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hladinu protilatek proti proteinu SseB nebo SipB nebo
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SipD. Sérologické odlieni zvitat infikovanych od zvitat

(72)  Pivodce: vakcinovanych je nutné pro uplatnéni ozdravnych
MVDr. Jan Matiasovic, Ph.D., Mokra, CZ postupt, jejichZ cilem je sniZen{ procenta Salmonella
Megr. Jan Gebauer, Opava, CZ pozitivnich jateénych prasat. Dal§im divodem nutnosti
Hana Kudlatkova, Dolni Kounice, CZ odliSenf zvifat infikovanych od zvitat vakcinovanych je

Mgr. Marcel Kosina, Hranice, CZ vylougeni falesné pozitivity vakcinovanych prasat pfi

: . - ’ odhadu promofenosti chovii prasat Salmonella ssp.
MVDr. Kamil Kov\"arcfk, Ph'D_j Brno, CZ pomoci jiz zavedenych sérologickych metod v nékterych
Mgr. Radek Tesatik, Ph.D., TiSnov, CZ zemich zapadni Evropy.

MVDr. Alena Osvaldova, Praha, CZ

(54) Nazev vynalezu:
Pouziti antigenu Salmonella enterica ssp.
enterica sérovar Typhimurium pro
sérologické odliSeni infikovanych a
vakcinovanych prasat

(57) Anotace:
Redeni popisuje zpisob sérologického odlideni prasat
infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar
Typhimurium od prasat vakcinovanych vakcinou
zaloZenou na inaktivované kultufe Salmonella enterica
ssp. enterica sérovar Typhimurium, pfi kterém se ve
vzorku séra stanovi metodu ELISA nebo westernblot
hladina protilatek proti alespoil jednomu nativnimu nebo
rekombinantnimu proteinu vybranému ze skupiny SseB,
Gene ID: 1252916; SipB, Gene 1D: 1254408 a SipD,
Gene ID: 1254406 a alespofi jednomu nativnimu nebo
rekombinantnimu proteinu vybranému ze skupiny FliC,
Gene ID: 1253480 a YfgL, Gene ID: 1254042,
Infikovana zvifata se identifikuji tak, Ze majf oproti
zvifatim vakcinovanym vy33i hladinu protilatek proti
proteinu SseB nebo SipB nebo SipD a zéroveil maji nizsi
hladinu protilatek proti proteinu FliC nebo YfgL, naproti
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Poutziti antigend Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium pro sérologické
odliSeni infikovanych a vakcinovanych prasat

Oblast techniky

Vynalez se tyka sérologické diagnostiky a imunoprofylaxe salmonelovych infekci prasat. Sérolo-
gické odliseni zvifat infikovanych od zvifat vakcinovanych je nutné pro uplatnéni ozdravnych
postupll, jejichz cilem je snizeni procenta Salmonella pozitivnich jate¢nych prasat. Dal$im diivo-
dem nutnosti odliseni zvifat infikovanych od zvifat vakcinovanych je vylouceni fale$né pozitivity
vakcinovanych prasat pti odhadu promotenosti chovil prasat Salmonella ssp. pomoci jiz zavede-
nych sérologickych metod v nékterych zemich zapadni Evropy. Vynalez umoZiiuje sérologické
odliSeni prasat infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium od prasat
vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inaktivované kultute Salmonella enterica ssp. enterica
sérovar Typhimurium.

