kéduji

imunogenni proteiny, polypeptidy a imunogenni fragmenty




14 .

takovych protein® a polypeptidi. Takové geny a nukleové
kyseliny mohou byt exprimovany in vivo a lze je p¥ipravovat

znamymi zpusoby.

V konkrétnim provedeni vakcina, které se pouZiva p¥i tomto
vyndlezu, obsahuje alespoil jeden gen nebo nukleovou kyselinu
kédujici protein M. hyopneumoniae , jehoZ neomezujicimi

priklady jsou P46, P65, P997, P102, P70, P50 a P44.

V dal3im konkrétnim provedeni geny nebo nukleové kyseliny,
kterych se pouZiva p¥i zplsobu podle vyndlezu, kéduji imuno-
genni fragmenty protein® nebo polypeptidd M. hyopneumoniae a
maji sekvenci, kterad obsahuje alespori 10, alespoil 20, alespoil
30, alespoii 40, alespoil 50 nebo alespofi 100 po sob& jdoucich
aminokyselin imunogennich proteint a polypeptidd, kterych se
pouziva p¥i zplsobu podle vyndlezu, jejichZ neomezujicimi

p¥iklady jsou P46, P65, P997, P102, P70, P50 a P44.

V jingch provedenich zplsobu podle tochoto vynalezu se
pouZité geny nebo nukleové kyseliny podavaji znamymi zpusoby,

jako je nap¥iklad technika vst¥elovéni "gene gun".

V jedt& daldich provedenich zpisobu podle tohoto vynalezu
je genovou nebo NA vakcinou DNA vakcina. Nukleovad kyselina
nebo geny mohou byt p¥itomny spolu s liposomy nebo jinymi
&inidly usnadiiujicimi transfekci, kterd jsou v tomto oboru

zZnama.

Zplsoby p¥ipravy a dodavky DNA vakcin jsou znamé (viz
naptiklad Krishnan, B. R., "Current Status of DNA vaccines in
veterinary medicine", Advanced Drug Delivery Reviews, Elsevier

Science (2000)).

Expresni systémy
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Pri expresi antigenovych proteinovych sekvenci podle
vynalezu je moZno pouZit riznych systéml hostitel-expresni
vektor. Takové hostitelské expresni systémy predstavuji
vektory, jejichZ prostfednictvim je moZno produkovat a
nédsledné distit kdédujici sekvence, které jsou predmétem zajmu,
ale také burtiky, které po transformaci nebo transfekci vhodnymi
nukleotidovymi kédujicimi sekvencemi, vykazuji genové produkty
M. hyopneumoniae, kterych se pouZiva p¥i zpisobu podle
vynalezu, in situ. Jako neomezujici p¥iklady takovych
mikroorganismi je moZno uvést bakterie (nap¥iklad E. coli, B.
subtilis) transformované rekombinantni bakteriofdgovou DNA,
plasmidovymi DNA nebo kosmidovymi DNA expresnimi vektory,
které obsahuji kdédujici sekvence mhp3; kvasinky (napf¥iklad
Saccharomyces, Pichia) transformované rekombinantnimi kvasin-
kovymi expresnimi vektory, které obsahuji sekvence kdédujici
genové produkty M. hyopneumoniae; systémy zaloZené na hmyzich
butikdch infikovanych rekombinantnimi virovymi expresnimi
vektory (nap¥iklad baculovirovymi) obsahujicimi kédujici
sekvence M. hyopneumoniae; systémy zaloZené na rostlinnych
butikdch infikovanych rekombinantnimi virovymi expresnimi
vektory (jako je napriklad virus mozaiky kvétaku, CaMV; virus
tabdkové mozaiky, TMV) nebo transformované rekombinantnimi
plasmidovymi expresnimi vektory (jako je naptiklad Ti plasmid)
obsahujicimi kédujici sekvence M. hyopneumoniae; nebo systémy
zaloZené na sav&ich bunlkdch (napf¥iklad builkdch COS, CHO, BHK,
293, 3T3), které obsahuji rekombinantni expresni konstrukty s
promotory odvozenymi od genomu sav&ich bunék (jako je
nap¥iklad metalothioneinovy promotor) nebo savdich vird (jako
je naptriklad adenovirovy pozdni promotor; vakciniovy virovy
7,5K promotor). V p¥ednostnim provedeni je expresnim systémem

bakteridlni systém.
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Polypeptidy a proteiny M. hyopneumoniae a jejich imunogen-
ni fragmenty je také moZno exprimovat a dodavat za pouZiti
Zivych rekombinantnich a bakteridlnich vektord, jako je
adenovirus nebo Salmonella. P¥islusné vektory jsou v tomto
oboru také znamy a jsou dostupné, nebo je lze pfipravit

znamymi zplsoby.

