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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 driibez a drubezi 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 u¢innéj$i nez
inaktivované (Papezova et al, 2008, Robertsson et al, 1983). V soucasnosti jsou komercné
dostupné vakciny, které obsahuji atenuované kmeny sérovari Enteritidis a Typhimurium.
Experimentalni data vSak ukazuji, Ze existuje pomérné nizkéd zkiiZzend ochrana a kufata
vakcinovand vakcinou obsahujici S. Enteritidis nebo S. Typhimurium jsou jen slabé chranéna
proti infekci jinymi serovary (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 sérovari v chovech dribeZe, ale soucasné toto prostiedi
muze byt osidleno v soucasné dobé mén¢ Castymi sérovary jako jsou S. Infantis, Hadar nebo
Agona. Z toho diivodu se hledaji zptisoby ochrany dritbeZe i proti infekci sérovari odliSnych
od Typhimurium a Enteritidis.

Proto jsme pfipravili trivalentni vakcinu obsahujici oslabené kmeny sérovarti S. Enteritidis, S.
Typhimurium a S. Infantis a pouZzili ji pro ordlni vakcinaci dribeZe. V piedchézejicich
vystupech jsme sledovali chranénost proti infekei divokymi kmeny serovari, které jsou ve
vakcin€ obsaZeny. V praci, kterdje pfedmétém tohoto funkéniho vzoru, jsme ovéfili
chranénost dribeze proti infekci serovary, které ve vakciné zastoupeny nejsou, tedy serovarti
Agona, Dublin a Hadar.

Vybér serovari, které jsou obsazeny ve vakcing, odpovida frekvenci vyskytu nejbéznéjSich
serovartl jak v chovech driibeze, tak v lidské populaci. Soucasné (a zamérng) ale zahrnuje i
serovary nalezici do 3 odliSnych serologickych skupin dle O antigenu. Somaticky O antigen je
terminalni casti molekuly lipopolysacharidu (LPS), ktery je soucasti vnéj§i membrany
gramnegativnich baktérii. Imunitni systém vysSich organizmi rozpoznava molekuly LPS jako
silny indikator pfitomnosti baktérii (pathogen associated molecular patterns, PAMP), ktery
vede k indukei zanétlivé imunitni odpovédi a tvorby protilatek proti strukture LPS vcetné O
antigenu. S. Enteritidis, S. Typhimurium a S. Infantis patfi do 3 rdznych 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 pred infekci
sérovary, které nejsou soucasti pfipravené vakciny. Najit dal§i serovar-specifické antigeny
(mimo O antigeny), které by se vyskytovaly u vSech izolati daného serovaru a ne u izolath
nalezicich k jinym serovarim, neni snadné. Indukce imunitni odpovédi proti klicovym O
antigeniim a proti ostatnim antigentim, které se nachdzi u S. Enteritidis, S. Typhimurium nebo
S. Infantis by mohlo vést k vakcin€ s Sirokym uc¢inkem, chrénicim driibez 1 pfed infekci
heterolognimi serovary neobsazenymi ve vakcing.

Proto jsme pro potieby tohoto funkénih vzorku ovéfili protektivni efekt trivalentni
salmonelové vakciny sestavajici se ze serovart S. Enteritidis, S. Typhimurium a S. Infantis k
ochran¢ drtibeze pred infekci kmeny serovarii nalezich k seroskupinam O4 (S. Agona), O9 (S.
Dublin) a OS8 (S. Hadar).



2. Predmét funkéniho vzorku

Pfedmétem tohoto funkcéniho vzorku je funkéni trivalentni salmonelova vakcina pro oralni
podani driibezi sestdvajici se ze serovart S. Enteritidis, S. Typhimuirum a §. Infantis a
protektivnim efektem proti serovariim salmonel, které nejsou ve vakciné obsazeny.

3. Vlastni popis funk¢niho vzorku

3.1. Priprava atenuovanych kmeni 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 dele¢niho PCR produktu do plazmidu pDM4 a generovanim 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 vakcinac¢nich kmenti byly pouzity kmeny citlivé k antibiotikiim a i
zavérecné oslabené vakcinacni kmeny byly citlivé k ucinku antibiotik.

3.2. Stimulace specifické imunitni odpovédi

Do pokusu zaméfeného na protektivitu trivalentni vakciny proti heterolognim kutatim bylo
zafazeno celkem 96 kufat. Polovina kufat byla ordlné¢ imunizovana trivalentni vakcinou
obsahujici oslabené¢ kmeny S. Enteritidis, S. Typhimurium a S. Infantis a Celenzovana
divokymi kmeny sérovart S. Enteritidis, S. Agona, S. Dublin a S. Hadar 21 dni po vakcinaci.
Druha polovina kutat byla ¢elenzovana bez ptredchozi vakcinace. Davka ¢elenznich kment
byla 107 CFU. Celkem 48 kuiat bylo utraceno vzdy 4 a 14 dni po &elenZi a byly stanoveny
pocCty salmonel v jatrech a slepém stievé€, a znaky zanétlivé imunitni reakce ve slepém stieve.

