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1. Uvod

V Ceské republice patii mezi nejvyznamnéjsi ptivodce gastrointestindlnich zoondz u lidi
baktérie rodu Salmonella a Campylobacter. K hlavnim rezervoarim Salmonella enterica pro
lidi patfi dribez a dribezi produkty. Proto byl v clenskych zemich EU zaveden program
zaméteny na snizeni prevalence S. enterica u dribeze (smérnice EU 2160/2003). K opatienim
uplatiovanym v ramci tohoto programu patii zlepSeni biologické bezpecnosti v produkci
driibeze, kontrola krmiv na pfitomnost S. enterica a vakcinace.

Vakcinaci dribeze lze provadét inaktivovanymi vakcinami nebo zivymi vakcinami.
Vzhledem k patogenezi infekce S. enterica jsou vSak zivé oslabené vakciny G€innéjsi nez
inaktivované (Papezova et al, 2008, Robertsson et al, 1983). V soucasnosti jsou komeréné
dostupné vakciny, které obsahuji atenuované kmeny sérovarG Enteritidis a Typhimurium.
Experimentalni data vSak ukazuji, ze existuje pomérné¢ nizkd zkiizena ochrana a kufata
vakcinovana vakcinou obsahujici S. Enteritidis nebo S. Typhimurium jsou jen slabé chranéna
proti infekci jinymi sérovary (Cooper et al., 1994; Dueger et al., 2001). Existuji proto obavy,
ze vakcinace driibeze vakcinami zaloZenymi na sérovarech S. Enteritidis a S. Typhimurium
povede ke snizeni vyskytu téchto sérovarti v chovech dribeze, ale soucasné toto prostiedi
muZze byt osidleno v soucasné dobé méné Castymi sérovary jako jsou S. Infantis, Hadar nebo
Agona. Z toho diivodu se hledaji zptisoby ochrany driibeze i proti infekci sérovard odlisnych
od Typhimurium a Enteritidis.

Proto jsme pfipravili trivalentni vakcinu obsahujici oslabené kmeny sérovarti S. Enteritidis, S.
Typhimurium a S. Infantis a pouzili ji pro ordlni vakcinaci dritbeze. Po vakcinaci jsme ovéfili
schopnost soucasné kolonizace stfevniho traktu dribeZe vSemi sérovary, které vakcinu tvofi.
Nasledné jsme ovéfili protektivni efekt trivalentni salmonelové vakciny celenzi kufat
divokymi kmeny S. Enteritidis, S. Typhimurium a S. Infantis. Vakcina vykézala protektivni
efekt a protoze S. Enteritidis, S. Typhimurium a S. Infantis patii do 3 riznych séroskupin (S.
Enteritidis patfi do séroskupiny 9, S. Typhimurium do séroskupiny 4 a S. Infantis do
séroskupiny 7), vakcinaci smési téchto 3 sérovari by mohla byt kufata chranéna i pted infekci
sérovary, které nejsou soucasti pfipravené vakciny, ale patii do uvedenych séroskupin.

2. Cil metodiky

Pfedmétem tohoto funkéniho vzorku je funkéni trivalentni salmonelova vakcina s
protektivnim efektem pro oralni podéani dritbezi, kterd obsahuje oslabené kmeny sérovart S.
Enteritidis, S. Typhimuirum a S. Infantis.



