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Vakcina proti bakterii Haemophilus (Glaesserella) parasuis, a rekombinantni antigen pro
tuto vakcinu

Oblast techniky

Predmétem predkladaného technického feSeni je veterinarni vakcina ke zvySeni specifické
odolnosti prasat proti infekci bakterii Haemophilus parasuis, a rekombinantni antigen pro tuto
vakcinu.

Dosavadni stav techniky

Haemophilus (Glaesserella) parasuis je gramnegativni bakterie z ¢eledi Pasteurallaceae, ktera je
casto komenzéalem hornich cest dychacich u prasat. Za jistych okolnosti vS§ak miize zptisobovat
respiratni onemocnéni, akutni septikémie ¢i systémové onemocnéni (Glédsserova choroba)
charakterizované polyserositidami, polyartritidou a meningitidou (Amano a kol., 1994:
Pathologic observations of pigs intranasally inoculated with serovar 1, 4 and 5 of Haemophilus
parasuis using immunoperoxidase method. Journal of Veterinary Medical Science 56, 639-644;
Peet a kol., 1983: Haemophilus parasuis septicemia in pigs. Australian Veterinary Journal 60,
187). Z divodu nakladné antibiotické 1é¢by a thynu zvitat pfi akutnim pribéhu infekce je
pti¢inou velkych ekonomickych ztrat v chovech prasat po celém svété (Oliveira a kol., 2001:
Development of a PCR test to diagnose Haemophilus parasuis infections. Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation 13, 495-501).

Jednim z nejucinné;jsich prostfedki kontroly infekénich onemocnéni je vakcinace. V soucasnosti
pouzivané vakciny proti H. parasuis jsou inaktivované vakciny obsahujici celobunééné
bakteriny. Tyto vakciny ovSem neposkytuji ochranu proti vice sérovarim vyskytujicim se
v chovu a Vv dostate¢né mife chrani zvifata pouze proti homolognimu kmeni (Smart a Miniats,
1989: Preliminary assessment of a Haemophilus parasuis bacterin for use in specific pathogen
free swine. Canadian Journal of Veterinary Research 53, 390-393; Martin a kol., 2009: Effect of
different valine formulations on the development of Glasser’s disease induced in pigs by
experimental Haemophilus parasuis infection. Journal of comparative pathology 140, 169-176).
Z tohoto dtivodu jsou hledany vhodné antigeny, které jsou dobie definované, a které jsou schopné
vyvolat protektivni imunitni odpovéd’ (Li a kol., 2015: Identification of secreted proteins as novel
antigenic vaccine candidates of Haemophilus parasuis serovar 5. Vaccine 33, 1695-1701).
Subjednotkové vakciny mifené proti bakterialnim patogenim jako je H. parasuis se Gasto
zamé&fuji na faktory virulence, které souvisi se schopnosti bakterie vyvolat onemocnéni (Li a kol.,
2017: Identification of novel Haemophilus parasuis serovar 5 vaccine candidates using an
immunoproteomic approach. Journal of Proteomics 163, 111-117).

Enzym katalaza je antioxidant slouzici jako obrana proti respiracnimu vzplanuti fagocytujicich
bunek. Jiz dfive bylo zji§téno, Ze protein kataldza by mohl byt jednim z virulentnich faktord,
které bakterii H. parasuis napomahaji v boji proti imunitnim mechanismim hostitele
(Matiaskova a kol., 2019: A crude capsular polysaccharide extract as a potential novel subunit
vaccine with cross-protection against the most prevalent serovars of Glaesserella (Haemophilus)
parasuis in the Czech Republic. Veterinarni Medicina 64, 392-399; Li akol., 2015:
Identification of secreted proteins as novel antigenic vaccine candidates of Haemophilus parasuis
serovar 5. Vaccine 33, 1695-1701). Navic, tento antigen ma pravdépodobné imunogenni
vlastnosti (Matiaskova a kol., 2019: A crude capsular polysaccharide extract as a potential novel
subunit vaccine with cross-protection against the most prevalent serovars of Glaesserella
(Haemophilus) parasuis in the Czech Republic. Veterinarni Medicina 64, 392—-399).
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Podstata technického feSeni

Ukolem piedkladaného technického fesent je zlepsit imunoprotektivitu veterinarnich vakein proti
bakterii Haemophilus (Glaesserella) parasuis, a tim u¢inné zabranit rozSifovani této bakterialni
infekce v chovech prasat.

