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Vakcina proti infekci Salmonella Typhimurium

Oblast techniky

Predkladané technické feseni se tyka vakciny proti infekci Salmonella Typhimurium.

Dosavadni stav techniky

Infekce netyfoidnimi sérovary salmonel predstavuji ve veterindrni mediciné nezanedbatelny
problém majici mimo jiné také zoonoticky potencial. Podle Evropského tfadu pro bezpecnost
potravin je az 30 % chovl prasat v Evropé salmonela-pozitivnich (EFSA: The European Union
summary report on trends and sources of zoonoses, zoonotic agents and food-borne outbreaks in
2014. EFSA Journal 2015; 13(12):4329). Kromé technicko-hygienickych opatfeni je vakcinace
jednou z moznosti, jak pfedchazet salmonelovym infekcim v chovech. Na evropském trhu je
dostupna pouze jedina vakcina pro vakcinaci prasat s naizvem Salmoporc® (IDT Biologika),
registrovana vSak pouze v Némecku a Polsku. Jedna se o Zivou, dvakrat atenuovanou vakcinu
odvozenou od kmene Salmonella Typhimurium aje uréena pro prasata po odstavu. V Ceské
republice je nové po registraci inaktivovana vakcina odvozena od tii nejcastéji se vyskytujicich
sérovar Typhimurium, Derby a Infantis. Tato vakcina je ur€ena pro prasnice pfed porodem a ma
za cil chranit novorozend selata ptfenosem kolostralni/laktogenni imunity (BIOSUIS Salm,
Bioveta/VUVeL).

Puvodcem salmonelovych onemocnéni je gram-negativni bakterie Salmonella enterica subsp.
enterica z Celedi Enterobacteriaceae. Nejcastéji se vyskytujicimi sérovary izolovanymi z prasat
jsou Salmonella Typhimurium a Derby. Jedna se o stfevni patogen zpisobujici gastroenteritidu,
jejiz klinicky pribéh, zvlasté u prasat, neni obvykle vyrazny. Muze dochazet ke kratkodobému
zvySeni télesné teploty, k prijmtim, ¢i zvraceni a vylucovani salmonel do okoli, kde dochdzi
k pfenosu na ostatni zvifata, piipadné i ¢lovéka. V chovech prasat navic dochazi ke snizeni
ptirozeného ptirtstku infikovanych jedinct.

Po infekei oralni cestou se bakterie dostavaji do tenkého stieva hostitele a prostupuji ptes stievni
epitel. Jsou dale fagocytovany migrujicimi makrofagy, ¢imz se mohou rozsifit do jinych ¢asti téla
infikovan¢ho jedince (do pfilehlych miznich uzlin, tonzily). Ve stfevé jsou salmonelou
exprimovany proteiny, tzv. siderophory, které umoziuji t€émto bakteriim zvysSené vychytdvani
iontl zeleza z prostiedi, ¢cimz ziskavaji vyhodu nad ostatnimi bakteriemi bézné€ se vyskytujicimi
ve stfeve. Pro aktivni pohyb vyuziva bic¢iku, slozeného z podjednotek proteinu flagelinu, coz je
jeden z dilezitych imunogennich antigenti bakterii. Pro invazi pies epitel stieva vyuzivaji
salmonely proteinti ztzv. SPI-1 lokusu (Salmonella pathogenicity island). Po pfestupu do
fagocyti, kde je snizené pH, nedostatek zivin i iontd, indukuji bakterie expresi SPI-2 proteind,
které jim umoziuji potlacit tyto mechanismy slouzici k eliminaci fagocytovanych patogenti.
Exprese vSech téchto zminénych antigenti se méni v zavislosti na fazi infekce a na okolnim
prostiedi, kdy se produkuji ve vétsi mife nékteré proteiny a jiné jsou potlaceny.

Podstata technického feSeni

Predmétem predkladaného technického feSeni je vakcina obsahujici smés inaktivovanych
bakterialnich kultur kmene Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium, pfi¢emz
kazda inaktivovana bakterialni kultura ma zvyseny obsah alespon jednoho proteinu vybraného ze
skupiny zahrnujici proteiny ze SPI-1 lokusu, proteiny ze SPI-2 lokusu, siderophory a flagelarni
proteiny.
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Mnozstvi proteinu v bakteridlni kultufe je stanoveno pomoci hmotnostni spektrometrie a je
uréeno pomeérem plochy pod chromatografickou kiivkou daného proteinu k ploSe pod
chromatografickou kfivkou proteinu glyceraldehyd-3-fostat dehydrogenaza (GapA). Protein
GapA ma stalou miru exprese v kultute S. Typhimurium bez zavislosti na okolnim prostiedi.