Pii porovnani poCth salmonel v jatrech, experiment potvrdil chrdnénost proti Celenzi
serovarem Enteritidis, ktery je soucasti vakciny, a to jak 4 tak i 14 dni po vakcinaci. Po
celenZi serovary S. Agona, S. Dublin a S. Hadar byl signifikantni protektivni efekt pozorovan
pouze po celenzi S. Hadar a to 14 dni po vakcinaci (Obr. 1). Po infekci ostatnimi serovary
nebyly zaznamendny signifikantni rozdily v poctech salmonel v jatrech vakcinovanych a
nevakcinovanych kutrat. Tento zavér vSak byl vyrazné ovlivnén skute¢nosti, ze po infekci 21
dennich nevakcinovanych kufat jsme ani jednou nezaznamenali $ifeni S. Agona a S. Dublin
do jater. Nizké pocty pozitivnich nalezii u vakcinovanych kutat pak mohly byt reizolaty
vakcina¢nich kment, které mohou u vakcinovanych kufat perzistovat i 3 tydny po vakcinaci.
Bohuzel v tomto piipad¢ jsme dalsi doSetfeni izolovanych kolonii neprovedli.
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Obr. 1. Protektivni ucinek vakcinace proti heterolognim serovarim salmonel. Kufata byla prvni den Zivota
oraln¢ vakcinovana trivalentni salmonelovou vakcinou, ktera obsahuje oslabené kmeny serovart S. Enteritidis, S.
Typhimurium a S. Infantis. Ve v&ku 21 dni byla provedena &elenz plné virulentnimi kmeny sérovarti S.
Enteritidis, S. Agona, S. Dublin a S. Hadar. Pocty salmonel v jatrech byly stanoveny 4 a 14 dnti po infekci (DPI).
Vakcina signifikantné chranila pfed kolonizaci jater v pfipadé celenze S. Enteritidis a S. Hadar. Po celenzi
serovary S. Agona a S. Dublin nebyl pozorovan signifikantni protektivni u¢inek. Tento zavér vSak byl ovlivnén
absenci kolonizace jater t€émito serovary po ¢elenZi nevakcinovanych kufat. Modré sloupce - pocty salmonel u
nevakcinovanych kufat, ¢ervené sloupce - poCty salmonel u vakcinovanych kufat. * - statisticky signifikantné
rozdilné pocty salmonel v organech kufat s a bez predchozi vakcinace stanovené t-testem.

Stanoveni poctu salmonel ve slepém stievé bylo negativné ovlivnéno piitomnosti jinych
baktérii sttevni mikroflory, které byly rezistentni ke kyseliné nalidixové a pieriistaly kolonie
salmonel. Proto jsme se pii kultivaénim pritkazu omezili jen na kvalitativni priikkaz salmonel
ve slepém stievé, ktery jsme doplnili o sledovani znakl zdnétu. Kultivaéni priikaz salmonel ve
slepém stieveé potvrdil nalezy z jater a to ve smyslu ochrany kufat trivalenetni vakcinou proti
celenzi serovarem S. Hadar. Dil¢i ochrana po vakcinaci byla zaznamenéna i u kutat po Celenzi
S. Dublin ato 14 dni po infekci (Tab. 1).

Tab. 1. Pocet Salmonella pozitivnich kurat ve slepém stieveé 4 a 14 dni po Celenzi serovary S. Enteritidis, S.
Agona, S. Dublin a S. Hadar. Zluté jsou zvyranény rozdily v pozitivit¢ mezi vakcinovanymi a nevakcinovanymi
kufaty.

Non Vacc TriSalVac Non Vacc  TriSalVac
4 dny po infekci 14 dni po infekci
Enteritidis  6/6 6/6 6/6 5/6
Agona 6/6 6/6 6/6 6/6
Dublin 3/6 5/6 6/6 2/6
Hadar 4/6 1/6 6/6 0/6

