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Vakcina proti klostridiové infekci k veterinarnimu uZiti

Oblast techniky

Predkladané technické feSeni poskytuje veterinarni preparat ke zvySeni specifické odolnosti
zvitat, zejména prasat, proti klostridiové infekci.

Dosavadni stav techniky

Klostridiové infekce v chovech prasat nejcastéji postihuji novorozend selata. Pavodci téchto
onemocnéni projevuyjicich se prijmy jsou zejména druhy: Clostridium perfringens typu A a C
a Clostridioides difficile (Kongsted a kol.: Diarrhoea in neonatal piglets: a case control study on
microbiological findings. Porcine Health Manag. 2018, 4:17; Mesonero-Escuredo a kol.: Viral
and bacterial investigations on the aetiology of recurrent pig neonatal diarrhoea cases in Spain.
Porcine Health Manag. 2018, 4:5).

Postizena a bezprostifedné ohrozena selata byvaji 1éCena vétSinou antibiotiky, jejich 1é¢ebné
nasazeni vSak mize mit klinicky efekt pouze v ptipadech pomalejsiho nastupu onemocnéni.
Nejvétsim problémem ziistava jejich nasazeni u selat pod prasnici, které je spojeno s opakovanou
narocnou manipulaci a tvorbou rezistence k antimikrobikiim. Zéasadnim a rovnéz logickym
feSenim tohoto problému je imunizace prasnic pfed porodem, ktera by méla indukovat vysoké
hladiny specifickych protilatek v kolostru a mléce (kolostralni a laktogenni imunita). Protilatky
pfitomné ve stfevé neutralizuji vytvofené toxiny a zabranuji jejich vazbé na buiky stievniho
epitelu. V piipadech vakcin proti C. perfringens nelze o u¢innosti tohoto postupu pochybovat,
nebot’ jejich efekt je v modelovych podminkach opakované potvrzovan. Nicméné vysledky
dosahované v terénnich podminkach béznych chovii nejsou zcela presvédcivé. Pric¢inou tohoto
stavu je zfejmé skute¢nost, Ze vétSina komerénich vakcin je pouze toxoidova (viz Tabulka 1),
vyvolavajici protilatkovou odpovéd zejména proti hlavnim toxinim (v pfipad¢ prasat proti
toxindm alfa a beta, resp. beta2 C. perfringens typu A); neberou v8ak v tivahu dal$i méné toxické,
nicméné patogeneticky velmi zdvazné toxiny, napi. enterotoxin. Tyto vakciny rovnéz pomijeji
adhezivni faktory, které v patogenezi téchto infekci hraji podstatnou roli.

Tabulka 1: Typy vakcin znamych ve stavu techniky

vakcina 1 vakcina 2 vakcina 3 vakcina 4 vakcina 5
puvodt_oxmu: A+C A A+C+D c B+C+D
C.perfringens typ
toxoid alfa + + + - -
toxoid beta + + + + +
toxoid epsilon - - + - +

Jednim z moznych feSeni vyse uvedeného problému je vakcinace prasnic, které prostiednictvim
laktogenni imunity budou chranit nove narozena selata pred ranou postnatalni infekci.

Z Tabulky 1 je rovnéz patrné, Zze zadnd z uvedenych vakcin neobsahuje slozku schopnou
indukovat imunitu proti C. difficile, ackoliv jeho podil na vzniku ¢asti novorozeneckych infekci
byl jiz diive popsén (Krutova a kol.: The emergence of Clostridium difficile PCR ribotype 078 in
piglets in the Czech Republic clusters with Clostridium difficile PCR ribotype 078 isolates from
Germany, Japan and Taiwan. Int. J. Med. Microbiol. 2018, 308(7):770-775.; Grzeskowiak a kol.:
Impact of early-life events on the susceptibility to Clostridium difficile colonisation and infection
in the offspring of the pig. Gut Microbes. 2018, 25:1-9; 1.; Bernardy a kol.: Pfipadova studie
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koinfekce Clostridium perfringens a Clostridium difficile u novorozenych selat. Veterinafstvi
2018, 68 (3): 180-183).

Podstata technického feSeni

Pfedmétem ptedkladaného technického feSeni je veterinarni vakcina pro imunizaci prasnic,
jejimz ucelem je chrénit jejich selata pred klostridiovou infekei. Vakcina je vhodna pro aplikaci
prasnicim v predporodnim obdobi; vakcinou indukovand tvorba protilatek je pak pasivné
predavana selatlim prostiednictvim kolostra a mléka.