Zvysenou produkci proteinti se rozumi naptiklad:

- pro proteiny ze SPI-1 lokusu, relativni mnozstvi ku GapA > 0,03;
- pro proteiny ze SPI-2 lokusu, relativni mnozstvi ku GapA > 0,003;
- pro siderophory, relativni mnozstvi ku GapA > 0,05;

- pro flagelarni proteiny, relativni mnozstvi ku GapA > 0,5.

Bakterialni kultury se zvySenym obsahem téchto proteini jsou pfipravitelné kultivaci ve
specifickém médiu a naslednou inaktivaci.

Bakterialni kultura se zvySenym obsahem proteini ze SPI-1 lokusu je pfipravitelna kultivaci
v LB médiu, obsahujicim 10 g/l peptonu, 5 g/l kvasinkového extraktu a 5 g/l chloridu sodného,
pH 6 az 7, a naslednou inaktivaci.

Bakterialni kultura se zvySenym obsahem proteinti ze SPI-2 lokusu je pripravitelna kultivaci
v LPM médiu, obsahujicim 5 mM chlorid draselny, 7,5 mM siran amonny, 0,5 mM siran
draselny, 0,337 mM dihydrogenfosfore¢nan draselny, 8 uM chlorid hofecnaty hexahydrat,
38 mM glycerol, 0,1 % kaseinovy hydrolyzat, 80 mM morfolinoethansulfat, pH 4,7, a naslednou
inaktivaci.

Bakterialni kultura se zvySenym obsahem siderophorti je pfipravitelna kultivaci v Minca médiu,
obsahujicim 10 mM dihydrogenfosforecnan draselny, 28 mM hydrogenfosforecnan sodny
dodekahydrat, 40 pM siran hotecnaty heptahydrat, 5 uM chlorid manganaty tetrahydrat, 0,5 pM
chlorid Zelezity hexahydrat, 1,8 uM chlorid vapenaty hexahydrat, 0,1 % kaseinovy hydrolyzat,
pH 7,4, a naslednou inaktivaci.

Bakterialni kultura se zvySenym obsahem flagelini (flagelarnich proteinll) je pfipravitelna
kultivaci v LB nebo Minca médiu, a naslednou inaktivaci.

Ve vyhodném provedeni obsahuje vakcina smés inaktivovanych bakteriadlnich kultur kmene
Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium, sestavajici z bakterialni kultury
piipravitelné kultivaci v LB médiu, bakteridlni kultury pfipravitelné kultivaci v LPM médiu
a bakterialni kultury ptipravitelné kultivaci v Minca médiu.

V nékterych provedenich mize vakcina dale obsahovat i supernatant z kultivace bakterialnich
kultur, které jsou soucasti vakciny.

Vakcina dale obsahuje alespon jednu farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latku. Farmaceuticky
ptijatelnd pomocna latka miZze byt vybrana ze skupiny zahrnujici rozpoustédla, stabilizatory,
imunogenni adjuvanty, inaktivacni Cinidla.

Predmétem predkladaného technického feSeni je dale sada kultivaénich médii pro piipravu
uvedené vakciny, ktera obsahuje:

- LB médium, obsahujici 10 g/l peptonu, 5 g/l kvasinkového extraktu a5 g/l chloridu
sodného, pH 6 az 7,

- LPM médium, obsahujici 5 MM chlorid draselny, 7,5 mM siran amonny, 0,5 mM siran
draselny, 0,337 mM dihydrogenfosfore¢nan draselny, 8 uM chlorid hofe¢naty hexahydrat,
38 mM glycerol, 0,1 % kaseinovy hydrolyzat, 80 mM morfolinoethansulfat, pH 4,7
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- Minca médium, obsahujici 10mM  dihydrogenfosfore¢nan  draselny, 28 mM
hydrogenfosforecnan sodny dodekahydrat, 40 uM siran hotecnaty heptahydrat, 5 uM chlorid
manganaty tetrahydrat, 0,5 uM chlorid Zelezity hexahydrat, 1,8 uM chlorid vépenaty
hexahydrat, 0,1 % kaseinovy hydrolyzat, pH 7,4.