Davkovani, zplsoby podavani a lédeni

Podle tohoto vynalezu jednorazova davka G¢inného mnoZstvi
vakciny M. hyopneumoniae podanéd praseti o sta¥i asi 3 aZ 10
dnlt poskytuje efektivni imunitu vi&i pozdé&jZi expozici M.
hyopneumoniae. Vakcina M. hyopneumoniae se prednostn& podava

ve véku asi 6 aZ asi 8 dnid, nejvyhodnéji ve v&ku asi 7 dnu.

MnoZstvi bakterinové vakciny M. hyopneumoniae, které je
4¢inné p¥i jednoradzovém podadni obsahuje asi 1x10° a% asi 5x10%°
jednotek mé&nicich barvu (CCU) na da&vku. V prednostnim prove-
deni bakterinovd vakcina, kterd poskytuje efektivni imunitu
pfi jednordzovém podéni, obsahuje asi 1x10° a¥ asi 5x10° ccu

na davku, vyhodn&ji asi 5x10°® a% asi 5x10'° CCU na davku.

Podle tohoto vyndlezu, v pripadé, Ze se podava bakterinovy
produkt RESPISURE-1, je mnoZstvi RESPISURE-1 na jednorazové
podéni davky asi 0,5 aZ asi 3,0 ml, p¥ednostné& asi 1,5 ml aZ

asi 2,5 ml, vyhodnéji asi 2 ml.

MnoZstvi vakciny M. hyopneumoniae, kterd je podjednotkovou
vakcinou obsahujici jeden nebo vice proteint nebo polypeptidl
nebo imunogennich fragmentd takovych proteinl nebo polypepti-
dd, G&¢inné p¥i zpusobu podle vynédlezu je asi 0,01 ug az asi

200 ug.
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MnoZstvi vakciny M. hyopneumoniae, kterda je vakcinou
obsahujici jeden nebo vice genl nebo nukleovych kyselin
(p¥ednostné DNA) kdédujicich imunogenni proteiny nebo poly-
peptidy nebo imunogenni fragmenty takovych proteind nebo
polypeptidld M. hyopneumoniae, které je G&inné p¥i zpusobu

podle vynédlezu je asi 0,1 pug az asi 200 mg.

Podle tohoto vynalezu je podavani moZno provadét znamymi
zpusoby, jako je podadvéani perordlni, intranas&dlni, mukosalni,
topické, transdermdlni a parenteralni (nap¥iklad intravenosni,
intraperitoneélni, intradermalni, subkutanni nebo intramusku-
larni) . Podéavani lze také provadét za pouZiti bezjehlovych
aplika&nich zarizeni. MoZné je také kombinované podavani, p¥i
némZ se napt¥iklad pouZije nejprve parenteralniho zplisobu a
poté mukosdlniho zpusobu. P¥ednost se dava podavani intra-

muskularnimu.

U¢inné davky (imunizadni mnoZstvi) vakcin podle vynalezu
lze také extrapolovat z krivek zavislosti odpovédi na davce

odvozenych z modelovych zkuSebnich systémi.

Zpisoby podle tohoto vynélezu se dosahuje ochranné imunity
u prasat, kterd jsou séropozitivni i u prasat, kterad jsou
séronegativni na M. hyopneumoniae. Privlastek "séropozitivni"
se vztahuje k prasatim, v jejichZ séru jsou p¥itomny
protilatky proti M. hyopneumoniae. P¥ivlastek "séronegativni"
se vztahuje k prasatim, v jejichZ séru nejsou dekovatelné

hladiny protilatek proti M. hyopneumoniae.