Vakcina obsahuje inaktivované bakterie (bakterin) Clostridium perfringens, Clostridioides
difficile a inaktivovany beta toxin (toxoid) z Clostridium perfringens.

K piipravé vakciny lze pouzit kterykoliv typ bakterie Clostridium perfringens, tj. typ A nebo B
nebo C, a to jak jako bakterin, tak jako zdroj beta toxinu. S vyhodou Ize pouzit typ A nebo C.

Na rozdil od vakcin znamych ve stavu techniky uvedenych v Tabulce 1, navrhovana vakcina
kromé hlavniho toxoidu obsahuje i celobunécnou slozku, ktera indukuje tvorbu protilatek i proti
povrchovym strukturdm bakterialnich bunék. Tyto struktury hraji zasadni roli v adhezi
patogennich bakterii ke sténé stfevni sliznice, coz je dilezity krok v fetézci interakci mezi
patogenem a jeho hostitelem.

Vakcina dale mulze obsahovat dalsi farmaceuticky pfijatelné pomocné latky, typicky
rozpoustédla, nosi¢e a/nebo adjuvanty jako latky zvySujici odpovéd’ imunitniho systému na
vakcinu. Zejména vhodnymi pomocnymi latkami jsou thiomersal a formaldehyd.

Vakcina je s vyhodou ve formé vhodné pro parenteralni, tj. intramuskularni, subkutanni nebo

intradermalni aplikaci.

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Priklad 1: SloZeni a pfiprava vakciny

Kwvalitativni a kvantitativni slozeni vakciny

Vakcina obsahuje inaktivovany celobunéény antigen (tj. inaktivovanou bakterii) Clostridium
perfringens typ C, ktery je producentem beta toxinu a je v pfipravku obsazen v koncentraci
1,5 McFarlanda. Vakcina dale obsahuje celobunéény antigen Clostridioides difficile
v koncentraci 1,5 McFarlanda. Pro testovani imunogenity byla pfipravena také varianta
obsahujici 7,5 McFarlanda kazdého bakterinu. Tieti antigenni slozkou vakciny je toxoid beta,
produkovany bakterii C. perfringens typ C, v koncentraci 10 %. Vakcina obsahuje pomocné latky
thiomersal (0,1 mg/ml) a formaldehyd (max. 0,5 mg/ml) a také adjuvans na olejové bazi
Montanide ISA 35 VG (Seppic, Francie).

Ptiprava antigenti
Antigen C. perfringens (CP) a C. difficile (CD):

Lyofilizovana bakterialni kultura je rehydratovana ve sterilnim fyziologickém roztoku
a pomnozena na agarové pudé za anaerobnich podminek pii 37 °C po dobu 18 az 24 hodin.

Pomnozena kultura je nasledné inokulovana do predndsad szivnym bujonem s nizkym
redoxpotencialem a inkubovana pii 37 °C po dobu 18 az 24 hodin za aerobnich podminek.
Nasleduje velkokapacitni kultivace ve fermentoru ve 200 1 vtekutém médiu s nizkym
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redoxpotencialem za aerobnich podminek piti 37 °C po dobu 3 az 4 hodin a je ukoncena
inaktivaci. Kultura je inaktivovana jednorazovym piidavkem 35% roztoku formaldehydu na
koncentraci 5 ml/l celkového objemu kultury. Proces inaktivace trva alespoii 2 hodiny. Nasleduje
separace a purifikace inaktivovanych buné¢k klostridii pomoci ultrafiltra¢niho zatizeni ptes kazety
s odpovidajici porozitou a oplach koncentrovanych bunck sterilnim fyziologickym roztokem
opakovanou ultrafiltraci. Hodnota pH koncentrovaného bakterinu je upravena na 6,5 az 7,5.
Bakterin je skladovan pti 2 az 8 °C. Bakterin je kvantifikovan na zékladé meéfeni hustoty
suspenze na spektrofotometru pii vinové délce 605 nm. Z namétené hodnoty je vypoctena hustota
suspenze udavana v jednotkach McFarlanda: ,,McF*. V dal$im kroku bylo mnozstvi nafedéno na
pozadovanou koncentraci.