V ramci predkladaného technického feSeni bylo ovéfeno, ze pii pfirozené infekci ani pfi
laboratorni kultivaci nejsou vSechny zminéné proteiny produkovany ve stejnou dobu za stejnych
podminek v dostate¢ném mnozstvi. Proto se ve vyhodném provedeni ptfedkladaného vyndlezu
vyuziva nékolik kultiva¢nich médii, které simuluji in vivo prostfedi v riznych éastech téla
hostitele pfi infekci. V lumen tenkého stfeva je dostatek zivin, pii kultivaci se tedy pouziva
bohaté¢ LB médium pii pH do 7, ve kterém se ve velké mite produkuji proteiny ze SPI-1 lokusu
a také proteiny bic¢iku - flageliny. Pro indukci zvysené exprese siderophortii se pouzije tzv. Minca
médium - médium se snizenou koncentraci iontl zeleza, vapniku, hot¢iku a manganu pii pH 7,4.
V intracelularni fazi infekce jsou salmonely vystaveny snizenému pH a nizkému obsahu Zivin
uvniti fagocyti, tyto podminky se v pfedkladaném vynalezu simuluji naptiklad minimalnim LPM
médiem (médium s nizkym obsahem fosfati a hoi¢iku, Low Phosphate and Magnesium). Jde
0 médium s nizkym obsahem aminokyselin a minimalnim obsahem fosfore¢nych a hotec¢natych
iontl s pH 4,7, které zajistuje pufrovaci systém MES (2-morfolinoethansulfat). V tomto médiu
jsou ve vétsi mife exprimovany proteiny SPI-2 lokusu, které se in vivo ucastni obrany pied
elimina¢nimi mechanismy fagolysosomu makrofagu.

Protoze se jedna o inaktivovanou vakcinu, kdy na rozdil od zivych vakcin bakterie nejsou
zivotaschopné a neméni tak expresi riznych skupin proteinti v zavislosti na prostiedi, lze zajistit
pozadované spektrum antigenti ve vakciné kombinaci nékolika bakteridlnich kultur. Imunitnimu
systému hostitele se tak predkladaji vSechny potencidlni bakteridlni antigeny, které by jinak
nemohly byt dostupné.

Vakcina podle pfedkladaného vynélezu je urena zejména pro veterinarni pouziti, s vyhodou pro
vakcinaci prasat.

Objasnéni vykresu

Obrazek 1 Relativni kvantifikace vybranych zéastupct sledovanych skupin proteinti pfi kultivaci
salmonel v riznych médiich. Osa y udava pomér plochy pikd proteinu k plose pikt
normaliza¢niho proteinu GapA, stanovené hmotnostni spektrometrii. 1), 2) a 4) udavaji jednotlivé
kultivace salmonel, 3) pak supernatant kultivace salmonel v LPM médiu.

Obrazek 2 Hladiny specifickych IgG protilatek proti vybranym salmonelovym antigentim. Kazdy
graf zobrazuje dynamiku tvorby protilatek u celé skupiny selat — nevakcinovana skupina, skupina
vakcinovand smési inaktivovanych kultur salmonel (STM) a skupina vakcinovana smési
rekombinantnich proteint (REK). Odbéry krve byly provedeny v dobé vakcinace, po 3 tydnech
pii revakcinaci a po dalSich 17 dnech po skonceni infekéniho pokusu — pfi jejich utraceni. Body
oznacuji pramér a smerodatnou odchylku vSech zvifat ve skupiné. Osa y zobrazuje hodnoty
absorbance IgG protilatek po vazbé sekundarni protilatky s kfenovou peroxidazou. Jednotlive
skupiny antigenti (SPI-1, SPI-2, siderophory a ostatni) jsou vyvedeny v rizném stupni Sedi.

Obrazek 3 Primérna teplota vSech zvifat ve skupinach A, B a C pred infekci (DPIO), a jeden den
(DPI1), respektive dva dny (DPI2) po infekci. Hodnoty p definuji statistickou vyznamnost
rozdila (t-test).

Obrazek 4 Kolonizace organt prasat bakteriemi tfi dny po infekci kmenem Salmonella
Typhimurium. Hodnoty jsou zobrazeny v logaritmu CFU (colony-forming units) na gram tkan¢.
Sloupce zobrazuji prumér vSech zvifat ve skupin€ a jeho smérodatnou odchylku. Hodnoty p
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definuji statistickou vyznamnost rozdilt (t-test) u obsahu ilea a stény colonu mezi skupinami A
aB.