Pfedmétem predkladaného technického feSeni je wvakcina proti bakterii Haemophilus
(Glaesserella) parasuis, ktera obsahuje rekombinantni protein katalazu (rHKtE) bakterie
Haemophilus parasuis, a také tento rekombinantni protein (antigen).

Vakcina podle tohoto technického feSeni obsahuje rekombinantni protein rHKtE se sekvenci
aminokyselin:

SGGMYKCPFDHGSKTLTTAAGAPVVDNDNTMSAGPRGPLLLQDVWFQEKLAHFARERI
PERVVHAKGSAAYGTFTVTADITKYTKAAVFKPGAQTEVLLRFSTVAGERGAADAERD
VRGFSLKFYTEQGNWDLVGNNTPVFFIRDPLKFPDFIHTQKRNPQTNLRDANAAWDFWS
RHPESMHQIMTLFSDRGIPATLRHMNGYGSHTY SFVNANNERFWVKFHFKTQQGHKFF
TNEEAAKVVGEDRESSQKDLYEAIERGEFPRWTVQVQIMPEADAHKHNYAFDLTKVWP
HADYPVIEVGVLELNRNPONYFAEVEQAAFAPSNIVPGIGFSPDRMLQGRLFSYQDAQR
YRLGVNHHQIPVNAPKCSYHTTHRDGAMRVYDANGGNHPNYAPNRFDTYVPTHDQLPL
QIEREAAHFNFREYDEDYYSQPAALYNLFTAEEKDRLAGNFAAGLSGVTIPEIVERQMA
HFEKVSPELANAIRQKLAK (SEQ ID NO. 1)

Rekombinantni katalaza pouzivana ve vakciné podle tohoto technického feSeni ma kodujici
nukleotidovou sekvenci:

ATGTATAAATGTCCATTTGATCACGGATCAAAAACCTTAACAACAGCAGCAGGCGCC
CCTGTTGTTGATAATGACAACACAATGTCTGCTGGCCCACGTGGTCCACTTCTTTTAC
AAGATGTATGGTTTCAAGAGAAATTAGCACACTTTGCTCGTGAGCGTATTCCTGAGC
GTGTGGTTCACGCTAAAGGTTCAGCAGCTTACGGTACATTCACTGTCACTGCAGATA
TTACCAAATACACAAAAGCTGCAGTATTTAAACCGGGAGCACAAACTGAAGTATTAT
TACGTTTCTCAACTGTTGCTGGTGAGCGTGGGGCTGCCGATGCAGAGCGTGACGTGC
GTGGTTTTTCATTAAAATTCTATACAGAACAAGGTAACTGGGACTTAGTGGGTAACA
ATACACCCGTATTTTTTATCCGTGATCCATTAAAATTCCCAGATTTTATCCATACACA
AAAACGTAATCCACAAACTAACTTGCGTGACGCGAATGCAGCGTGGGATTTCTGGTC
ACGTCACCCTGAATCAATGCACCAAATTATGACATTGTTCTCAGATCGTGGTATTCCT
GCGACTTTACGTCATATGAACGGTTACGGTAGCCACACTTATAGCTTTGTAAACGCA
AACAACGAGCGTTTCTGGGTGAAATTCCACTTCAAAACACAACAAGGTCACAAATTC
TTCACTAACGAAGAAGCGGCTAAAGTTGTAGGTGAAGATCGTGAATCTAGCCAAAA
AGATTTATATGAAGCGATTGAGCGTGGTGAATTCCCGCGTTGGACTGTTCAAGTGCA
GATTATGCCAGAAGCAGATGCTCACAAACATAACTATGCCTTTGACTTAACTAAAGT
ATGGCCACACGCAGATTACCCTGTGATCGAAGTGGGTGTATTAGAGTTAAACCGCAA
TCCACAAAACTACTTCGCAGAAGTAGAGCAAGCAGCGTTTGCACCATCTAACATCGT
TCCGGGAATCGGCTTCTCACCAGACCGTATGTTACAAGGTCGTCTGTTCTCTTACCAA
GATGCACAGCGTTACCGTTTAGGTGTAAACCACCACCAAATCCCTGTAAATGCACCA
AAATGCTCATACCACACGACTCACCGTGATGGTGCAATGCGTGTAGATGCAAACGGT
GGTAACCACCCTAACTACGCTCCGAACCGTTTTGATACTTATGTGCCAACCCACGAT
CAATTACCATTACAAATTGAGCGTGAAGCTGCACACTTTAACTTCCGTGAGTACGAT
GAAGATTACTACTCACAACCGGCAGCACTTTATAACTTGTTTACAGCGGAAGAAAAA
GATCGCTTAGCAGGTAACTTTGCTGCAGGTTTATCAGGTGTGACTATCCCTGAAATC
GTAGAAAGACAAATGGCTCACTTTGAAAAAGTTAGCCCGGAATTAGCAAATGCGAT
TCGTCAAAAATTAGCAAAATAA (SEQ ID NO. 2)

