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Uvod

Heamophilus (Glaesserella) parasuis je jednim z nejvyznamnéjSich bakteridlni patogent
v chovech prasat. H. parasuis je aerobni, nepohybliva bakterie polymorfniho tvaru fazena do

Celedi Pasteurellaceae (Macedo a kol., 2015).

V soucasné dob¢ je popisovano 15 sérotypt s rozdilnou virulenci (Howell a kol., 2013).
Nevirulentni kmeny této bakterie se bézn¢ vyskytuji v hornich cestich dychacich zdravych
prasat. Virulentni kmeny vSak zplsobuji vdZna respiracni onemocnéni spojend s akutni
septikémii, ptipadné systémova onemocnéni jako je Glédsserova choroba, pro niZ jsou
charakteristické fibrinozni polyserositidy, polyartritidy a meningitida (Amano a kol., 1994).

K pfenosu ndkazy je ve vétSiné piipadu potieba piimy kontakt (Brockmeier a kol., 2013).

Mechanismy spojené s virulenci (virulentni faktory) jednotlivych kmenti bakterie H. parasuis
nejsou v soucasné dob¢ dostatecné prozkoumdany (Costa-Hurtado a Aragon, 2013). Jednim
z moznych virulentnich faktorti je enzym kataldza. Tento enzym je vyznamny antioxidant
chranici bakterie proti reaktivnim metabolitim kysliku vytvafeny makrofagy v odpovédi na
bakteridlni infekci. Kataldza je umisténa v periplasmatickém prostoru bakterie H. parasuis a
je vysoce imunogenni (Frandoloso a kol., 2011). Jednou z moZnosti, jak u zvifat
diagnostikovat tuto infek¢ni chorobu je ELISA test (enzyme-linked immunosorbent assay)

test detekujici specifické protilatky v séru zvifete.

1. Cil metodiky

Cilem metodiky bylo zavést a validovat ELISA test ke stanoveni specifickych protilatek proti

bakterii Haemophilus parasuis s vyuzitim rekombinantni kataldzy.

2. Vlastni popis metodiky

2.1. Rekombinantni protein katalaza

Jako antigen pro stanoveni protilatek proti bakterii Haemophilu parasuis pomoci ELISA testu

byl zvolen rekombinantni protein kataldza. Pomoci PCR byla amplifikovdna sekvence genu

kédujici kataldzu (hktE) z genomické DNA terénniho kmene CAMP 6475 (Sbirka
3



zoopatogenich mikroorganismt, Vyzkumny ustav veterinarniho 1€katstvi, Brno) izolovaného
z mozku uhynulého prasete (sérovar 5). Amplifikovand sekvence byla klonovédna do
expresniho vektoru, ktery byl transformovédn do bakterii kmene E. coli DH10B. Poté byla
izolovana plazmidova rekombinantni DNA a transformovédna do produkéniho kmene E. coli
BL21. Po indukci se produkoval protein kataldza, ktery mél na svém N-konci
polyhistidinovou kotvu umoZiujici jeho purifikaci, a kterd byla po preciSténi odStépena

pomoci TEV-polymerizy a odstranéna pomoci gelové chromatografie (GPC).

Ubikvitin

\ Obr. 1:
Purifikace rekombinantniho proteinu kataldzy. (1) Pred purifikaci

—
—_—

odstépené polyhistidinové kotvy. (2) Po purifikaci na GPC.

2.2. Metodika ELISA testu

Jako antigen byl pouzit rekombinantni protein kataldza o koncentraci 1 pg/mL, ktery byl
navdzdn na dna jamek mikrotitratnich desticek (Maxisorb, NUNC) v karbonét-
bikarbonatovém purfu (0.05 M, pH 9,6) vobjemu 100 pL. Desticky byly s antigenem
inkubovéany po dobu 16 hodin pfi teploté 4°C. Jamky byly promyty 4 x 300 uL promyvaciho
roztoku (PBS, 0,05% Tween-20) a nespecifickd vazebnd mista byla blokovdna pomoci
blokovaciho roztoku (200 uL) obsahujiciho PBS, 0.5% kasein a 10% sachar6zu po dobu 30
min pii teplot¢ 37°C. Po odstranéni blokovaciho roztoku byly napipetovany vzorky sér
(100 uL) a inkubovany 1 hodinu pfi teplot¢ 37°C. VySetfované vzorky byly fedény 100x
fedicim roztokem (PBS, 0.5% kaseinovy hydrolyzat; 0.05% Tween-20). Po inkubaci byly
desticky promyty 4 x 300 uL promyvaciho roztoku a nédsledné bylo pfiddno 100 puL proteinu
G znaceného kienovou peroxiddazou (Thermo Fisher Scientific) fedéného v poméru 1:10 000