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Predkladané technické feSeni je dale ilustrovano v nasledujicim ptikladu provedeni a testech.
V nasledujicim textu jsou udaje v % uvadény v hmotnostnich procentech, neni-li uvedeno jinak.

Kultivace bakterii

Bakterie Salmonela enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium DT104 byly oddélené
kultivovany ve tfech médiich:

1) LB médium (10 g peptonu, 5 g kvasinkového extraktu a 5 g NaCl), pH 7, kultivace pfes noc
pii 37 °C za stalého tiepani.

2) LPM médium (5 mM KCI, 7,5 mM (NH4)2SOs, 0,5 mM K,SO4, 0,337 mM KH,PO4, 8 uM
MgCl,-6H,0, 38 mM glycerol, 0,1 % kaseinovy hydrolyzat, 80 mM MES), tprava na pH 4,7,
kultivace pies noc pti 37 °C za stalého tiepani.

3) Minca médium (10 mM KH:PO4, 28 mM Na;HPO4-12H,0, 40 uM MgSO4-7H20, 5 uM
MnCl,-4H-0, 0,5 uM FeCl;-6H,0, 1,8 uM CaCl,-6H,0, 0,1 % kaseinovy hydrolyzat), uprava na
pH 7.4, kultivace pies noc pii 37 °C za stalého tiepani.

Bakterialni kultury byly po kultivaci centrifugovany 10 minut pfi 4000 x g pfi 20 °C, supernatant
z LPM kultury byl odebran a filtrovan pies 0,2 um bakterialni filtr. Supernatanty z LB a Minca
kultur byly odebrany a dale se nepouzily. Pelety bun¢k vsSech tii kultur byly promyty v PBS
(Lonza) aopét centrifugovany za stejnych podminek, supernatanty nebyly dale pouzity.
Supernatant z bakterialni kultury péstované v LPM médiu obsahoval sekretované SPI-2 proteiny,
které budou vyuzity jak pro méfeni obsahu proteinti, tak pro naslednou vakcinaci. Tyto
sekretované proteiny jsou vSak v supernatantu ve velmi malé koncentraci, proto byly salmonely
v LPM médiu péstovany v objemu 41 asupernatant byl po kultivaci koncentrovan pomoci
ultrafiltra¢niho zafizeni Amicon Stirred Cell 8050 (Millipore) s membranovym filtrem o velikosti
poru 10 kDa. Vysledny objem byl zhruba 4 ml.