Vakcina podle tohoto technického feSeni dale obsahuje alespon jednu farmaceuticky piijatelnou
pomocnou latku, s vyhodou vybranou ze skupiny zahrnujici rozpoustédla, stabilizatory,
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imunogenni adjuvanty, inaktivaéni ¢inidla. Imunogennim adjuvantem je s vyhodou hydroxid
hlinity.

Vakcina podle tohoto technického feSeni mulze byt zejména ve formé pro subkutanni,
intramuskularni nebo intradermalni podani.

Dalsim predmétem ptedkladaného technického feSeni je sada primerG pro amplifikaci genu
katalazy bakterie Haemophilus parasuis, sestavajici z:

forward primeru o sekvenci: ATGTATAAATGTCCATTTGATCACGG (SEQ ID NO. 3), a
reverse primeru o sekvenci: TTATTTTGCTAATTTTTGACGAATCGC (SEQ ID NO. 4).

Mista pro nasedani primert jsou V kodujici sekvenci SEQ ID NO. 2 vyznacena podtrzenim.

Gen katalazy HktE amplifikovany s pomoci této sady je vhodny pro rekombinantni ptipravu

katalazy pro vakcinu podle predkladaného technického feSeni.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: Purifikace rekombinantniho proteinu katalazy. (1) purifikovana katalaza. (2) katalaza po
Stépeni pomoci TEV proteazy a odstépeni ubikvitinu. (3) Srazena TEV proteaza odstranéna ze
vzorku po odstépeni ubikvitinu. (4) Pred purifikaci na GPC. (5) Po purifikaci na GPC.

Obr. 2: Produkce specifickych protilatek proti rekombinantnimu proteinu katalazy H. parasuis
U imunizovanych a neimunizovanych mysi.

Obr. 3: Hodnoceni experimentalni vakciny zaloZené na rekombinantnim proteinu katalaza.

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Priklad 1: Pfiprava antigenu a slozeni vakciny
Ptiprava antigenu

Gen pro katalazu byl amplifikovan z genomické DNA bakterie H. parasuis terénniho kmene
CAMP 6475 (Sbirka zoopatogenich mikroorganismi, Vyzkumny Ustav veterinarniho 1ékatstvi,
Brno) izolovaného z mozku uhynulého prasete (sérovar 5) pomoci PCR. Primery pouZité pro
amplifikaci genu HKtE (gen pro katalazu) jsou uvedeny v tabulce. K primerim byly pfidany
15bazové piesahy homologni k pouzitému vektoru, které dale slouzi pro napojeni sekvence na
vektor.