Dosavadni stav techniky

Nejcastéjsimi piivodei salmonelovych infekci prasat v Ceské republice i vétsiny zemi Evropské
unie jsou netyfoidni sérovary Salmonella enterica ssp. enterica, zejména pak sérovary Typhimu-
rium a Derby, které se vyskytuji v pfiblizné€ 65 % piipadi kultivaéniho zachytu salmonel. DalSich
25 % pripadl kultivaéniho zachytu salmonel u prasat pfedstavuji sérovary Enteritidis a Agona
(EFSA 2008). Jednou z metod tlumeni vyskytu netyfoidnich salmonelovych infekci prasat mize
byt vakcinace prasat proti pivodcim infekci, ale jedina dosud registrovana vakcina (v Némecku
a Polsku) je na bazi zivého vakcinaéniho kmene a je zatim jen malo pouZivana. Autofi vynalezu
experimentalné ovéfili ucinnost vakcinace prasnic vakcinou zaloZenou na inaktivované kultufe
Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium na snizeni mnoZstvi salmonel v organech
sajicich selat (MatiaSovic a kol. 2013) a potvrdili tak u¢innost vakcinace prasat inaktivovanou
vakcinou Salmonella enterica spp. enterica sérovar Typhimurium pozorovanou dfive na drovni
stada (Roesler a kol. 2006).

Pro uspé$né zavedeni jakékoli vakciny proti netyfoidnim sérovarim Salmonella enterica ssp.
enterica je nutné odliSeni zvifat vakcinovanych od zvitat infikovanych. Zavedené sérologické
metody detekce protilatek proti netyfoidnim sérovarim Salmonella enterica ssp. enterica u prasat
Jjsou zaloZeny na detekci protilatek proti O—antigenim téchto sérovari. Po pfirozené infekci pra-
sat netyfoidnimi sérovary Salmonella enterica ssp. enterica i po vakcinaci prasat jakoukoli vak-
cinou obsahujici O-antigeny Salmonella enterica ssp. enterica dochazi k produkei IgG protilatek
proti antigeniim. Dosavadni sérologické metody tak identifikuji prasata vakcinovana stejné jako
prasata infikovana.

Moznosti jak sérologicky odlisit infikovana prasata od prasat vakcinovanych je vyvoj vakcin na
bazi vakcina¢nich kment postradajicich O—antigeny (Leyman a kol. 2011). Cilené nebo ndhodné
genetické modifikace vakcinaénich kmenii komplikuji vyvoj vakeiny a p¥ipadné pouZiti genetic-
ky modifikovanych kmeni znesnadiiuje registraci vakciny.

Zivéa atenunovana vakcina registrovana v Némecku a Polsku (IDT Biologica GmbH, Némecko)
je dale vyvijena za celem odliSeni postinfekénich a postvakcinagnich protilatek. Vakcina indu-
kuje tvorbu protilatek proti O—antigeniim. Autofi volili metodu deleéniho mutanta, kdy vakcinad-
ni kmen postrada protein ompD a tudiz se vii¢i nému nevytvafi po vakcinaci protilatky, na rozdil
od divokého kmene, ktery stimuluje imunitni systém prasete k produkei protilatek proti ompD
proteinu. OdliSeni vakcinovanych zvifat od infikovanych tak spogivé v sérologické detekei proti-
latek proti ompD proteinu. Problém takto upravené Zivé vakeiny je snizena protektivita oproti
plivodnimu vakcina¢nimu kmeni (Selke a kol. (2007)
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Vakcina zalozena na inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimuri-
um (MatiaSovic a kol. 2013) je vyvijena do komeréni podoby tymy obou pfihlaSovateld. Vakcina
indukuje tvorbu protilatek proti O—antigenim. Jina vakcina zaloZend na inaktivované kultuie
Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium nebo inaktivované kultufe jinych sérova-
& Salmonella enterica ssp. enterica neni komeréné dostupna.

Je znamo, Ze po infekci lidi nebo zvifat zivym kmenem Salmonella enterica ssp. enterica dochéazi
k tvorbé protilatek proti riznym antigenim tohoto patogena, mimo jiné i proti vétSiné proteini,
které jsou predmétem piihlasky vynalezu (SseB — Lee a kol. 2012, SipB—Durand a kol. 2013,
SipD — Desin a kol. 2010, FliC — Bergman a kol. 2005). Pfedlozeny vynélez umoZiiuje porovna-
nim hladin protilatek proti nékterym proteinim Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhi-
murium odli$eni prasat infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium od
prasat vakcinovanych vakcinou zaloZzenou na inaktivované kultufe divokého kmene Salmonella
enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium bez nutnosti modifikace vakcinaéniho kmene.