Charakterizace proteomu

Pelety bun¢k vSech tfi kultivaci byly resuspendovany ve sterilnim PBS pufru, byly pfidany
0,1 mm zirkonium/kfemenné kulicky (BioSpec products) a buiiky byly nasledné rozbity sonikaci
(Sonoplus HD 3100, Bandelin) po dobu 3 minut pfi 75% amplitudé v ledové lazni. Po
centrifugaci pii 20000 x g po dobu 10 minut pii 4 °C byly supernatanty (sonikaty) odebrany
a filtrovany pres 0,2 um bakteridlni filtr. Pelety byly dale rozpustény v (1/10 plvodniho
objemu) resuspenda¢nim roztoku (8 M mocovina, 0,1 % SDS, 0,2% Triton X-100, 25 mM
hydrogenuhli¢itan amonny - TEAB) a po dobu 2 hodin tfepany pii 20 °C. Po centrifugaci pfi
20000 x g po dobu 10 minut pfi 4 °C byly tyto supernatanty filtrovany a smichany se sonikaty
z predchoziho kroku. Pomoci kitu PierceBCA Protein Assay (Thermo Scientific) byly ve vSech
ttech lyzatech a koncentrovaném supernatantu z LPM kultury zmeétena celkova koncentrace
proteind. 50 pg proteinti bylo pouzito pro ptipravu kazdého vzorku metodou FASP (Wisniewski
JR, Zougman A, Nagaraj N, Mann M: Universal sample preparation method for proteome
analysis. Nat Methods 2009; 6(5):359-62) na hmotnostné spektrometrickou analyzu. Kazdy
vzorek byl pétkrat promyt v 8M mocoviné v centrifugacnich kolonkach Vivacon 500 (Sartorius
Stedim) s 10.000 MWCO membranovym filtrem. 10 mM dithiothreitol (Sigma-Aldrich) a 50 mM
jodacetamid (Serva) v 25 mM TEAB pufru (Sigma-Aldrich) byl pouzit pro redukci, respektive
alkylaci proteintll. Proteiny byly poté Stépeny trypsinem (Sequencing Grade Modified Trypsin,
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Promega) v poméru 1:50 po dobu jedné hodiny pii 37 °C, poté pies noc pii 25 °C. Po
centrifugaci Vivacon kolonky byly nastépené peptidy odpaieny (DNA120 SpeedVac, Thermo
Savant) a peletka peptidi resuspendovana v 0,1% vodném roztoku kyseliny mravenéi (Sigma-
Aldrich), coz je mobilni faze kapalinové chromatografie (UltiMate 3000 RSLCnano, Dionex -
Thermo Scientific) pfed samotnou analyzou hmotnostnim spektrometrem. Pro separaci a eluci
peptidi byl pouzit dvouhodinovy gradient se zvySujici se koncentraci acetonitrilu (0,1 % kyseliny
mravenci v acetonitrilu, obé Sigma-Aldrich) (0 min —4 %, 4 min — 4 %, 98 min — 45 %, 98,5 min
—90 %, 112 min — 90 %, 112,5 min — 4 %, 120 min — 4 %). Peptidy byly separovany na 25 cm
koloné (Acclaim PepMap RSLC C18, 2 um, 10 nm, 75 um L.D., Thermo Scientific) pfi pratoku
300 nl/min. uHPLC byl napojen na iontovy zdroj EASY-Spray ahmotnostni spektrometr
Orbitrap Velos Pro (Thermo Scientific). Skenovani probihalo v rozmezi m/z 390 az 1700,
a protonované peptidy s nabojovym cCislem 2 avice byly automaticky vybrany pro data
dependentni analyzu MS/MS a fragmentovany kolizi s plynem helia. Deset fragmentacnich
spekter bylo naméteno po kazdém full skenu. Namétrena spektra byla poté zpracovana pomoci
softwaru Proteome Discoverer (ver. 1,4, Thermo Scientific) s prohledavacim algoritmem Sequest
HT. Oxidace methioninu a deamidace asparaginu a glutaminu byly pfidany jako dynamické,
karbamidomethylace cysteinu jako statické modifikace peptidi. Hmotnostni tolerance byly
nastaveny na 10 ppm pro prekurzorové a 0,5 Da pro fragmentové ionty. Naméfena spektra byla
prohledana proti Uniprot databazi kmene Salmonella (2018/04). Pouze peptidy s FDR (false
discovery rate) 0,01 byly povazovany za spravn¢ identifikované.

Kvantita vybranych proteinti je vyjadiena plochou pod kiivkou chromatografického piku
detekovaného hmotnostnim spektrometrem. Relativni kvantifikace je pak primérem tfi
nejabundantnéjsich identifikovanych peptidd daného proteinu vztazeny na kvantitu proteinu
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazy (Uniprot ¢islo POA1PO), ktery slouzi jako normalizaéni
faktor exprese. Obrazek €. 1 vyjadiuje porovnani obsahu nékterych zastupcu sledovanych skupin
proteind v riznych kultiva¢nich podminkach. SPI-1 proteiny (zde zastupci SipA, SipB, SipC,
SipD a Prgl) jsou produkovany v nejvétsi mife v bohatém LB médiu, oproti tomu SPI-2 proteiny
(sledovani zastupci SseB, PipB2 a SopD2) se spise produkuji v LPM médiu s nizkym pH.
Obsahuji je samotné buiky, ale jsou také sekretovany do média, ackoliv jejich absolutni
koncentrace je fadové nizsi, nez v piipadé SPI-1 proteini v LB médiu. Salmonelové siderophory
(IroN, CirA a FepA) jsou produkovany vyhradné v Minca médiu a flagelin (FIiC) v LB a Minca
médiu.

Ptiprava vakciny podle technického feseni

Vakcina podle technického feSeni byla pfipravena inokulaci 10 ml tekutého LB média, LPM
média a Minca média vzdy jednou kolonii bakterii S. Typhimurium z pevné pidy (LB médium
s 20 g/l agaru, kultivace ptes noc pii 37 °C). VSechny tii tekuté kultury byly pfes noc za stalého
ttepani kultivovany pii 37 °C. Poté byly kultury centrifugovany pii 4000 x g 10 minut pfi
laboratorni teploté. Bunécné pelety byly promyty 10 ml sterilniho PBS a opét centrifugovany.
Peleta bun€k byla poté resuspendovéna ve sterilnim PBS na koncentraci odpovidajici optické
hustot¢ 8,5 piti 600 nm (ODsew). VSechny tii bakterialni kultury byly inaktivovany
formaldehydem v celkové koncentraci 1% po dobu 16 hodin. Poté byly vSechny tfi kultury
smichany v poméru 1:1:1. K této smési byl ptidan koncentrovany supernatant LPM kultury
(pfipraveny podle postupu vyse) v mnozstvi 50 pg, podle koncentrace proteinti, na 1 ml smesi
bakterialnich kultur.