Antigen beta toxoid:

Produkce beta toxoidu je zahrnuta pii kultivaci kultur C. perfringens. Pro ucely koncentrace beta
toxoidu je vyuzito dvoustupniové ultrafiltrace, kdy po separaci bunék C. perfringens nasleduje
koncentrace toxoidu pomoci kazet s nizkou porozitou. Vznikly koncentrovany beta toxoid je dale
filtrovan ptes bakteriologicky filtr (0,2 pm) za sterilnich podminek v prostoru s laminarnim
proudénim. Antigen je kvantifikovan pomoci ELISA soupravy na detekci CP beta toxinu
(vyrobce BioX Diagnostics). Obsah beta toxoidu v testovanych vzorcich se pocita jako % obsahu
beta toxoidu ve WHO standardu (Clostridium Welchii /Perfringens, Beta/ Toxoid CwBT WHO
Reference Reagent). Antigen je ulozen pii teploté od -20 °C.

Formulace vakciny

Formulace vakciny probihd v duplikatorovém kotli. Bakterinova slozka (buiiky C. perfringens
a C. difficile) s beta toxoidem a 1% roztokem thiomersalu zaujimaji objem 74 % z celkového
objemu $arze piipravku. K antigentim je pfidano adjuvans Montanide ISA 35 VG v objemu 26 %
z celkového objemu Sarze ptipravku. Nasleduje homogenizace vSech slozek po dobu 15 minut pfi
120 rpm. Na konci doby homogenizace je ovéfeno pH vakciny, které musi byt v rozmezi
pH = 6,5 az 7,5. Bulk vakciny je plnén do zasobnich lahvi a nasledné do 1ékovek.

Ptiklad 2: Ovéfeni bezpecnosti a imunogenity vakciny na selatech

Do pokusu bylo zahrnuto 6 selat ve véku 3 az 4 tydny. Tti selata byla vakcinovana vakcinou
s obsahem 1,5 McF bakterialnich antigenti a tii selata byla vakcinovana vakcinou s obsahem
7,5 McF bakteridlnich antigent. V den vakcinace pted aplikaci ptipravku byla selatim odebrana
krev z vena cava cranialis v mnozstvi ptiblizné 3 ml. Tento odbér slouzil pro zji§téni inicialniho
titru protilatek proti antigenim obsazenych ve vakcing. Piipravek byl aplikovan intramuskularné
do paraaurikularni krajiny v davce 2 ml. Revakcinace byla provedena stejnym zpusobem, tj. 2 ml
intramuskularné do paraaurikularni krajiny na druhé strané krku 14 dni po aplikaci prvni davky.
Pfed samotnou revakcinaci byl opét proveden odbér krve pro pfipravu séra ke zjisténi
protilditkové odpovedi. Posledni odbér krve byl proveden 28. den od zacatku pokusu.
Sérokonverze proti beta toxoidu byla hodnocena pomoci komeré¢né dostupné soupravy ELISA
BioX Diagnostics (kat. ¢. BIO K 317/2, https://www.biox.com/en/bio-k-317-monoscreen-abelisa-
clostridium-perfringens-beta-toxin-blocking-p-252/). Vysledky jsou prezentovany v Tabulce 2.
Sérokonverze proti celobunéénym antigentiim byla hodnocena metodou ELISA, ve které byl jako
antigen pouzit bakterin C. perfringens nebo C. difficile totozny jako ve vyvijeném piipravku.
Antigen je fedén 1: 2000 v PBS o pH 7,2. Do jamek mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano
100 pl natedéného antigenu. Desticka byla inkubovéana ptes noc pii 4 °C. Nasledné byla deska
promyta Vv poloautomatické promyvacce roztokem PBS s0,05% Tween celkem 3x 300 pl.
Blokace nespecifickych vazebnych mist byla provedena 250 pl roztoku PBS s 5 % netu¢ného
mléka. Desticka byla inkubovana 1 hod pii 37 °C. Nasledovalo promyti roztokem PBS s 0,05 %
Tween v mnozstvi 3x 300 ul. Vzorky byly zfedény 1 : 200 v roztoku PBS s 5 % netu¢ného mléka
a byly nanaSeny na desti¢ku v mnozstvi 100 pl na jamku. Inkubace desti¢ky byla 1 hod pii 37 °C.
Nasledné promyti bylo provedeno PBS s 0,05 % Tween 3x 300 pl. Konjugat kfenové peroxidazy