Literatura k Dosavadnimu stavu techniky
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Podstata vynalezu

Dosud nebyl znam zpiisob jak odlisit zvifata infikovana Salmonella enterica ssp. enterica seérovar
Typhimurium od prasat vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inaktivované kultufe divokéeho
kmene Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium. Podstatou vynélezu je zjiSténi, ze
po vakcinaci prasat vakeinou zaloZenou na inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enteri-
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ca sérovar Typhimurium dochazi k tvorbé protilatek proti proteinim Salmonella enterica ssp.
enterica sérovar Typhimurium kvalitativné jinym zpiisobem neZ po infekei a Ze tento rozdil je
pouzitelny k odliSeni zvifat infikovanych od zvifat vakcinovanych.

Podstata vynalezu tak spociva v pouziti dvou skupin proteini Salmonella enterica ssp. enterica
sérovar Typhimurium jako antigeni pro detekci protiltek v séru, kolostru a masové §tavé prasat.
Tyto dvé skupiny proteini rozdilnym zpisobem indukuji tvorbu protilatek po infekci prasat Sal-
monella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium a po vakcinaci prasat vakcinou zaloZenou na
inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium.

Proti proteiniim SseB, Gene ID: 1252916; SipB, Gene ID: 1254408, SipD, Gene ID: 1254406 se
po pfirozené infekcei prasat vytvafi vysoké hladiny protilatek, zatimco po vakcinaci prasat vakci-
nou zaloZenou na inaktivované kultute Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium se
protilatky proti témto proteiniim netvofi viibec, nebo jen ve velmi malé mite. To umoziuje dete-
kovat zvitata infikovana Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium.

Proti proteindm FliC, Gene ID: 1253480; YfgL, Gene ID: 125042 se po pfirozené infekci prasat
protilatky netvofi viibec, nebo jen v malé mire, zatimco po vakcinaci prasat vakcinou zaloZenou
na inaktivované kultute Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium se proti témto
proteiniim vytvaii vysoké hladiny protilatek. To umoZziiuje detekovat zvifata vakcinovana vakci-
nou zaloZenou na inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium.

Vyhodnoceni hladin protilatek proti proteinim SseB, SipB, SipD a proti proteiniim FIiC a YfgL
tak umoziuje odlidit zvifata infikovana od zvifat vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inakti-
vované kultute Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium. Vysok4 hladina protila-
tek proti proteinu SseB nebo SipB nebo SipD a zarovefi nizka hladina protilatek proti proteinu
FliC nebo YfgL identifikuje zvitata infikovana Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhi-
murium nebo i jinym sérovarem Salmonella enterica ssp. enterica, v zavislosti na antigenni pfi-
buznosti uvedenych proteini. Vysoka hladina protilatek proti proteinu FIiC nebo YfgL a zaroveii
nizka hladina protilatek proti proteinu SseB nebo SipB nebo SipD identifikuje zvitata vakcinova-
né vakcinou zaloZenou na inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhi-
murium. Vysoké hladiny protilatek proti obéma skupindm proteint identifikuje zvifata infikova-
nd i vakcinovana. Nizké nebo zidné hladiny protilétek proti obéma skupinam proteinii identifiku-
je zvifata, kterd bud’ nebyla infikovana ani vakcinovana nebo zvitata u nichZ nedoslo k tvorbé
protilatek po infekci nebo vakcinaci.

Priklady uskuteénéni vyndlezu

Sérologické odliSeni zvitat infikovanych od zvifat vakcinovanych za pouziti antigent podle vy-
nalezu je mozné naptiklad pomoci ELISA testu nebo westernblotu.