5¢— 3¢

F: ATGTATAAATGTCCATTTGATCACGG (26 bazi, SEQ ID NO. 3)

TTATTTTGCTAATTTTTGACGAATCGC (27 bazi, SEQ ID NO. 4)

PCR produkty byly klonovany do vektoru pomoci GeneArt Seamless Cloning and Assembly Kit
(ThermoFischer Scientific) za pouziti bun¢k E. coli DH10B. Plazmid byl dale v téchto bunkach
amplifikovan aizolovan pomoci EZNA Plazmid DNA Mini kit| (Omega). Plazmid byl
transformovan do bakterialni kultury E. coli BL21 (DE3), ktera byla kultivovana v LB médiu
(Sigma-Aldrich). Piitomnost plazmidu byla ovéfena pomoci PCR amplifikace a nasledné DNA
sekvenace. Exprese proteinu v klonu E. coli BL21 (DE3) byla indukovana pfidanim 1 mmol/I
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IPTG (izopropyl-B-D-galaktopyranozidu). Rekombinantni protein byl separovan pomoci fazni
znacky HisTag na Ni-chelata¢ni chromatografii (HisTrap™ FF kolona; GE Healthcare). Po
separaci byla pfidana rekombinantni TEV proteaza pro odstépeni ubikvitinu a His-tagu, ktery byl
nasledné odstranén pomoci gelové chromatografie (GPC) (Superose 6; GE Healthcare). V ramci
tohoto kroku byl protein pfeveden do DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline; Lonza).
Koncentrace ziskaného proteinu byla 0,5 mg/ml.

Purifikovany protein byl pro kontrolu separovan na 12,5% SDS-PAGE gelu a vizualizovan
pomoci Coomassie briliant blue (Sigma-Aldrich) (Obr. 1).

Slozeni vakciny

Jedna davka vakciny obsahovala 10 pg rekombinantniho proteinu katalazy. K tomuto antigenu
bylo pfidano 50 ul adjuvans (hydroxid hlinity ve formée 2% Alhydrogelu; InvivoGen) a dale 80 ul
DPBS. Celkovy objem jedné davky vakciny byl 150 pl.

Priklad 2: Ovéfeni imunogenity vakciny na mys$im modelu

Samice mysi BALB/c staré 6 tydnt byly nahodné rozdéleny do 9 skupin po 6 mysich. Pét skupin
bylo imunizovéano 150 pl pfipravené vakciny s pfipravenym rekombinantnim proteinem a ¢tyfem
skupinam byla podana suspenze Alhydrogel® adjuvant 2% (50 ul) s DPBS (100 ul). Vakcinace
byla provedena subkutanné. Mys$i byly imunizovany celkem tfikrat ve ¢trnactidennich
intervalech. Tyden po posledni imunizaci byla mysim odebrana krev pro detekci specifickych
protilatek (Tab. 1). MnozZstvi protilatek bylo stanovené metodou ELISA, ve které byl jako antigen
pouzit rekombinantni protein katalazy H. parasuis (viz kap. Piprava antigenu).

Postup pfti detekci specifickych protilatek metodou ELISA

Na 96jamkovou mikrotitra¢ni desticku MaxiSorp (Nunc™; Schoeller Pharma) bylo naneseno
100 pl antigenu (rekombinantni protein katalaza H. parasuis) o koncentraci 1 pg/ml, ktery byl
nafedén v uhli¢itan-bikarbonatovém pufru (pH 9,6) a inkubovan pies noc pii 4 °C. Druhy den
byly jamky promyty 4 x 300 ul promyvaciho roztoku (PBS, 0,05% Tween-20). Nespecificka
vazebna mista byla blokovana pomoci 200 pl blokovaciho roztoku (PBS; 0,5% kasein; 10%
sachar6za) po dobu 30 minut pii 37 °C. Po odstranéni blokovaciho roztoku bylo na desku
naneseno 100 ul vzorku o fedéni 1:100. Vzorky byly fedény fedicim roztokem (PBS; 0,5%
kaseinovy hydrolyzat; 0,05% Tween-20). Vzorky byly na desti¢ce inkubovany pii 37 °C po dobu
1 hodiny. Nasledné byly jamky promyty 4 x 300 ul promyvaciho roztoku a poté bylo ptidano
100 pl konjugatu Goat anti Mouse IgG-Fc¢ Fragment (Bethyl; LuBioScience GmbH) fedény
v poméru 1:10 000 v fedicim roztoku. Destic¢ka byla inkubovana 1 hodinu pii 37 °C. Jamky byly
nasledné promyty 4 x 300 ul promyvaciho roztoku abylo ptidano 100 pl substratu TMB-
Complete 2 solution (TestLine). Reakce byla zastavena pfiblizné po 10 minutach 50 ul 1M
kyseliny sirové. Absorbance byla odecitdna pii 450 nm za pouziti piistroje Synergy H1 (BioTek).