Vakcinace a infekce prasat

27 selat po odstavu bylo rozdéleno do 3 skupin. Skupina A (9 selat) nebyla vakcinovana
a slouzila jako negativni kontrola. Vakciny pro skupiny B (10 selat) a C (8 selat) byly pfipraveny
smichanim antigenu s adjuvans Montanide ISA50V2 (Seppic) v poméru 1:1. Selata byla
vakcinovana davkou 0,5 ml intramuskularné do oblasti krku. 21 dni od prvni vakcinace byla
selata skupiny B a C revakcinovana ve stejném schématu.
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Skupina B byla vakcinovana vakcinou podle piedkladaného technického feSeni, pifipravenou
postupem uvedenym vyse.

Skupina C byla vakcinovana ekvimoldrni smési purifikovanych rekombinantnich salmonelovych
proteint (SipB, SipC, SipD, Prgl, SseB, PipB2, SopD2, SifB, IroN, CirA a FliC) v mnozstvi
0,5 mg celé smési na zvife. Tyto rekombinantni proteiny byly produkovany v expresnim systému
Escherichia coli (viz Gebauer J, Kudlackova H, Kosina M, Kovaié¢ik K, Tesaiik R, Osvaldova A,
Faldyna M, MatiaSovic J: A proteomic approach to the development of DIVA ELISA
distinguishing pigs infected with Salmonella Typhimurium and pigs vaccinated with
a Salmonella Typhimurium-based inactivated vaccine. BMC Veterinary Research 2016; 12:252).

Pii prvotni vakcinaci, revakcinaci a pifi nasledné infekci byla vSem prasatim odebrana krev
k sérologickému stanoveni.

Po 14 dnech od revakcinace byla vSechna prasata infikovana nocni statickou kulturou
S. Typhimurium v BHI médiu (1 x 108 CFU) smichanou s ovesnou kasi. 1 ml této smési byl
aplikovan kazdému zvifeti do ustni dutiny. V den infekce a nasledujici dva dny byla selatim
méfena rektalni teplota a po tfech dnech od infekce byla utracena v celkové anestezii. Byly
odebrany vzorky organt (slezina, jatra, ileocékalni mizni uzlina, sténa a obsah ilea, st€na a obsah
colonu, caecum, submandibularni mizni uzlina a tonzila) k bakteriologickému vysetieni.

Méfeni protilatkové odpovedi

Hladiny specifickych IgG protilatek proti vybranym salmonelovym antigenim byly stanoveny
metodou ELISA. ELISA test byl pfipraven potazenim jamek mikrotitrani desky
rekombinantnimi salmonelovymi proteiny (SipB, SipC, Prgl, SseB, PipB2, SopD2, IroN, CirA
aFliC) aizolovanym lipopolysacharidem salmonel (LPS) v pracovnim fedéni 1 pg/ml
Vv karbonat-bikarbonatovém pufru (0,05 M, pH9,6) vobjemu 100 ul na jamku (inkubace
16 hodin pfi 4 °C). Nasledné byly desky ttikrat promyty PBS s obsahem 0,05% Tween 20 (PBS-
T, pH 7,2) a blokovany roztokem 0,5% kaseinového hydrolyzatu v PBS-T (inkubace 30 minut pii
laboratorni teplot€). VySetfované vzorky sér byly fedény 100x nebo 300x v PBS-T s ptidavkem
0,5 % kaseinového hydrolyzatu a v objemu 100 ul byly aplikovany do jamek mikrotitra¢ni desky.
Po inkubaci (1 h, laboratorni teplota, vlhka komurka) byly desky tiikrat promyty roztokem PBS-
T ado jamek bylo ptfidano 100 pl sekundéarni protilatky znacené kienovou peroxidazou (Goat
anti-pig 1gG conjugate, Bethyl Laboratories) v piislusném pracovnim fedéni. Po inkubaci
(60 min, laboratorni teplota, vlhka komurka) byly desky opét tfikrat promyty a do jamek bylo
pridano 100 pl roztoku substratu s chromogenem TMB Complete (Test-line). Enzymaticka
reakce byla zastavena po né€kolika minutich pfidavkem 50 pul 2 M kyseliny sirové (Penta).
Vysledna absorbance byla odectena pomoci multikanalového spektrofotometru Synergy HI
(Biotek) pii vinové délce 450 nm.