ELISA test

Pfi pouZiti izolovaného proteinu SseB (GenelD:1252916) jako antigenu v ELISA testu, je namé-
fena absorbance ve smésném vzorku séra prasat infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica
sérovar Typhimurium minimalné 2x vy$3i nez ve smésném vzorku séra prasat vakcinovanych
vakcinou zaloZenou na inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimu-
rium a neZ ve smésném vzorku séra kontrolnich neinfikovanych prasat.

Pfi pouziti izolovaného proteinu FliC (GenelD:1253480) jako antigenu v ELISA testu, je namé-
fena absorbance ve smésném vzorku séra prasat vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inaktivo-
vané kultute Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium minimalng 3x vy$§i nez ve
smeésném vzorku séra prasat infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimuri-
um a nez ve smésném vzorku séra kontrolnich neinfikovanych prasat.
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Vyse uvedené ELISA testy se pfipravi potazenim jamek jedné mikrotitraéni desky rekombinant-
nim proteinem SseB a druhé mikrotitraéni desky rekombinantnim proteinem FIiC, oba v pracov-
nim fedéni 1 pg/ml v karbonat-bikarbonatovém pufru (0,05 M, pH 9,6) v objemu 100 ul na jam-
ku (inkubace 16 hodin, 4 °C). Nasledn& se desky ttikrat promyji PBS v obsahem 0,05% Tween
20 (PBS-T, pH 7,2). Vysetfované vzorky prase¢iho séra nebo plazmy se fedi 100x v PBS-T
s piidavkem 0,5 % kaseinového hydrolyzatu a v objemu 100 ul se aplikuji do jamek mikrotitracni
desky. Po inkubaci (1 h, 37 °C, vihk4 komiirka) se desky tfikrat promyji roztokem PBS-T a do
jamek se ptida 100 pl konjugétu znageného k¥enovou peroxidazou (Goat anti-pig IgG conjugate,
Bethyl Laboratories, Montgomery, USA) v pfislusném pracovnim fedéni. Po inkubaci (60 min,
37 °C, vlhka komiirka) se desky opét téikrat promyji a do jamek se ptida 100 pl roztoku substratu
s chromogenem TMB Complete (Test-line, Brno, Ceska republika). Enzymaticka reakce se za-
stavi po 10 minutach 50 pl 2M kyseliny sirové. Vysledna absorbance se odegitd pomoci multika-
nalového spektrofotometru pii vinové délce 450 nm, v nasem ptipadé pomoci Synergy H1 (Bio-
tek, USA).

Westernblot

P¥i pouZiti izolovaného proteinu SipB (Gene ID: 1254408) nebo SipB (Gene ID: 1254406) jako
antigenu ve westernblot testu je intenzita prouzku po inkubaci se smé€snym vzorkem séra prasat
infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium minimaln€ 3x vyssi nez po
inkubaci se smésnym vzorkem séra prasat vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inaktivované
kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium a neZ se smésnym vzorkem séra
kontrolnich neinfikovanych prasat.

P¥i pouziti izolovaného proteinu YfgL (Gene ID: 1254042) jako antigenu ve westernblot testu je
intenzita prouzku po inkubaci se smésnym vzorkem séra prasata vakcinovanych vakcinou zalo-
7enou na inaktivované kultute Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium minimal-
né 2x vyssi nez po inkubaci se sm&nym vzorkem séra prasat infikovanych Salmonella enterica
ssp. enterica sérovar Typhimurium a nez se smésnym vzorkem séra kontrolnich neinfikovanych
prasat.