https://www.biox.com/en/bio-k-317-monoscreen-abelisa-clostridium-perfringens-beta-toxin-blocking-p-252/
https://www.biox.com/en/bio-k-317-monoscreen-abelisa-clostridium-perfringens-beta-toxin-blocking-p-252/
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s protilatkou anti-pig IgG (Sigma) byl piediedén 1 : 10000 v roztoku PBS s 5 % netu¢ného mléka
a byl pfidan do jamek v objemu 100 pul na jamku. Inkubace desticky byla 1 h pti 37 °C. Jamky
byly opét promyty PBS s 0,05 % Tween 3x 300 pl. Do jamek bylo napipetovano 100 pul substratu
TMB, ktery ptisobil 15 min pfi laboratorni teploté. Reakce byla zastavena piidavkem 50 pl 1M
H,SOs do kazdé jamky. Absorbance intenzity barevné reakce byla méfena pii 450 nm.
Procentualni vyjadreni vysledkd bylo provedeno na zéklad¢ srovnani s vybranym sérem, kterému
byla pfidélena hodnota 100 %. Vysledky jsou prezentovany v Tabulce 3 a Tabulce 4. Z vysledki
na selatech vyplyva, Ze doSlo k signifikantni sérokonverzi v porovnani s inicialnim sérem.
Zarovei nebyly pozorovany celkové zmény zdravotniho stavu ani lokalni zmény v misté aplikace
vakciny.

Tabulka 2: Stanoveni protilatek proti Beta toxoidu (v % inhibice)

Vakcina Sele &. Imtciﬁlni Den po vakcinaci: 14|  Den po vakcinaci: 28

pramér

Vakcina s 1 6,33 % 7,85 % 65,38 %

obsahem 15 McF 2 8,15 % 19,84 % 74,44 % 68,97 %

bakterialnich antigent 3 15.30 % 3733 % 67.08 %

Vakcina s 4 9,34 % 5,96 % 77,30 %

obsahem 7,5 McF 5 11,38 % 9,86 % 53,51 % 67,43 %

bakterialnich antigenti 6 8,06 % 8.37 % 71.46 %

Tabulka 3: Stanoveni protilatek proti antigenu CP (procentualni vyjadieni)

Vakcina Sele ¢. Im,fiﬁlni Den po vakcinaci: 14| Den po vakcinaci: 28

prameér

Vakcina s 1 4,55 % 23,41 % 77,90 %

obsahem 1,5 McF 2 7,63 % 19,74 % 64,80 % 54,57 %

bakterialnich antigent 3 6,09 % 16,81 % 21,00 %

Vakcina s 4 5,80 % 37,36 % 100,00 % *

obsahem 7,5 McF| 5 8,22 % 73,40 % 140,30 % | 95,57 %

bakterilnich antigenti 6 6.97 % 19,52 % 46,40 %

* Zvolené sérum, udavajici imunitni odpovéd’ 100 %, podle kterého je nastaveno procentualni
vyjadfeni imunitni odpovédi v cilovém druhu zvitete.

Tabulka 4: Stanoveni protilatek proti antigenu CD (procentualni vyjadieni)

Vakcina Sele ¢&. Im,fifrﬂm Den po vakcinaci: 14| Den po vakcinaci: 28
pramer

Vakeina s 1 3,89 % 11,86 % 202,80 %

obsahem 15 McF 2 2,88 % 11,83 % 169,50 % 134,57 %
bakterialnich antigend 3 2,64 % 8,21 % 31,40 %

Vakeina s 4 2,26 % 9,34 % 100,00 % *

obsahem 7,5 McF 5 2,74 % 24,00 % 472,70 % 230,07 %
bakterialnich antigent 6 211 % 12,94 % 117,50 %

* Zvolené sérum, udavajici imunitni odpovéd’ 100 %, podle kterého je nastaveno procentualni
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vyjadieni imunitni odpovédi v cilovém druhu zvitete.
Ptiklad 3: Ovéteni imunogenity na prasnicich