Z vysledkt vyplyva (Obr. 2), ze pfipraveny rekombinantni protein je velmi silné imunogenni
a tvori se proti nému velké mnozstvi specifickych protilatek.

Ptiprava a aplikace infek¢ni davky

Dva tydny po posledni imunizaci byly mys$i intraperitonealné (IP) infikovany dvéma riznymi
sérovary bakterie H. parasuis o stejné infekéni davce (v objemu 250 pl) (Tab. 1). Pro infekci byl
pouzit homologni sérovar 5 (HP5) kmene CAMP 6475 (Sbirka zoopatogenich mikroorganismd,
Vyzkumny ustav veterindrniho 1ékatstvi, Brno) izolovaného z mozku uhynulého prasete
a heterologni sérovar 1 (HP1) referen¢niho kmene ¢. 4 ziskaného od dr. K. R. Mittala (Fakulta
veterinarni mediciny, Univerzita Montreal, Kanada). Bakterie byly kultivovany pii 37 °C
18 hodin na ¢okoladovém agaru (LabMediaServis). Po uplynuti inkubacni doby byly bakterie
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sklizeny za pomoci DPBS a jejich mnozstvi bylo stanoveno na zakladé méfeni jejich optické
denzity pomoci Densi-La-Metru Il (Erba Lachema). Bakterie byly promyty od agaru pii 4211 x g
po dobu 10 min pti 10 °C a nafedény dle zvolené infekéni davky v DPBS (Tab. 2).

Tab.1: Skupiny zafazené v experimentu.

SSS}Ey I;?;git Imunizace Infekce Infek¢ni davka
1 6 Ano HP1 5 x 10°
2 6 Ne HP1 5 x 107
3 6 Ano HP5 5 x 10°
4 6 Ne HP5 5% 10°
S 6 Ano DBPS -

Klinicky stav mys$i byl kontrolovan jedenkrat denné a hodnoceny byly nasledujici parametry:
konjunktivitida, najezena srst, apatie, ptipadné thyn (Tab.2). P&t dni po infekci byly mysi
utraceny a byla provedena pitva. Z patologickych nalezii byla sledovana a hodnocena hlavné
splenomegalie. Podle celkového hodnoceni klinického stavu a pitvy bylo vytvoieno celkové
skore pro kazdou jednotlivou my$ a z téchto bylo poté vytvoreno primérné skore pro danou
skupinu.

Tab. 2: Bodové hodnoceni.

Parametr Upftesnéni parametru Bodové ohodnoceni
. - jedno oko 1 bod
Konjunktivitida
J ob? oti 2 body
Najezena srst - 1 bod
apatie - reaguje na pobidnuti | 1 bod
Apatie apatie - nereaguje na
pobidnuti 2 body
Uhyn - 3 body
Splenomegalie podle velikosti sleziny 1-2 body

Primérné skore u skupin imunizovanych rekombinantnim proteinem kataldza bylo vzdy nizsi nez
prumérné skore u neimunizovanych mysi odpovidajici infekéni davky (Obr. 3).

Z vysledkti vyplyva, Ze imunizace rekombinantnim proteinem katalaza vede K tvorbé
specifickych protilatek, které se podili na ochrané pied infekci homolognim i heterolognim
sérovarem bakterie H. parasuis.