Vynadlez je bliZe objasnén v nédsledujicich p¥ikladech
provedeni. Tyto p¥iklady maji vyhradné ilustrativni charakter

a rozsah vyndlezu v Zadném ohledu neomezuji.
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P¥iklady provedeni vyndlezu

P¥iklad 1

Priprava bakterinu M. hyopneumoniae

Kmen M. hyopneumoniae NL1042 se inaktivuje bin&rnim

ethyleniminem (BEI).

Na konci kultiva&niho obdobi se pH kultury zvyEi na
hodnotu 7,8+2,0, kterd se v tomto rozmezi udrZuje po dobu
alesponi jedné hodiny. Poté se p¥idd vodny roztok hydrobromidu
2-bromethylaminu (BEA) sterilizovany filtraci (kone&na
koncentrace asi 4,0mM). P¥i zvy3eném pH se BEA chemicky zmé&ni
na BEI. Kultura se alesporl 24 hodin za konstantniho michéani

inkubuje p¥i teplot& 37 + 2°C.

Po inaktivaci, ale pf¥ed neutralizaci thiosiranem sodnym se
odeberou reprezentativni vzorky, které se zkousBeji na UGplnost
inaktivace. Cerstvé médium obsahujici 0,0026% fenolovou Serveii
se zaoCkuje 5 aZ 20% inokulem a alespon jeden tyden inkubuje
pfi teplot& 37 & 2°C. Poté se hodnoti zmé&na barvy, kterd je
indikatorem nelsp&8né inaktivace. Volné vzorky se zkoudeji na
sterilitu v thioglykoldtové plidé p¥i teplot& 37 + 2°C a
tryptikdzové sojové pad& pri teplot& mistnosti. Inaktivovania
kultura se p¥emisti do sterilnich zasobnikl a a¥ do stanoveni

uchovava pri 2 aZ 8°C.

Sila G&¢inku (potency) se stanovi in vitro sérologickym
stanovenim za Gc¢elem kvantifikace antigenu v kone&ném obalu.
Sila d¢inku vakcin pouZitych p¥i hodnocenich Gdinnosti
predurtuje minimdlni silu G&inku, kterd musi byt p¥itomna ve

vakciné k datu exspirace.
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Vzorky volného produktu nebo produktu v kone&ném obalu z
kaZzdé série nebo prvni podsérie se zkoufi na M. hyopneumoniae

za pouZiti nasledujiciho postupu.

Bakterin se skladuje ve 100ml lahvidkach p¥i -50°C. Obsah
lahvidek se nechd roztdt a 15ml subalikvoty se aZ do pouZiti

skladuji p¥i teplot& 5 + 2°C.

Za G¢elem hodnoceni sily u¢inku sestavené série se vzorek
série porovnd s referen¢nim vzorkem a stanovi se RP jednotky
pro sérii. Série nebo podsérie by prednostné& m&la obsahovat

6,33 RP na pofatku a alesport 5,06 RP v pribé&hu starnuti.

RP oznaduje relativni silu G&inku. RP je moZno stanovit
relativni kvantifikaci antigenu ve srovnani s referendni
vakcinou. V tomto p¥ipadé méd referendni vakcina RP definovanou
jako 1. Jednorédzovy produkt podle vyndlezu md RP pF¥fednostné

6,33, coZ je 6,33nadsobek hodnoty referenéniho produktu.

Jako konzervacni ¢inidlo se p¥idd merthiolat (konedna

hustotni koncentrace neni vy38i neZ 0,01 % (hmotnost/objem)).

Jako konzervadni <¢inidlo se pfrida roztok ethylendiamin-
tetraoctové kyseliny (EDTA, dvojsodné nebo &¢ty¥sodné soli) v

kone&né hustotni koncentraci asi 0,07 % (hmotnost/objem).
P¥1i1k1lad 2
Zvitrata
Pro vakcinaci se vyberou prasata o stad¥i asi jednoho
tydne. Séroloticky status z hlediska M. hyopneumoniae se

stanovi pomoci ELISA. Prasata, kterd maji hodnotu ELISA s 0,50

jsou povaZovéna za negativni na M. hyopneumoniae. Prasata s
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hodnotou ELISA vy$8i neZ 0,50 jsou povaZovana na sérologicky