U prasat po vakcinaci smési inaktivovanych kultur salmonel v riznych kultiva¢nich médiich
(skupina B) doslo ke zvySeni hladin specifickych protilatek proti proteinim SipC (p=0,001,
oproti nevakcinované kontrole pfi utraceni - Skupina A, stanovené t-testem) a Prgl (p<0,001) ze
skupiny SPI-1 proteint; SseB (p<0,001) a PipB2 (p<0,001) ze skupiny SPI-2; flagelarnimu
proteinu FIiC (p<0,001) a lipopolysacharidu (LPS, p<0,001). Naopak proti proteinim SipB (SPI-
1, p=0,169), SopD2 (SPI-2, p=0,921) a proti siderophorim IroN (p=0,648) a CirA (p=0,648)
nedoslo ke zvyseni hladin IgG protilatek u takto vakcinovanych jedinct.

U skupiny C - vakcinované smési rekombinantnich proteinti doslo k vyraznému zvyseni I1gG
protilatek proti vSem pfitomnym proteintim (p<0,001). Nedoslo ke zvySeni protilatek proti LPS,
ktery nebyl soucasti vakciny (viz obrazek 2).
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Stanoveni klinickych projevii salmonelové infekce

Selatim ze vSech tii skupin byla méfena rektalni teplota pied infekci (DPI0) a poté jeden (DPI1),
respektive dva (DPI2) dny po infekci. Grafické vyjadieni namétenych hodnot je uvedeno
obrazku 3. Ve vSech tfech skupinach doslo ke zvySeni primérné teploty jeden den po infekei.
U skupiny A a C jsou rozdily praimérnych teplot mezi DPIO a DPI1 vysoce statisticky vyznamné
(A -p=0,0001; C-p=0,0037; t-test), uskupiny B jsou tyto rozdily statisticky vyznamné
(p=0,0336). U skupiny B — vakcinované smési inaktivovanych kultur salmonel je navic zvySeni
pramérné teploty statisticky nizsi (p=0,0223), nez ve skupinich A a C prvni den po infekci.
Vakcinace touto variantou vakciny tedy brani vyraznému zvySeni rektalni teploty oproti kontrolni
skuping. Z dalsich klinickych ptiznakll bylo zjisténo zvraceni u kontrolni skupiny A a prijem
u skupiny C jeden den po infekci. Skupina B byla po celou dobu infekce bez téchto projevi.
Druhy den po infekci se u skupin A a B vratila teplota opét do puvodnich hodnot, u skupiny C
zlstala v DPI2 teplota na stejné hodnoté jako v DPI1.

Kolonizace organti bakteriemi salmonel po infekci

Vsechna selata byla po ukonCeni pokusu utracena vykrvenim z arteria brachialis v celkové
anestezii navozené piipravkem Zoletil (Virbac). Pti pitvé byla odebrana tkan — slezina, jatra,
ileocékalni mizni uzlina, sténa ilea, obsah ilea, sténa colonu, obsah colonu, caecum,
submandibularni mizni uzlina atonzila. Vzorek tkané o hmotnosti 0,1 g byl odebran do
zkumavky s 1 ml peptonové vody a 2,3 mm zirkonium/kiemennymi kuli¢kami. Vzorky byly
homogenizovany na pfistroji MagNALyser (Roche) ve dvou cyklech po 30 s pii 7000 otac¢kach.
Homogenaty byly vysety na misky s XLD agarem v desitkovém fedéni. Pocty salmonel byly
vyjadieny logaritmy. Negativni vzorky byly obohaceny v polotekutém Rappaport-Vassiliadis
médiu (Oxoid) pro kvalitativni stanoveni. Vzorkiim pozitivnim aZ po tomto obohaceni byla
ptifazena hodnota 1,000, negativni vzorky i po obohaceni mély hodnotu 0. Slezina a jatra byla
negativni na pritomnost salmonel u vSech tii skupin selat. U vétSiny ostatnich organti a tkani jsme
pozorovali snizené prumérné hodnoty uskupiny B oproti skupinam A a C. Statisticka
vyznamnost rozdilu mezi kontrolni skupinou (A) a skupinou vakcinovanou smési bakterialnich
kultur (B) se prokazala u vzorki colonu a obsahu ilea. U zvitrat skupiny C nebyl zaznamenan
zadny rozdil oproti kontrolni skupiné (viz obrazek 4).