v fedicim roztoku. Po inkubaci pii 37°C po dobu 1 hodiny byly jamky promyty 4 x 300 uL



promyvaciho roztoku a bylo pfiddno 100 uL substrdtu TMB-Complete 2 solution (TestLine).
Reakce byla zastavena po 15 min 50 pL 1M kyseliny sirové a vysledna absorbance byla

odecitana pomoci spektrofotometru pii 450 nm (Synergy H1, Biotek Instrumentals).

2.3. Validace ELISA testu

Pro validaci ELISA testu byla pouZita séra mysi z vakcinaéniho experimentu, kde mysi byly
imunizovdny antigenem - rekombinantni kataldza H. parasuis. Jako séra negativni na
pfitomnosti protilatek proti kataldze byla pouZzita séra neimunizovanych mysi ze stejného

experimentu.

2.3.1. Homogenita potaZeni desti¢ky

Test byl proveden na jedné mikrotitracni desti¢ce dané vyrobni SarZe s jednim vzorkem séra
pozitivniho na pfitomnost protilatek proti kataldze H. parasuis dle pracovniho postupu
uvedeného vyse. Vypoctena byla primérnd hodnota absorbance, smérodatna odchylka vybéru

a koeficient variance. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1.: Test homogenity potaZeni mikrotitracni desticky antigenem rekombinantniho

proteinu kataldzy.

0,738 | 0,768 | 0,723 | 0,715 | 0,748 | 0,825 | 0,796 | 0,774 | 0,778 | 0,752 | 0,767 | 0,724

0,749 | 0,673 | 0,647 | 0,651 | 0,658 | 0,692 | 0,688 | 0,706 | 0,707 | 0,693 | 0,707 | 0,758

0,738 | 0,661 | 0,632 | 0,640 | 0,653 | 0,677 | 0,669 | 0,662 | 0,678 | 0,699 | 0,678 | 0,761

0,753 | 0,644 | 0,648 | 0,656 | 0,648 | 0,657 | 0,683 | 0,675 | 0,681 | 0,694 | 0,670 | 0,750

0,709 | 0,655 | 0,637 | 0,640 | 0,649 | 0,647 | 0,644 | 0,660 | 0,678 | 0,685 | 0,674 | 0,721

0,741 | 0,643 | 0,642 | 0,647 | 0,648 | 0,658 | 0,672 | 0,661 | 0,673 | 0,675 | 0,682 | 0,724

0,700 | 0,666 | 0,661 | 0,637 | 0,668 | 0,668 | 0,677 | 0,678 | 0,669 | 0,685 | 0,711 | 0,719

A
B
C
D
E
F
G
H

0,751 | 0,699 | 0,686 | 0,703 | 0,725 | 0,725 | 0,755 | 0,740 | 0,767 | 0,723 | 0,756 | 0,721

Vypocitané hodnoty:

Prumérna hodnota absorbance: 0.695
Smérodatnd odchylka vybéru: 0.043

Koeficient variance: 6.192



2.3.2. Opakovatelnost — intra-assay

Test byl proveden na jedné mikrotitracni desti¢ce dané vyrobni SarZe se Ctyfmi vzorky
v zastoupeni dvou pozitivnich vzorkl (P1, P2) séra s vysokym titrem protilatek proti kataldze
poskytujici vysoké hodnoty absorbance a dvou vzorkii negativnich (N1, N2). Vzorky byly
testovany ve Ctyfiadvaceti replikacich dle vySe uvedeného pracovniho postupu. Vypoctena
byla primérnd hodnota absorbance, smérodatnd odchylka vybé&ru a koeficient variance.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2.: Vysledky testu opakovatelnosti (intra-assay) pro antigen kataldza.