pozitivni na M. hyopneumoniae

Vakciny

Prasata se vakcinuji bakterinem M. hyopneumoniae
RESPISURE-1 (Pfizer Inc.). P¥ed pouZitim se stanovi sila
t¢inku vakciny relativni kvantifikaci antigenu ve srovnéni s
referen¢nim bakterinem M. hyopneumoniae. Referencni vakcina
(RP = 1,0) obsahuje asi 8000 jednotek antigenu (asi 1 aZ 2 X
10 CCU viditelnych bun&k sklizenych pred inaktivaci) na dévku,
podle imunostanoveni v pevné fazi, kterym se mé&¥i mnoZstvi

antigenu proti M. hyopneumoniae ve vakciné.

Stejny kapalny adjuvant (AMPHIGEN), kterého se pouZiva p¥i
formulaci pripravku RESPISURE-1l, slouZi jako placebo (tj. bez

bakteridlnich bunék) .
Expozi¢ni inokulum

Expozi¢ni vehikulum se pfipravi jako 10ml alikvoty
plicniho homogenédtu, zmrazi a oznali jako derivat kmene M.
hyopneumoniae 11 (L1 36). Inokulum se necha roztat a zfedi
pldou Friis Mycoplasma tak, aby se dosdhlo z¥edéni 1:25 a aZ
do podani uchovava na ledu. KaZdému praseti se ve dnech
konkrétné& uvedenych v nadsledujicich p¥ikladech poda 5ml
intranasdlni davka (2,5 ml na nozdru) suspenze 1:25. KaZdy den
expozice se provadi kultivace alikvotu plicniho inokula, aby
se potvrdila nep¥itomnost bakteridlni kontaminace. Druhy
alikvot se zpétné titruje kazZdé t¥i dny; vysledky ukazuji, Ze
inokulum obsahuje asi 10° a¥ 10’ jednotek m&nicich barvu (CCU)

M. hyopneumoniae/ml.

ZkuSebni postup
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Prasata se ozna¢i uSnimi znamkami jeSt& u prasnice [den
(-1)]. Prasata se na zakladé generalizovaného blokového
randomiza&niho schematu pridé€li do ohrad a o$et¥ovanych

skupin. Bloky se tvof¥i na z&klad& vrhu a odstavovaci ohrady.

V den 0 se prasata vakcinuji 2ml intramuskuldrni davkou
bakterinu M. hyopneumoniae RESPISURE-1 (Pfizer Inc.) nebo 2ml
intramuskuldrni davkou placeba. KaZdému praseti se ve dnech
uvedenych v nésledujicich prikladech podd 5ml intranas&alni
dévka suspenze 1:25 expozifniho inokula. V8echna prasata se

sleduji a denné se kontroluji priznaky klinického onemocnéni.

Po uplynuti p¥isludné doby od prvniho dne expozice se
prasata ohleduplné usmrti a podrobi pitvé. Plice se vyjmou a
hodnoti. Zkoumdni post-mortem zahrnuje odhad rozsahu patolo-
gickych zmén, k nimZz doslo v souvislosti s mykoplasmovou
respira¢ni chorobou. Zkoumd se kazdy plicni lalok a léze se
zaznamenaji, aby bylo moZno odhadnout procentudlni postiZeni

kaZzdého laloku. Zaznamend& se stupen makroskopickych 1ézi.
Analyza dat

U¢innost se hodnoti na zadklad& procenta plicnich 1ézi,
které je typické pro infekci M. hyopneumoniae. Stanovi se, Ze
prasata v oSetY¥ovanych skupindch (vakcinovand) maji
procentudlni podil celych plic s lézemi, ktery je vyznamné

(P<0,05) mendi neZ u prasat ze skupiny oSet¥ené placebem.
Procentudlni podil celych plic s lézemi
Procentni podil makroskopického postiZeni se vaZi za

pouziti nédsledujicich podilu jednotlivych plicnich lalokl na

celkové hmotnosti plic: levy kranidlni - 10 %, levy st¥edni -
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10 %, levy kauddlni - 25 %, pravy kranidlni - 10 %, pravy
st¥edni - 10 %, pravy kaudadlni - 25 % a pY¥idatny 10 %. VaZené
hodnoty plidnich lalokll se seltou za celd plice, ¢imZ se ziska
procentudlni podil celych plic s lézemi (Pointon et al.,

1992) .
Priklad 3

Ochrana proti infekci virulentni M. hyopneumoniae se
hodnoti u prasat sérologicky pozitivnich na M. hyopneumoniae
za pouZiti jednordzové davky bakterinu M. hyopneumoniae

RESPISURE-1 (Pfizer Inc.) podané prasatim o stari 3 aZ 8 dnu.

