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(57) Anotace:
Zivy oslabeny kmen zoopatogenniho
mikroorganismu Salmonella enterica CAPM 6449,
ktery je oslabeny dvéma nezavislymi modifikacemi,
je uréeny pro ordlni vakcinaci kufat, a je uloZeny ve
Sbirce zoopatogennich mikroorganismt v Bené, CZ.
Tento kmen mikroorganismu Salmonella enterica
nesouci zarovefi mutaci SPI-1 inaktivujici funkci
sekrecniho systému typu 11 kédevaného ostrovem
patogenity SPI-1 a mutaci lon inaktivujici funkei Lon
protedzy je vhodny pro vyrobu Zivé oslabené vakciny
na ochranu chovit zejména kufat.
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2iv§' oslabeny kmen Salmonella enterica pro oralni vakcinaci hospodaiskych zvirat

Oblast techniky

ReSeni se tyka zivého oslabeného kmene Salmonella enterica pro oralni pouziti na ochranu
hospodatskych zvifat pred infekci salmonelami formou atenuované vakciny.

Dosavadni stav techniky

Vakceinace hospodarskych zvifat proti infekci salmonelami Ize provadét dvéma typy vakein —
inaktivovanymi anebo Zivymi oslabenymi. Vzhledem k patogenezi onemocnéni viak oslabené
Zivé vakeiny poskytuji vyrazné vy3si ochranu pied 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 ziskany dlouhodobym pasazovanim v laboratofi
nebo nahodnou mutagenezi indukovanou mutageny fyzikalni (riizné typy zafeni) nebo chemické
povahy (napf. plisobeni nitrosoguanidinem). Tyto postupy umoznily selekci kmenii, u kterych
byla nasledné prokdzana snizena virulence, aviak se zachovanou imunogenitou. PiestoZe jsou
tyto vakciny funkéni a jsou relativné extenzivng charakterizovany, skute¢na pficina jejich
oslabeni neni znama (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 vakciny, tedy
s piesn€ definovanym zpiisobem oslabeni. U salmonel byly takto pripraveny oslabené kmeny
s inaktivovanymi geny arod, aroD nebo phoP (Cooper aj. 1990, Microb. Pathog. 9, 255;
Hormaeche aj. 1996, Vaccine 14, 251; Groisman aj. 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89,
11939). Asi o 10 let pozdéji s naristem poznatki tykajicich se virulence salmonel byly
charakterizovany geny pfimo se podilejici na virulenci. N&které z téchto mutaci, napt. inaktivace
gend lokalizovanych na ostrovu patogenity 2 (SPI-2), vede ke znaénému oslabeni az hrani¢ici se
ztratou imunogenity, a naopak inaktivace gend lokalizovanych na ostrovu patogenity 3 (SPI-3)
vede jen k mirnému oslabeni virulence, které nemusi byt dostate¢né napi. pro imunooslabené
Jedince. Proto se stale hledaji nové moznosti, jak pfipravit vhodné oslabené kmeny salmonel pro
oralni uziti.

Jak pro zadouci troveri oslabeni, tak pro zvySeni bezpecnosti se proto testuji i vakciny, které jsou
oslabeny dvémi mutacemi zarovei. Proto se takto testovala vakcina s inaktivovanymi geny htrA
a arod (Tacket a Levine 2007, Clin. Infect. Dis. 45, S20) nebo geny phoP a rpoS (Methner aj.
2004, Vet. Microbiol. 98, 37-43).

Podstata vynalezu

Uvedené nedostatky odstrafiuje Zivy oslabeny kmen zoopatogenniho mikroorganismu Salmonella
enterica CAPM 6449, podle vynélezu, jehoz podstata spodiva v tom, Ze tento kmen je oslabeny
dv€ma nezavislymi modifikacemi (vyjmuti genetického materialu), je uréeny pro oralni vakcinaci
kufat a je uloZeny ve Sbirce zoopatogennich mikroorganismi v Brng, CZ.

Podstatou vynalezu je také pouziti mikroorganismu Salmonella enterica CAPM 6449 nesouciho
zaroveil mutaci SPI-1 inaktivujici funkci sekre¢niho systému typu IIl kédovaného ostrovem
patogenity SPI-1 a mutaci lon inaktivujici funkci Lon protedzy pro vyrobu zivé oslabené vakciny
na ochranu chovi kufat.
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Za Ugelem zvySeni bezpecnosti Zivé atenuované vakciny pro oralni uziti u hospodarskych zvifat
byl tedy piipraven kmen Salmonella enterica, u kterého pivodci vyjmuli z genomu cely ostrov
patogenity SPI-1 a zaroveri gen kodujici Lon proteazu. Atenuace pomoci inaktivace funkci
kédovanych na SPI-1 byly piivodné opomijeny, protoze pro infekci Balb/C mysi jsou tyto funkce
postradatelné a SPI-1 mutant Salmonella enterica u Balb/C mysi zpisobuje letalni infekci
(Karasova aj. 2010, BMC Microbiology 10, 75). Avsak pro driibez a prasata vede inaktivace SPI-
1 ke snizeni virulence (Rychlik aj. 2009, BMC Microbiology 9, 268). Gen lon koduje proteazu,
jejichz inaktivace vede k mirnému oslabeni virulence jak u mysi (Karasova aj. 2009, Vaccine 27,
5265), tak u dribeze. Zaroven Jon mutant zistava imunogenni, a to jak u dribeze, tak u mysi.
A v principu stejny postup, tedy dva nezavislé zpasoby oslabeni, uplatnili pivodci i pfi vyvoji
vakciny, ktera je prfedmétem tohoto vynalezu.