Cislo méfeni P1 N1 P2 N2
1 0.84 0.049 0.753 0.049
2 0.797 0.046 0.685 0.047
3 0.804 0.046 0.691 0.046
4 0.821 0.045 0.676 0.046
5 0.815 0.047 0.673 0.047
6 0.829 0.046 0.688 0.047
7 0.855 0.047 0.689 0.048
8 0.805 0.049 0.75 0.049
9 0.772 0.049 0.733 0.05
10 0.768 0.047 0.694 0.049
11 0.715 0.046 0.669 0.047
12 0.769 0.046 0.681 0.047
13 0.752 0.046 0.671 0.047
14 0.758 0.045 0.689 0.048
15 0.799 0.046 0.689 0.048
16 0.826 0.048 0.726 0.049
17 0.786 0.048 0.698 0.05
18 0.734 0.046 0.686 0.05
19 0.741 0.045 0.682 0.048
20 0.753 0.045 0.678 0.048
21 0.756 0.046 0.674 0.049
22 0.737 0.045 0.685 0.049
23 0.751 0.046 0.687 0.049
24 0.819 0.048 0.771 0.05
Pocet testi 24 24 24 24
Primér absorbanci 0.783 0.047 0.697 0.048
Smérodatna odchylka 0.0372 0.001 0.028 0.001
Variaé¢ni koeficient (%) 4.750 2772 3.957 2.539
Smérodatrta odchylka 0.017
pro cely rozsah
Variacni koeficient pro 3504

cely rozsah (%)




2.3.3. Opakovatelnost — inter-assay

Test byl proveden na deseti mikrotitranich desti¢kach jedné vyrobni SarZe. Byly testovany
4 vzorky — dva snizkou a dva svysokou pozitivitou. Kazdy vzorek byl testovan
v kvadruplikdtu dle vySe uvedeného postupu. Pro kazdy vzorek byla vypoctena primérna
hodnota absorbance, smécrodatnd odchylka vybéru a koeficient variance. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3.: Vysledky testu opakovatelnosti (inter-assay) pro antigen kataldza.

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4
1 0.201 0.180 0.136 0.141 0.220 0.235 0.601 0.613
0.210 0.190 0.143 0.142 0.228 0.218 0.578 0.633
2 0.209 0.192 0.149 0.149 0.225 0.218 0.584 0.633
0.212 0.188 0.143 0.144 0.226 0.229 0.620 0.667
3 0.199 0.178 0.142 0.139 0.220 0.222 0.599 0.607
0.191 0.180 0.141 0.135 0.207 0.209 0.569 0.582
4 0.199 0.188 0.142 0.131 0.207 0.208 0.519 0.592
0.201 0.190 0.142 0.136 0.221 0.216 0.546 0.612
5 0.195 0.181 0.146 0.141 0.220 0.221 0.594 0.614
0.198 0.197 0.142 0.143 0.209 0.205 0.548 0.578
6 0.207 0.207 0.156 0.153 0.238 0.241 0.736 0.631
0.213 0.210 0.157 0.158 0.258 0.240 0.713 0.587
. 0.210 0.198 0.152 0.156 0.212 0.217 0.733 0.562
0.200 0.181 0.136 0.151 0.216 0.227 0.722 0.578
8 0.199 0.192 0.135 0.134 0.227 0.235 0.538 0.618
0.207 0.195 0.141 0.134 0.223 0.236 0.574 0.522
9 0.202 0.212 0.147 0.138 0.207 0.206 0.545 0.567
0.211 0.181 0.140 0.140 0.214 0.205 0.569 0.539
10 0.211 0.179 0.129 0.137 0.205 0.206 0.558 0.531
0.203 0.180 0.137 0.142 0.204 0.208 0.526 0.571
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4
Pocet testu 40 40 40 40
Primér absorbanci 0.197 0.143 0.220 0.595
Smérodatna odchylka 0.011 0.007 0.013 0.056
Variaéni koeficient (%) 5.656 5.053 5.710 9.357
Smerodatn’a odchylka 0.022
pro cely rozsah
Variacni koeficient pro 6.444

cely rozsah (%)

3. Srovndni novosti postupi

Detekce specifickych protildtek proti kataldze H. parasuis neni podle naSich informaci

v soucasné dob& pouZivana.



4. Uplatnéni funkcniho vzorku

ELISA test je vyuzivan na pracovisti autori k vyzkumnym tucelim. Potencidlni komer¢ni

vyuZziti je moZné pro stanoveni hladiny protilatek proti bakterii H. parasuis u prasat.

5. Ekonomické aspekty

Komerc¢ni vyuziti ELISA testu nelze odhadnout. Mozné ekonomické aspekty zdvisi na zdjmu

chovatelt.
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