V dobé& vakcinace nebo v dob& ji blizké se provede pét
opakovanych hodnoceni RESPISURE-1. Relativni sila u&inku (RP)
se stanovi relativni kvantifikaci antigenu ve srovnéni s
referen®ni vakcinou. Referen&ni vakcina s RP = 1,0 obsahuje
asi 8000 jednotek antigenu M. hyopneumoniae. Hodnoty RP z

t&chto stanoveni byly 5,42, 3,96, 4,71, 5,49 a 4,36.

V den 0 se prasata v oSet¥ované skupiné T02 (viz tabulka 1
dale) vakcinuji 2ml intramuskuldrni davkou bakterinu M.
hyopneumoniae RESPISURE-1 (Pfizer Inc.). Prasata ve skupiné
TO1l se vakcinuji intramuskuldrné 2 ml placeba. KaZdému praseti
se ve dnech 178, 179 a 180 podad 5ml intranasé&lni davka
suspenze 1 : 25 expozi¢niho inokula. KaZdé t¥i dny se v dobé
inokulace kultivuje alikvot expozi&niho materidlu, aby se
potvrdila nep¥itomnost bakteri&lni kontaminace. Druhy alikvot
se zp&tné titruje kaZdé t¥i dny, aby se potvrdilo, Ze inokulum
obsahuje asi 10’ CCU M. hyopneumoniae/ml. VBechna prasata se
sleduji a denné& kontroluji z hlediska pfiznakd klinického

onemocnéni.
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Tficet dni po prvnim dni expozice se v&echna prasata
ohledupln& usmrti a podrobi pitvé. Plice se vyjmou a hodnoti.
Zkoumani post-mortem zahrnuje odhad rozsahu patologickych
zmén, k nimZ do8lo v souvislosti s mykoplasmovou respiradni
chorobou. Zkoumd se kaZdy plicni lalok a 1léze se zaznamenaji,
aby bylo moZno odhadnout procentudlni postifeni kaZdého

laloku. Zaznamenad se stupeil makroskopickych 1ézi.

Tabulka 1

OSetfovanéd skupina TO1 TO2
Vakcinace placebo vakcina
Polet 26 26
Vakcinovana 26 26
Den 0
Expozice 26 242
Den 178!
Expozice 26 22°
Den 179%
Expozice 26 223
Den 180%

! virulentni inokulum M. hyo

’ prasata 71 a 73 byla ze studie vyYazena pred exozici, jeliko¥
obé ztratila v&echny udni znamky, a nebylo moZno je
identifikovat.

> Prase 36 bylo v den 178 nalezeno mrtvé kvili anestetickym
komplikacim. Prase 31 bylo v den 179 nalezeno mrtvé kvali

anestetickym komplikacim.

Vysledky hodnoceni plicnich 1ézi jsou souhrnné uvedeny v
tabulce 2. Vysledky ukazuji, Ze vakcinovand prasata (T02) maji

vyznamn& (P = 0,0385) ni%¥i stfedni procentni podil, stanoveno
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metodou nejmensich &tvercl, pneumonickych plicnich 1ézi ne¥
prasata, kterym bylo podéno placebo (T0l) (2,0 proti 4,5 %).
Tabulka 2

Souhrnny p¥ehled procenta celkovych plicnich 1ézi

¥

OSetY¥ovana O8etreni Pocet St¥edni Rozmezi
skupina prasat hodnota *
TO1 placebo 26 4,5 0 aZ 36,75
T02 vakcina 22 2,0° 0 a¥ 13,75

" stanovend pomoci nejmenZich &tvercd

ab Hodnoty oznacené rlUznymi indexy se statisticky 1i%i (P =

0,0385).