3. Vlastni popis funk¢niho vzorku

3.1. Pfiprava atenuovanych kmenii S. Enteritidis, S. Typhimurium a S. Infantis

Experimentalni vakcina obsahuje oslabené kmeny sérovarii S. Enteritidis, S. Typhimurium a
S. Infantis. Oslabeni bylo provedeno odstranénim ostrova patogenity SPI1, genu /on, a gena
pro tvorbu biciki (fliC a fIjB v zavislosti na sérovaru). V konecném dusledku tedy byly
odstranény geny SPI1-fliC-lon u S. Enteritidis (Matulova et al., 2013) a SPI1-fliC-fljB-lon u
S. Typhimurium a §. Infantis. VSechny mutace byly pfipraveny pomoci ,,overlap PCR",
klonovanim delecniho PCR produktu do plazmidu pDM4 a generovani delece v cilovém
kmeni docasnou integraci rekombinantniho plazmidu pDM4 do chromozomu hostitele a jeho
naslednou eliminaci v prostfedi s 5% sachar6zou spojenou s tvorbou delece (Ho et al., 1989;
Milton et al., 1996). Po tomto zplsobu delece neziistavaji v modifikovaném bakteridlnim
kmeni zaddné cizorodé sekvence. Po piipravé vSech mutaci byly vSechny kmeny kompletné
sekvenovany. Pro tvorbu vakcina¢nich kmenti byly pouzity kmeny citlivé k antibiotikiim a i
zavérecné oslabené vakcinacni kmeny byly citlivé k ucinku antibiotik.

3.2. Perzistence jednotlivych kmenu trivalentni vakciny ve slepém stievé a jatrech
imunizovanych kuiat

Cilem prvniho pokusu bylo otestovat chovani jednotlivych vakcina¢nich kment sérovart S.
Enteritidis, Typhimurium a Infantis v ¢asném obdobi po vakcinaci Zivou vakcinou. Za timto
ucelem bylo oradlné vakcinovdno 18 kufat v den lihnuti. Vakcinace byla provadéna oralné
prvni den Zivota kufat. Vakcinaéni davka obsahovala 107 CFU salmonel, pii¢emz kazdy ze i
sérovaril byl ve vakcin€ zastoupen ve stejném mnozstvi. Pro potieby stanoveni kolonizace
slepého stfeva a jater jednotlivymi kmeny obsazenymi ve vakcing byla kufata utracena 3, 7 a
20 dnti po inokulaci. Z organt (jatra, slepé stfevo) byly nasledné izolovany vakcina¢ni kmeny
salmonel a sérologicky rozliSeny jednotlivé kolonie. Nejvic bylo ze slepych stfev detekovano
salmonel naleZicich sérovaru Infantis a to béhem celého testovaného obdobi. S. Enteritidis
perzistovala v organech nejméné, ptipadné stejné jako S. Typhimurium (7 dni po imunizaci).
Nejlepsi schopnost kolonizovat a perzistovat ve slepém stievé béhem prvnich 3 tydnt zivota
kufete vykazoval oslabeny kmen S. Infantis, vyrazné niz8i zachyt byl zaznamenén u sérotypu
S. Typhimurium a nejméné bylo detekovano kolonii S. Enteritidis.

3 dny po imunizaci 7 dni po imunizaci 20 dni po imunizaci

Obr. 1. Schopnost oslabenych kment S. Enteritidis, S. Typhimurium a S. Infantis kolonizovat slepé stfevo kufat.
Kufata byla ordlné¢ imunizovana prvni den Zivota a 3, 7 a 20 dni po imunizaci byly stanoveny poéty salmonel
v organech nasledované serologickou diferenciaci jednotlivych kolonii. Modra barva - kolonie S. Enteritidis,
Cervena barva - kolonie S. Typhimurium, zelena barva - kolonie S. Infantis.
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3.3. Test pasivni chranénosti

Pokus s trivalentni vakcinou jsme vyuzili i k testu indukce okamzité pasivni protekce pred
celenzi 24 hodin po vakcinaci. U tohoto typu protekce jde zejména o ¢asnou aktivaci vrozené
imunity aplikaci zivé vakciny a soucasn¢ kompetici vakciny a ¢elenzniho kmene o zivotni
prostor ve stievé. Proto bylo 18 kufat vakcinovéno v den vylihnuti a ¢elenzovéano divokymi
kmeny jednotlivych sérovar 24 hodin po vakcinaci. Po dalSich 3 dnech byla kufata utracena
a byly stanoveny pocty salmonel v jatrech a slepém stievé.