NAROKY NA OCHRANU

1. Vakcina proti bakterialni infekci H. parasuis, vyznacujici se tim, ze obsahuje
rekombinantni protein katalazu Haemophilus parasuis majici aminokyselinovou sekvenci:

SGGMYKCPFDHGSKTLTTAAGAPVVDNDNTMSAGPRGPLLLODVWFQEKLAHFARERI
PERVVHAKGSAAYGTFTVTADITKYTKAAVFKPGAQTEVLLRFSTVAGERGAADAERD
VRGFSLKFYTEQGNWDLVGNNTPVFFIRDPLKFPDFIHTQKRNPQTNLRDANAAWDFWS
RHPESMHQIMTLFSDRGIPATLRHMNGYGSHTY SFVNANNERFWVKFHFKTQQGHKFF
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TNEEAAKVVGEDRESSQKDLYEAIERGEFPRWTVQVQIMPEADAHKHNYAFDLTKVWP
HADYPVIEVGVLELNRNPQNYFAEVEQAAFAPSNIVPGIGFSPDRMLQGRLFSYQDAQR

YRLGVNHHQIPVNAPKCSYHTTHRDGAMRVYDANGGNHPNYAPNRFDTYVPTHDQLPL

QIEREAAHFNFREYDEDYYSQPAALYNLFTAEEKDRLAGNFAAGLSGVTIPEIVERQMA

HFEKVSPELANAIRQKLAK (SEQ ID NO. 1),

A alespon jednu farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latku.

2. Vakcina podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze farmaceuticky pfijatelna pomocna latka je
vybrana ze skupiny zahrnujici rozpoustédla, stabilizatory, imunogenni adjuvanty, inaktiva¢ni
¢inidla.

3. Vakcina podle kteréhokoliv z ptedchéazejicich narokd, vyznacujici se tim, ze farmaceuticky
ptijatelnad pomocna latka je hydroxid hlinity.

4. Vakcina podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokil, vyznacujici se tim, Ze je ve formé pro
subkutanni, intramuskularni nebo intradermalni podani.

5. Rekombinantni antigen katalaza Haemophilus parasuis pro indukei protilatek proti
bakterialni infekci H. parasuis, vyznacujici se tim, Ze ma aminokyselinovou sekvenci:

SGGMYKCPFDHGSKTLTTAAGAPVVDNDNTMSAGPRGPLLLOQDVWFQEKLAHFARERI
PERVVHAKGSAAYGTFTVTADITKYTKAAVFKPGAQTEVLLRFSTVAGERGAADAERD
VRGFSLKFYTEQGNWDLVGNNTPVFFIRDPLKFPDFIHTQKRNPQTNLRDANAAWDFWS
RHPESMHQIMTLFSDRGIPATLRHMNGYGSHTY SFVNANNERFWVKFHFKTQQGHKFF
TNEEAAKVVGEDRESSQKDLYEAIERGEFPRWTVQVQIMPEADAHKHNYAFDLTKVWP
HADYPVIEVGVLELNRNPONYFAEVEQAAFAPSNIVPGIGFSPDRMLQGRLFSYQDAQR
YRLGVNHHQIPVYNAPKCSYHTTHRDGAMRVYDANGGNHPNYAPNRFDTYVPTHDQLPL
QIEREAAHFNFREYDEDYYSQPAALYNLFTAEEKDRLAGNFAAGLSGVTIPEIVERQMA
HFEKVSPELANAIRQKLAK (SEQ ID NO. 1).

6. Sada primert pro amplifikaci genu katalazy bakterie Haemophilus parasuis, vyzna¢ena tim,
7e sestava z:

forward primeru o sekvenci: ATGTATAAATGTCCATTTGATCACGG (SEQ ID NO. 3), a
reverse primeru o sekvenci: TTATTTTGCTAATTTTTGACGAATCGC (SEQ ID NO. 4).
2 vykresy

+
4 strany sekvenci
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