Vysledky této studie ukazuji, Ze jednorazova vakcinace
prasat ve st&fi asi 1 tydne bakterinem M. hyopneumoniae
RESPISURE - 1 vyvolavad ochranu p¥i nédsledné expozici

virulentni M. hyopneumoniae.

P¥riklad 4

Ochrana proti infekci virulentni M. hyopneumoniae se
hodnoti u prasat sérologicky negativnich na M. hyopneumoniae
za pouziti jednorézové davky bakterinu M. hyopneumoniae

P

RESPISURE-1 (Pfizer Inc.) podané prasatlm o sta¥i 3 a% 8 dnu.

V dobé& vakcinace nebo v dob& ji blizké se provede pé&t

opakovanych hodnoceni RESPISURE-1. Relativni sila G&inku (RP)

se stanovi relativni kvantifikaci antigenu ve srovnani s
referenni vakcinou. Referendni vakcina s RP = 1,0 obsahuje
asi 8000 jednotek antigenu M. hyopneumoniae. Hodnoty RP z
3,96, 5,49 a 4,36.

téchto stanoveni byly 5,42, 4,71,
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V den 0 se prasata v oSet¥ované skupin& TO02 vakcinuji 2ml

intramuskuldrni davkou bakterinu M. hyopneumoniae RESPISURE-1.

Prasata ve skupin€ TO0l se vakcinuji intramuskuldrn& 2 ml

placeba. KaZdému praseti se
intranasadlni davka suspenze
t¥i dny se v dob& inokulace

materidlu, aby se potvrdila

ve dnech 173, 174 a 175 poda 5ml

1 : 25 expozidniho inokula. KaZdé

kultivuje alikvot expozi&niho

nep¥itomnost bakteridlni

kontaminace. Druhy alikvot se zp&tné& titruje kaZdé t¥i dny,

aby se potvrdilo, Ze inokulum obsahuje asi 10® ccu m.

hyopneumoniae/ml. VSechna prasata se sleduji a denn&

kontroluji z hlediska p¥iznakl klinického onemocné&ni.

Dvacet devét dni po prvnim dni expozice se vSechna prasata

ohleduplné usmrti a podrobi pitvé&. Plice se vyjmou a hodnoti.

Zkoumani post-mortem zahrnuje odhad rozsahu patologickych

zmé€n, k nim% dodlo v souvislosti s mykoplasmovou respiradni

chorobou. Zkouma se kaZdy plicni lalok a léze se zaznamenaji,

aby bylo moZno odhadnout procentudlni postiZeni kaZdého

laloku. Zaznamen& se stupen makroskopickych 1ézi.

Schema zkousky souhrnné vyjad¥uje tabulka 3.

Tabulka 3
O8et¥ovana skupina TO1 T02
Vakcinace placebo vakcina
Poclet 26 26
Vakcinovana 26 26
Den O
Expozice 25° 233
Den 173%
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Expozice 244 20°
Den 174"
Expozice 24 20
Den 175%

' Virulentni M. hyo

2

chronické septické polyarthritis.

Prase 123 bylo v den 19 ohledupln& usmrceno vzhledem k

*Prase 222 bylo v den 40 nalezeno mrtvé. P¥i pitvé bylo

zjisté&né velké mnoZistvi perikardidlni kapaliny a hemoragie na

epikardiu. Prase 102 bylo ohledupln& usmrceno v den 95 kvuli

prolapsu rekta.

Prase 204 bylo v den 145 nalezeno mrtvé.

Pitva

nebyla provedena vzhledem k pokro&ilému rozkladu zdechliny.

‘Prase 244 bylo v den 174, po prvnim dnu po expozici, nalezeno

mrtvé kvili anestetickym komplikacim.

NEEA pod&itédno na 3 prasata

Vysledky hodnoceni plicnich 1ézi jsou souhrnné uvedeny v

tabulce 4. Celkova analyza ukazuje, Ze vakcinovana prasata

(T02) maji vyznamn& (P = 0,0001) ni¥3%i st¥edni procentni
podil, stanoveno metodou nejmenZich &tvercd, pneumonickych
plicnich 1ézi neZ prasata, kterym bylo podéno placebo (TO01)
(0,3 proti 5,9 %).