Inaktivovana vakcina pfipravena z kultur Salmonella Typhimurium se zvySenym obsahem
uvedenych proteinti tedy indukuje u odstavenych selat zvySenou tvorbu specifickych IgG
protilatek proti zminénym antigentim. U takto vakcinovanych selat pak po infekci homolognim
kmenem bakterie dochazi k méné zavaznym klinickym priznakiim (teplota, prijem, zvraceni)
a také ke snizeni kolonizace stfeva (obsah ilea, sténa colonu) oproti nevakcinovanym prasattim.

NAROKY NA OCHRANU

1. Vakcina proti infekci Salmonella Typhimurium, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje smés
inaktivovanych bakterialnich kultur kmene Salmonella enterica subsp. enterica sérovar
Typhimurium, pficemz jednotlivé bakterialni kultury jsou pfipravitelné kultivaci uvedené
bakterie v médiu vybraném ze skupiny zahrnujici

- LB médium obsahujici 10 g/l peptonu, 5 g/l kvasinkového extraktu a 5 g/l chloridu sodného,
pH 6 az 7,

- LPM médium obsahujici 5 mM chlorid draselny, 7,5 mM siran amonny, 0,5 mM siran
draselny, 0,337 mM dihydrogenfosforecnan draselny, 8 pM chlorid hofe¢naty hexahydrat,
38 mM glycerol, 0,1 % kaseinovy hydrolyzat, 80 mM morfolinoethansulfat, pH 4,7, a
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- Minca médium obsahujici 10 mM  dihydrogenfosfore¢nan  draselny, 28 mM
hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, 40 uM siran hotfe¢naty heptahydrat, 5 uM chlorid
manganaty tetrahydrat, 0,5puM chlorid Zelezity hexahydrat, 1,8 uM chlorid vapenaty
hexahydrat, 0,1 % kaseinovy hydrolyzat, pH 7,4,

a naslednou inaktivaci, a vakcina dale obsahuje alesponn jednu farmaceuticky pfijatelnou
pomocnou latku.

2. Vakcina podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze obsahuje smés inaktivovanych bakterialnich
kultur kmene Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium, sestavajici z bakterialni
kultury pfipravitelné kultivaci v LB médiu, bakterialni kultury pfipravitelné kultivaci v LPM
médiu a bakterialni kultury pfipravitelné kultivaci v Minca médiu.

3. Vakcina podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze dale obsahuje supernatant z kultivace
bakterialnich kultur, které jsou souéasti vakeciny, ve vyhodném provedeni supernatant z kultivace
v LPM médiu.

4. Vakcina podle kteréhokoliv z narokti 1 az 3, vyznacujici se tim, ze farmaceuticky piijatelna
pomocna latka je vybrana ze skupiny zahrnujici rozpoustédla, stabilizatory, imunogenni
adjuvanty, inaktiva¢ni ¢inidla.

5. Sada kultiva¢nich médii pro ptipravu vakciny podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd,
vyznacena tim, Ze obsahuje:

- LB médium, obsahujici 10 g/l peptonu, 5 g/l kvasinkového extraktu a5 g/l chloridu
sodného, pH 6 az 7,

- LPM médium, obsahujici 5 mM chlorid draselny, 7,5 mM siran amonny, 0,5 mM siran
draselny, 0,337 mM dihydrogenfosfore¢nan draselny, 8 pM chlorid hofecnaty hexahydrat,
38 mM glycerol, 0,1 % kaseinovy hydrolyzat, 80 mM morfolinoethansulfat, pH 4,7

- Minca médium, obsahujici 10mM  dihydrogenfosfore¢nan draselny, 28 mM
hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, 40 uM siran hotec¢naty heptahydrat, 5 pM chlorid
manganaty tetrahydrat, 0,5 uM chlorid Zelezity hexahydrat, 1,8 uM chlorid vapenaty
hexahydrat, 0,1 % kaseinovy hydrolyzat, pH 7,4.

6 vykrest
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Nevakcinovana kontrola
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Vakcinace REK
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Rektalni teplota
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