Do pokusu bylo zahrnuto 5 prasni¢ek. Pro pokus byla pouzita vakcina s obsahem 1,5 McF
bakterialnich antigend. V den vakcinace pted aplikaci pfipravku byla prasnicim odebrana krev
z vena cava cranialis v mnozstvi ptiblizné 3 ml. Tento odbér slouzil pro zjisténi inicialniho titru
protilatek proti antigenim obsazenych ve vakcing. Tato aplikace probéhla jesté pred umélou
inseminaci. Pfipravek byl aplikovan intramuskularné do paraaurikularni krajiny v davee 2 ml.
Deset tydnti po aplikaci byl proveden odbér za ucelem zjisténi titru protilatek. Revakcinace byla
provedena stejnym zptsobem, tj. 2 ml intramuskularné do paraaurikuldrni krajiny na druhé strané
krku 2 tydny pted o¢ekavanym terminem porodu. Posledni odbér krve byl proveden v den
porodu. Krev selatim byla odebrana 4. den po porodu. Sérokonverze proti beta toxoidu (Tabulka
5) i proti celobunéénym antigentim (Tabulka 6 a Tabulka 7) byla hodnocena stejné jako v ptipadé
pokusu na selatech. Z vysledkii na prasnicich a selatech vyplyva, ze aplikace vede k sérokonverzi
a tyto protilatky jsou také predavany selatim cestou kolostralni/laktogenni imunity.

Tabulka 5: Stanoveni protilatek proti beta toxoidu (v % inhibice)

Protilatky: prasnice Protilatky: selata

P ice ¢&. o Ane 4. den po porodu

TASMECE ) nicidlni titr | 10 Fdndpo. Porod (4. den po porody)

prvni aplikaci A B C

127 7,99 % 62,93 % 93,58 % 94,76 % | 94,96 % | 92,01 %
128 14,15 % 82,45 % 94,04 % 94,24 % | 92,53 % | 94,30 %
129 -9,56 % 72,36 % 69,09 % 93,19% | 94,63% | 94,76 %
130 10,61 % 71,19 % 92,60 % 94,11% | 93,98 % | 92,60 %
132 7,99 % 64,77 % 92,47 % 94,11% | 94,96 % | 93,91 %

Tabulka 6: Stanoveni protilatek proti antigenu CP (procentualni vyjadieni)

Protildtky: prasnice Protilatky: selata
Prasnice &. o dng (4. den po porodu)
IS nicidng itr | 10 0dmAPO. Porod
PrvaLap A B C
127 27,70 % 43,70 % 60,60 % 16,20 % | 13,20 % | 28,00 %
128 17,80 % 26,80 % 95,20 % 84,90 % | 11,10% | 71,20%
129 19,80 % 29,60 % 67,50 % 25,00 % | 40,70% | 34,10 %
130 22,20 % 21,60 % 63,10 % 73,10 % | 56,60 % | 36,30 %
132 22,00 % 26,20 % 58,40 % 69,50 % | 112,60 % | 104,60 %
Tabulka 7: Stanoveni protilatek proti antigenu CD (procentualni vyjadieni)
Protilatky: prasnice Protilatky: selata
Prasnice ¢. Cdn 4. den po porodu
FSEEC ] Inicialni titr gntiygnl?lg;i Porod (4. den poporodu)
PrvRtap A B C
127 5,70 % 7,10 % 28,30 % 12,60 % 10,30 % 21,10 %
128 5,60 % 9,40 % 126,10% | 161,00% | 20,30% | 138,30 %
129 6,70 % 22,70 % 78,70 % 50,20 % 74,00 % 65,50 %
130 5,30 % 8,10 % 93,80 % 205,10% | 173,20% | 95,70 %
132 7,30 % 8,60 % 30,40 % 68,10 % 98,20% | 91,80 %
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NAROKY NA OCHRANU

1. Vakcina ke zvyseni specifické odolnosti zvitat proti klostridiové infekci, vyznacujici se tim,
ze obsahuje bakterin Clostridium perfringens, bakterin Clostridioides difficile, a inaktivovany
beta toxin Clostridium perfringens.

2. Vakcina podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze obsahuje dalsi farmaceuticky pfijatelné
pomocné latky vybrané ze skupiny zahrnujici rozpoustédla, nosice a adjuvanty.

3. Vakcina podle kteréhokoliv z ptedchazejicich narokil, vyznacujici se tim, Ze dale obsahuje
formaldehyd a/nebo thiomersal.

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