Tabulka 4

Souhrnny prehled procenta celkovych plicnich 1ézi

O8etY¥ovana O8et¥eni Poclet Stf¥edni Rozmezi
skupina prasat hodnota ™*

TO1 placebo 24 5,92 0 aZ 36

TO02 vakcina 20 0,3" 0 a¥ 6

"* stanovend pomoci nejmenSich &tverca

3P Hodnoty ozna&ené riznymi indexy se statisticky 1i%i (P =

0,0001).

éc/l«@/
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Vysledky této studie ukazuji, Ze jednordzovid vakcinace
prasat bakterinem M. hyopneumoniae RESIPURE ONE vyvol&ava
ochranu proti nésledné experimentdlni expozici virulentni M.

hyopneumoniae.
PY¥Yiklad 5

Ochrana proti infekci virulentni M. hyopneumoniae se
hodnoti u prasat sérologicky negativnich na M. hyopneumoniae
za pouZiti jednordzové davky bakterinu M. hyopneumoniae

RESPISURE-1 podané prasatim o std¥i 3 aZ 8 dnu.

V dobé& vakcinace nebo v dob& ji blizké se provede p&t
opakovanych hodnoceni RESPISURE-1l. Relativni sila G&inku (RP)
se stanovi relativni kvantifikaci antigenu ve srovnani s
referentni vakcinou. Referenéni vakcina s RP = 1,0 obsahuje
asi 8000 jednotek antigenu M. hyopneumoniae. Hodnoty RP =z

téchto stanoveni byly 5,42, 3,96, 4,71, 5,49 a 4,36.

V den 0 se prasata v oSet¥ované skupin& T02 vakcinuji 2ml
intramuskuldrni davkou bakterinu M. hyopneumoniae. Prasata ve
skupiné T0l se vakcinuji intramuskuldrn& 2 ml placeba. KaZdému
praseti se ve dnech 76, 77 a 78 podd Sml (2,5 ml na nozdru)
intranasadlni davka suspenze 1 : 25 expozidniho inokula. KaZdé
t¥i dny se v dob& inokulace kultivuje alikvot expozidniho
materidlu, aby se potvrdila nepritomnost bakteridlni kontami-
nace. Druhy alikvot se zp&tné& titruje kaZdé t¥i dny, aby se
potvrdilo, Ze inokulum obsahuje asi 10° CCU M. hyopneumoniae
/ml. V8echna prasata se sleduji a denn& kontroluji z hlediska

priznakt klinického onemocnéni.

Dvacet devét dni po prvnim dni expozice se vZechna prasata

ohleduplné usmrti a podrobi pitv&. Plice se vyjmou a hodnoti.
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Zkoumadni post-mortem zahrnuje odhad rozsahu patologickych
zmén, k nimZ do3lo v souvislosti s respiradni chorobou vyvola-
nou M. hyopneumoniae. Zkoumd se kaZdy plicni lalok a léze se
zaznamenaji, aby bylo moZno odhadnout procentuilni postiZeni

kaZdého laloku. Zaznamend se stupeifl konsolidace.
Schema zkousky souhrnné vyjad¥uje tabulka 5.

Tabulka 5

OSet¥ovanéd skupina TO1 TO2
Vakcinace placebo vakcina
Polet 26 26
Vakcinovana 26 26
Den 0
Expozice 232 21°
Den 176*
Expozice 23 21
Den 177%
Expozice 23 21
Den 178*

' Virulentni inokulum M. hyo

? Prasata 237 a 239 byla v den -1 ur&ena jako pozitivni na
pneumonii vyvolanou M. hyopneumoniae. Tato selata byla ze
studie vyfazena v den 14 a ohleduplné& usmrcena. Prase 220 bylo
v den 3 nalezeno mrtvé, zalehnuto prasnici.