Imunizace ¢astené chranila kufata jiz 24 hodin po aplikaci, protoze u vSech vakcinovanych
kutat byly asi 10x niz$i pocty salmonel v jatrech nez u skupiny kufat, kterd nebyla
vakcinované (obr. 2). Trivalentni vakcina tak snizovala kolonizaci kufat divokymi kmeny
vSech tii sérovarii salmonel jiz 24 hodin po aplikaci.
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Obr. 2. Stimulace nespecifické imunitni odpovédi kufat trivalentni salmonelovou vakcinou. Kufata byla
vakcinovana trivalentni vakcinou prvni den Zivota s ndslednou infekci plné virulentnich kmenti sérovaru
Enteritidis, Typhimurium a Infantis hned 24 hodin po imunizaci a stanovenim po¢ti salmonel v jatrech 3 dny po
infekci. Modré sloupce - poCty salmonel u nevakcinovanych kufat, ¢ervené sloupce - pocty salmonel u
vakcinovanych kufat. * -  signifikantné vys$§i pocet baktérii u nevakcinované skupiny v porovnani
s vakcinovanou a infikovanou (p < 0,05, ANOVA test).



3.4. Stimulace specifické imunitni odpovédi

Posledni pokus byl zaméten na indukci specifické imunitni odpovédi. Kufata byla oralné
imunizovana trivalentni vakcinou a ¢elenzovana divokymi kmeny vSech 3 sérovarti 21 dni po
vakcinaci. Davka ¢elenznich kment byla 10’ CFU. Celkem 36 kufat bylo utraceno 4 a 14 dni
po infekci virulentnimi kmeny S. Enteritidis, S. Typhimurium a S. Infantis a byly stanoveny
pocty salmonel v jatrech a slepém stievé.

Vakcinace chrénila kufata pted infekci vSemi 3 sérovary a to jak 4 tak 14 dni po celenzi (obr.
3), protoze ve vSech kombinacich byly zaznamendny vzdy nizS§i pocty salmonel u
vakcinovanych nez u nevakcinovanych kufat. Skute¢nost, ze v nékterych pripadech nebylo
dosazeno statistické vyznamnosti byla ze vSeho nejvice ovlivnéna malymi pocty kutat ve
skupiné a zvySujici se pfirozené odolnosti kufat k infekci salmonelami (Beal et al., 2004;
Matulova et al., 2012).
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Obr. 3. Stimulace specifické imunitni odpovédi kufat trivalentni salmonelovou vakcinou. Kufata byla
vakcinovana trivalentni vakcinou prvni den Zivota s ndslednou infekci plné virulentnich kmenti sérovaru
Enteritidis, Typhimurium a Infantis ve véku 21 dni. Pocty salmonel v jatrech byly stanoveny 4 a 14 dnd po
infekci. Modré sloupce-poéty salmonel u nevakcinovanych kurat, cervené sloupce-pocty salmonel u
vakcinovanych kurat.



4. Srovnani ,,novosti postupu*

Vyuziti kombinace vice sérovarii v jedné vakciné je jednou z cest, jak zvysit chranénost
chovli dribeze pred infekci divokymi kmeny salmonel nélezicimi k riznym sérovarim. Na
trhu se zadna podobna vakcina nevyskytuje.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku

Tento funkéni vzorek slouzi jako zéklad pro skute¢nou zivou atenuovanou salmonelovou
vakcinu, na které pracujeme ve spolupraci se spolecnosti Bioveta a.s. VSechny tii kmeny
tvotici vakcinu jsou uloZeny na pracovistich autorti i v Bioveté a.s. V soucasné dobé¢ je
vakcina dale testovana podle pozadavkii 1€kopisu na schvaleni zivé atenuované salmonelové
vakciny pro oralni uziti u driibeze.

6. Ekonomické aspekty

Funk¢ni vzorek je na pracovisti autorti zaveden. Jeho dalsi pfipadné komercni vyuziti zavisi
na dokonceni vSech testl pozadovanych pro registraci vakciny. Potencialni ekonomické
dopady pro VUVeL jsou osetfeny rdamcovou smlouvou s moznym uzivatelem Bioveta a.s.
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