Vyse uvedené westernbloty se pripravi rozdélenim antigenu (rekombinantni protein SipB nebo
YgfL) na 7 cm SDS-PAGE gelu o koncentraci akrylamidu 10 %, za pouziti aparatury Mini—
PROTEAN?® II Electrophoresis Cell (Bio—Rad, USA) (20 min pfi konstantnim napéti 80 V, poté
cca 1 h pti konst. napéti 110 V). Proteiny z gelu se pomoci aparatury pro polosuchy westernblot
(Omni-Bio, Cesk4 republika) pfenesou (75 min pii konstantnim proudu 340 mA) na PVDF
membréanu (Amersham Hybond-P, GE Healthcare, Velka Britanie). PVDF membrana se blokuje
v 0,5% kaseinovém hydrolyzatu v PBS s obsahem 0,05% Tween 20 (PBS-T, pH 7,2) 16 h pri
4 °C. Membréna je poté 1 h inkubovana s vySetfovanymi vzorky prase¢ich sér ve 100nasobném
fedéni ve stejném roztoku — PBS-T/kaseinovy hydrolyzit za souc¢asného téepani pfi laboratorni
teploté s konjugatem znalenym kfenovou peroxidazou (Goat anti—pig IgG conjugate, Bethyl
Laboratories, Montgomery, USA, 1000x fedény v PBS-T/kaseinovy hydrolyzat) a nasledn¢ se
opét 5x promyje (PBS-T). Pro vizualizaci antigenu je pouZit chromogenni substrat diaminoben-
zidin (13 mg ve 40 ml PBS, po ptidani 40 pl peroxidu vodiku). Reakce se zastavi pfidanim nad-
bytku vody. Intenzita zbarveni prouzki se méfi naptiklad na pfistroji GelLogic 2200 PRO (Care-
stream Health, USA). Vyhodnoceni intenzity zbarveni prouzki Ize provést i vizualné.

Vyhodnoceni

Vysoka hladina protilatek proti proteinu SseB nebo SipB nebo SipD a zaroven nizka hladina
protilatek proti proteinu FliC nebo YfgL identifikuje zvifata infikovana Salmonella enterica ssp.
enterica sérovar Typhimurium nebo i jinym sérovarem Salmonella enterica ssp. enterica,
v ZAvislosti na antigenni p¥ibuznosti uvedenych proteint. Vysoka hladina protilatek proti proteinu



5

20

25

30

35

40

CZ 305077 B6

FIiC nebo Yfgl. a zaroven nizka hladina protilatek proti proteinu SseB nebo SipB nebo SipD
identifikuje zvifata vakcinovana vakcinou zalozenou na inaktivované kultute Salmonella enterica
ssp. enterica sérovar Typhimurium. Vysoké hladiny protilatek proti obéma skupinam proteint
identifikuje zvifata infikovana i vakcinovana. Nizké nebo zadné hladiny protilatek proti obéma
skupinam proteinti identifikuje zviFata, ktera bud’ nebyla infikovana ani vakcinovana, nebo zvifa-
ta, u nichZ nedoslo k tvorbé protilatek po infekci nebo vakcinaci.

Primyslova vyuZitelnost

Tvorba detekénich systému (napiiklad ELISA, westernblot) umoziiujicich sérologické odlideni
prasat infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium od prasat vakcino-
vanych vakcinou zaloZenou na inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar
Typhimurium.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob sérologického odliseni prasat infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar
Typhimurium od prasat vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inaktivované kultuie Salmonella
enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium, vyznadujici se tim, Ze se ve vzorku séra
stanovi hladina protilatek metodou ELISA nebo westernblot proti alespofi jednomu nativnimu
nebo rekombinantnimu proteinu vybranému ze skupiny SseB, Gene ID: 1252916; SipB, Gene ID:
1254408 a SipD, Gene ID: 1254406 a alespoti jednomu nativnimu nebo rekombinantnimu protei-
nu vybranému ze skupiny FliC, Gene ID: 1253480 a YfgL, Gene ID: 1254042, kdy infikovana
zvifata se identifikuji tak, Ze maji oproti zvifatim vakcinovanym vyssi hladinu protilatek proti
proteinu SseB nebo SipB nebo SipD a zarovefi maji niz3i hladinu protilatek proti proteinu F1iC
nebo Yfgl, naproti tomu zvitata vakcinovana se identifikuji tak, Ze maji oproti zvifatim infiko-
vanym vys8i hladinu protilatek proti proteinu FliC nebo YfgL a zrovefi maji nizsi hladinu proti-
latek proti proteinu SseB nebo SipB nebo SipD.
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