Vzijemna kombinace mutaci SPI-1 a lon pak vede kidealnimu vakcinatnimu kmeni podle
vynélezu, ktery

i) je oslaben dvéma nezavislymi mutacemi (zvy3ena bezpecnost),

i) je velmi imunogenni (mutace v genu lon vede k nadprodukci kapsuldrnich polysacharidi,
SPI-1 mutanti neindukuji bunéénou smrt u makrofagi)

i) je snadno odlisitelny (nadprodukce kapsularnich polysacharidii vede k tvorbé mukoidnich
kolonii na béznych agarech a snadnému vizualnimu odliseni vakcina¢niho kmene od
libovolného terénniho kmene Salmonella enterica).

Podstatou vynalezu je tedy souasné uziti kombinace dvou mutaci, SPI-1 a lon, za {celem
oslabeni Salmonella enterica pro vyuziti jako Zzivé oslabené vakciny na ochranu chovi
hospodaiskych zvifat. Mutaci SPI-1 se rozumi jakékoli inaktivace funkce sekrecniho systému
typu 111 kddovaného ostrovem patogenity SPI-1 (Salmonella Pathogenicity Island 1) a mutaci lon
se rozumi jakdkoli inaktivace funkce Lon protedzy. Kmen mikroorganismu podle vynilezu byl
ovéfen plivodei v praxi ve Vyzkumném ustavu veterinarniho lékafstvi v.v.i., Brno, CZ.

Nasledujici piiklady provedeni kmene mikroorganismu podle vynalezu pouze dokladaji, ale
neomezuji.

Ptiklady uskuteénéni vynalezu

Ptiklad 1

Oslabeny kmen Salmonella enterica CAPM 6449 byl ptipraven pomoci lambda red rekombinace.
Nejprve byly paralelné piipraveny jednotlivé mutace, tedy delece SPIl a delece genu lon.
Po nahradé SPI1 za gen kodujici rezistenci k chloramfenikolu byla tato modifikace pfenesena do
nového kmene Salmonella enterica transdukci P22 fagem. Nasledn& byl gen kodujici rezistenci
k chloramfenikolu odstrandn pomoci flipizy kédované plazmidem pCP20. Do kmene s aplnou
deleci SPI1 byla pomoci transdukce nasledné vnesena mutace Jon::Cm a takto vytvofeny kmen
(ASPI1 lon::Cm) byl vyuzit pro testovani imunogenity. Pfi vakcinacnich pokusech byla kmenem
Salmonella enterica CAPM 6449 (ASPI1 lon::Cm) oralné vakcinovana jednodenni kufata linie
ISA Brown. Kufata byla oralné revakcinovéna o 3 tydny pozdgji a Celenzovana divokym
kmenem Salmonella enterica serovar Enteritidis o dal3i 3 tydny pozdgji, tedy ve véku 42 dni.
Celenz byla provadéna jak oralng, tak intravendzné. Kufata byla utricena 4 a 14 dni po celenzi
a vysledky jsou shrnuty v tabulce 1. Z tabulky vyplyva, ze vakcinace chranila kufata pied infekci
divokou Salmonella enterica serovar Enteritidis, protoze polty salmonel ve tkanich
vakcinovanych kufat byly 10 az 100x niz§i nez u nevakcinovanych kontrol. I v ptipadech, kdy
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byla pfitomnost salmonel prokazana pouze kvalitativng, byly ve skupinach vakcinovanych zvitat
vzdy niz8i pocty salmonella pozitivnich nez ve skupiné nevakcinovanych zvifat.

Tabulka 1

Detekce salmonel v organech vakcinovanych a nevakcinovanych kufat 4 (den 46) a 14 (den 56)
dni po oralni nebo intravendzni elenzi. Udaje v tabulce ukazuji bud’ skute¢né poéty salmonel na
gram tkané (log CFU/g), anebo pocet pozitivni z celkového poétu zvifat.

jatra slezina slepé stfevo
den den den den den den
46 56 46 56 46 56
Bez vakcinace po. 2z6 4z6 2z6 4z6 6z6 6z6
SPI1 lon vakcinace po. 1z6 126 2z6 0z6 526 3z6
Bez vakcinace iv. 4,71 525 6,68 4,16 626 525
SPI1 lon vakcinace iv. 394 3z6 5,20 2,40 6z6 226

p.o. —oralni Celenz, i.v. - intravendzni &elenz

Primyslova vyuzitelnost

Novy kmen mikroorganismu Salmonella enterica CAPM 6449, ve kterém byla ptipravena
konkrétni kombinace mutaci vedouci k jeho zddoucimu oslabeni se zachovanim imunogenity po
oralni aplikaci. Tento kmen je vhodny jako oralni Ziva vakcina hospodaiskych zviiat pred
salmonelovymi infekcemi a to zejména u kufat.

PATENTOVE NAROKY

1. Zivy oslabeny kmen zoopatogenniho mikroorganismu Salmonella enterica CAPM 6449,
ktery je oslabeny dvéma nezavislymi modifikacemi, je uréeny pro oralni vakcinaci kuiat a je
ulozeny ve Sbirce zoopatogennich mikroorganismii v B¢, CZ.

2. PouZiti mikroorganismu Salmonella enterica CAPM 6449 podle naroku 1, nesouciho
zarovefi mutaci SPI-1 inaktivujici funkci sekre¢niho systému typu III kédovaného ostrovem
patogenity SPI-1 a mutaci lon inaktivujici funkci Lon protedzy pro vyrobu Zivé oslabené vakciny
na ochranu chovu kurat.

Konec dokumentu




	Bibliographic_Data
	Abstract
	Description
	Claims