Zanétliva odpoveéd’ ve slepém stieve kufat na Celenz serovary S. Enteritidis, S. Agona, S.
Dublin a S. Hadar byla stanovena pomoci real time PCR expresi 4 genti, které jsme

v ptedchozich studiich vytipovali jako nejvice reagujicich na infekci S. Enteritidis, a to ES1,
ExFABP, MMP7 a SAA. Ctyfi dny po &elenzi byl pozorovan signifikantni rozdil v expresi
geni ES1, ExXFABP a SAA genil pouze pfi srovnani nevakcinovanych a neinfikovanych kutat
s kutaty Celenzovanymi S. Enteritidis bez pfedchozi vakcinace (Obr. 2). Protoze vSak nebyl
pozorovan signifikantni rozdil v expresi zanétlivych genti u neinfikovanych kufat a kutat po
vakcinaci a ¢elenzi S. Enteritidis, povazujeme tento vysledek za pozitivni vliv vakcinace proti
infekci S. Enteritidis.
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Obr. 2. Zanétliva odpoveéd kurat 4 dny po Celenzi. Na ose Y je uvedena exprese gent u jednotlivych kufat
normalizovana na expresi 3 kontrolnich gentt (GAPDH, UB a TBP). U nevakcinovanych kufat je typicka
pfitomnost nereagujicich kurat a jednotlivych kufat s extrémmni odpovidavosti. Vakcinace vede k ochrané, ktera
se projevuje kombinaci Zadné odpovédi anebo jen mirné odpovédi jednotlivych kurat. Signifikanté odlisna tak
byla pouze exprese genti ES1, EXFABP a SAA u nevakcinovanych kufat po ¢elenzi S. Enteritidis ve srovnani

s nevakcinovanymi a neinfikovanycmi kutaty (skupina NI). SE a ¢ervena barva — exprese u kufat po ¢elenzi S.
Enteritidis. SA a zelena barva — exprese u kufat po Celenzi S. Agona. SD a zlut4 barva — exprese u kufat po
Celenzi S. Dublin. SH a modra barva — exprese u kufat po celenzi S. Hadar.

U kutat 14 dni po oralni ¢elenZi byly zaznamenany odpovédi jednotlivych kufat ve skupinach
bez vakcinace a to po infekci S. Enteritidis, S. Hadar a S. Dublin (Obr. 3). Vzhledem k velmi
odli$né odpovidavosti jednotlivych kutat ve skupinach vSak Zadna z téchto odpovédi jiz
nedosahla statistické vyznamnosti. I pfes nizkou zanétlivou odpovéd’ spojenou s absenci
statistické vyznamnosti v§ak povazujeme tyto vysledky za potvrzujici chranénost kufat proti
infekci heterolognimi serovary, zejména pokud se analyzuji spole¢né s ostatnimi sledovanymi
parametry jsou napf. pocty S. Enteritidis pozitivnich kutat ve slepém stievé (Tab. 1).
Trivalentni salmonelova vakcina obsahujici serovary Enteritidis, Typhimurium a Infantis tak
¢astecné chrani i pfed kolonozaci a naslednou zanétlivou reakci vyvolanou S. Hadar a S.
Dublin.
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Obr. 3. Zanétliva odpoveéd’ kurat 14 dni po Celenzi. Na ose Y je uvedena exprese genti u jednotlivych kufat
normalizovana na expresi 3 kontrolnich gentt (GAPDH, UB a TBP). U nevakcinovanych kufat je typicka
pritomnost nereagujicich kurat a jednotlivych kufat s extrémmni odpovidavosti. NI a fialovéa barva — exprese u
nevakcinovanych a neinfikovanych kurat. SE a ¢ervend barva — exprese u kufat po ¢elenzi S. Enteritidis. SA a
zelend barva — exprese u kufat po ¢elenzi S. Agona. SD a zluta barva — exprese u kufat po ¢elenzi S. Dublin. SH
a modra barva — exprese u kutat po ¢elenzi S. Hadar.

4. Srovnani ,,novosti postupu*

Vyuziti kombinace vice sérovari v jedné vakciné je jednou z cest, jak zvySit chranénost
chovli dribeZe pfed infekci divokymi kmeny salmonel nélezicimi k riznym sérovarim. Na
trhu se nevyskytuje Zadnd podobna vakcina, kterd by prokazateln¢ a specificky chranila proti
infekci serovary, které jsou soucasti vakciny, a ktera by soucasné prokazateln¢ chranila i proti
infekci heterolognimi serovary, a to i pfesto, ze proti nékterym serovarim (S. Agona) jsme
protektivni Gi€inek vakcinace vakcinou TriSalVac neprokézali.

5. Uplatnéni funkcéniho vzorku

Tento funkéni vzorek slouzi jako zéklad pro skute¢nou Zivou atenuovanou salmonelovou
vakcinu, na které pracujeme ve spolupraci se spole¢nosti Bioveta a.s. VSechny tfi kmeny
tvofici vakcinu jsou uloZeny na pracovistich autorti i v Bioveté a.s. V soucasné dobé¢ je
vakcina dale testovana podle pozadavkl 1ékopisu na schvéleni 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 odetfeny ramcovou smlouvou s moznym uZivatelem Bioveta a.s.
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