3Prasata 238, 240 a 277 byla v den -1 stanovena jako pozitivni
na pneumonii vyvolanou M. hyopneumoniae. Tato selata byla v
den 14 vyrazena ze studie a ohledupln& usmrcena. Prase 280
bylo v den 7 ohleduplné usmrceno, jelikoZ bylo anorektické a
neduZivé. Prase 177 bylo v den 40 ohledupln& usmrceno kviili

chronickému syndromu ch¥adnuti.
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Vysledky hodnoceni plicnich 1ézi jsou souhrnn& uvedeny v
tabulce 6. Celkova analyza ukazuje, Ze vakcinovand prasata
(T02) maji vyznamné (P = 0,0001) ni%%i st¥edni procentni
podil, stanoveno metodou nejmenich &tvercd, pneumonickych
plicnich 1ézi neZ prasata, kterym bylo podano placebo (TO01)
(0,5 proti 9,9 %).

Tabulka 6

Souhrnny p¥ehled procenta celkovych plicnich 1lézi

OSet¥ovana OSetreni Poclet St¥edni Rozmezi
skupina prasat hodnota ™®
TO1 placebo 23 9,9° 0 aZ 40,5
T02 vakcina 21 0,5° 0 a% 5

LS

a,b

0,0001).

stanovend pomoci nejmengich &tvercn

Hodnoty oznalené riznymi indexy se statisticky 1iZi (P =
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1. PouZiti Mycoplasma hyopneumoniae pro vyrobu vakciny pro
léCeni nebo prevenci choroby nebo poruchy u zvifete, kterd je
vyvolana infekci Mycoplasma hyopneumoniae, p¥iem¥ vakcina se

podava zvitreti jednordzové.

2. PouZiti podle naroku 1, kde vakcinovid formulace
Mycoplasma hyopneumoniae je inaktivovanym p¥ipravkem, ktery
obsahuje celé builky Mycoplasma hyopneumoniae nebo jejich

¢asti.

3. PouZiti podle nédroku 2, kde jednordzova davka vakciny
Mycoplasma hyopneumoniae obsahuje asi 1x10° a¥ asi 5x10%°

jednotek mé&nicich barvu (CCU) na davku.

4. PouZiti podle néroku 2, kde mnoZstvi podané vakciny je

asi 0,5 a% asi 3,0 ml.

5. PouZiti podle ndroku 2, kde p¥ipravkem, ktery obsahuje

buttky Mycoplasma hyopneumoniae je RESPISURE-1.

6. PouZiti podle ndroku 2, kde vakcina Mycoplasma
hyopneumoniae dale obsahuje virovy nebo bakteridlni antigen

odlisny od Mycoplasma hyopneumoniae.

7. Pouziti podle naroku 6, kde virové nebo bakteriidlni
antigeny se voli z viru praseli ch¥ipky (SIV), viru
reprodukéni a respiradni choroby prasat (PRRS &i zahadné
choroby prasat), diarey po odstaveni (PWD) a proliferadni

enteritis u prasat (PPE).

8. PouZiti podle néroku 2, kde vakcina Mycoplasma

hyopneumoniae se podava intramuskuldrné&.
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9. PouZiti podle ndroku 1, kde prase je chréan&no a¥ 25

tydnd po vakcinaci.

10. PouZiti podle nAroku 1, kde vakcina Mycoplasma

hyopneumoniae dale obsahuje adjuvant.

11. PouZiti podle ndroku 1, kde vakcina Mycoplasma

hyopneumoniae je podjednotkovou vakcinou.

12. PouZiti podle naroku 12, kde podjednotkovad vakcina
obsahuje jeden nebo vice imunogennich polypeptidl nebo
proteind nebo imunogennich fragmentl takovych polypeptidd nebo

proteini.

13. Pouziti podle ndroku 13, kde polypeptidy a proteiny se
zvoli ze skupiny sestévajici z P46, P65, P97, P102, P70, P50 a
P44,

14. PouZiti podle naroku 1, kde vakcina Mycoplasma
hyopneumoniae obsahuje jeden nebo vice gend nebo nukleovych
kyselin, které kéduji jeden nebo vice imunogennich polypeptidd
nebo proteinld nebo imunogennich fragmentd takovych polypeptidﬁ
nebo proteinfi, p¥ifemZ tyto geny nebo nukleové kyseliny mohou

byt exprimovany in vivo.
15. PouZiti podle naroku 15, kde geny nebo nukleové

kyseliny jsou zvoleny ze souboru sestévajiciho z p46, pé65,

p97, pl02, p70, P50 a pi4d.
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