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1 Uvod

patogenu prasat a je rozsifen celosvétové (Goyette-Desjardins a kol. 2014). Je popsano 29
raznych sérotypu S. suis (Tien a kol. 2013), ale za klinicky a hospodarsky nejvyznamnéjsi jsou
povazovany sérotypy 1/2,2, 3,7 a 9. Zvlasté sérotypy 2 a 14 maji znacny zoonoticky potencial,
nejvice ptipada infekce lidi se vyskytuje v jihovychodni Asii (Goyette-Desjardins a kol. 2014).
Ptes zna¢ny ekonomicky a klinicky vyznam S. suis neni dosud komerén¢ dostupna vakcina pro
prevenci onemocnéni u prasat, pouzivaji se pouze autogenni vakciny (Segura a kol. 2020).
Piesto bylo na poli vyzkumu vakcinace proti S. suis dosazeno vyznamnych uspéchi pomoci
experimentalnich konjugovanych vakcin (Goyette-Desjardins a kol. 2016). Pfedlozeny funk¢ni
vzorek porovnava ucinnost vakcinace prasat dvéma riznymi experimentalnimi konjugovanymi
vakcinami, z nichz by vakcina zaloZzena na konjugatu CPS-OVA mohla byt ekonomicky
dostupna pro komer¢ni pouziti v chovech prasat.

Obg varianty obsahuji izolovany kapsularni polysacharid (CPS) vybraného “wild-type” kmenu
bakterie Streptococcus suis sérotypu 2, chemicky konjugovany na proteinové nosi¢e ovalbumin
(OVA) nebo cross-reacting material 197 (CRM197). Uginek vakeiny je zesilovan olejovym
adjuvans.

2 Cil
Cilem ptedklddaného Funkéniho vzorku bylo vyvinout a v laboratornim méfitku vyrobit

bezpe€nou a ucinnou experimentdlni vakcinu pro prasata vedouci k tlumeni vyskytu
streptokokovych infekei v chovech prasat.

3 Vyroba vakciny

31  Vyrobni kmeny

Pro vyrobu experimentalnich konjugovanych antigent je pouzivan S. suis “wild-type” kmen
10/18/Ji/830, dodany Statnim veterinarnim ustavem Jihlava, izolovany z plic selete z chovu v
Ttebi¢i. Tento kmen byl uloZen na bovinnim fetalnim séru (BOFES) pii -80°C. Pro dany kmen
bylo zaloZeno matecné inokulum a jeho alikvoty se vyuzily jako pracovni inokula. Systém
jednotné inokulace umoziuje bezpecné ulozeni dostatecného mnozstvi matecné a pracovni
kultury pro vyrobni Ucely tak, aby byla zachovéna stabilita kmenti nezbytna pro jednotnost
vyrobnich Sarzi.

Vyrobni kmeny:

Streptococcus suis sérotyp 2 je uloZzen ve Vyzkumném ustavu veterinarniho lékafstvi, V.V.i.
(dale jen VUVeL) pod ozna¢enim 10/18/Ji/830. Pro vyrobu jsou pouzivana piislu§na pracovni
WSLB inokula. Kmen je ,,wild-type®, rozliSitelny na zakladé metody PCR-RFLP (,,Polymerase
chain reaction - Restriction fragment length polymorphism*) jako sérotyp 2 (Matiasovic a kol.
2020).

Morfologie kmenti: Kmeny S. suis se fadi mezi grampozitivni fakultativné anaerobni koky. Po
24 hodinové inkubaci pii 37°C tvoii na krevnim agaru Sedé malé kolonie, ¢asto produkuji zonu



alfa-hemolyzy. Vyskytuji se v parech a fetizcich. Na zakladé rozdilnych kapsularnich
polysacharidl rozliSujeme vice nez 29 sérotypti s rozdily v patogenité.

3.2 Vyrobni suroviny
Agarova zivna média: Krevni agar s 6 % berani krvi (KA).

Tekuta Zivna média: Brain Heart Infusion (BHI) (ptiprava dle vyrobce Thermo Fisher). Todd-
Hewitt Broth (THB) (kaseinhydrolyzat 10,00 g; kvasnicovy extrakt 10,00 g; Brain Heart
Infusion 3,10 g; uhli¢itan sodny 2,50 g; Dextrosa (glukosa) 2,00 g; chlorid sodny 2,00 g;
hydrogenfosfore¢nan sodny 0,40 g; ¢isténd voda ad 1000,00 ml)

Ostatni: DPBS, 1M NaOH, 1M HCI, glycin, krystalicky lysozym (SIGMA, Lysozyme From
chicken egg white, 70.000 units/mg solid, EC 3.2.1.17), 10% NaNs3, fenol (Thermo Fisher,
UltraPure BufferSaturated Phenol), chloroform, ethanol, NalOa, triethylenglykol, NaHCOs,
NaBH3CN, NaBHsa, adjuvant Montanide ISA 50 V2 (Seppic).

3.3 Pomiicky a vyrobni zaFizeni
Ziakladni pomiicky: Jednorazové bakteriologické klicky, sterilni injekéni jehly a stiikacky,
sterilni 0,22 pm filtr, sterilni plastové zkumavky, Erlenmeyerovy banky a kadinky, denzitometr,
pH metr, navazky, analytické vahy.

Zavizeni: Spektrofotometr; box s laminarnim proudénim vzduchu; temperovana tfepacka;
magnetickd michacka; sonikator; centrifuga (chlazena, vyménny rotor); vakuova centrifuga;
lyofilizator.

3.4 Postup vyroby

3.41 lzolace kapsularniho polysacharidu

Pfislusny kmen S. suis sérotypu 2 je bakteriologickou klickou zao¢kovan na KA kiizovym
roztérem. Misky inkubujeme pii 37 °C po dobu 18 — 24 h. Z ¢isté kultury na KA se 1 klicka
rozsuspenduje v 10 ml THB médiu a necha se na tfepacce inkubovat pti 37°C zhruba 5 hodin.
Opticka hustota dosahuje okolo 6 McF (~1,8 x 10° bunék/ml). Tato bun&na kultura je pidana
do 2 1 nové ptipraveného THB média v Erlenmeyerove baiice. Buné¢na kultura se kultivuje na
ttepacce (180 rcf) 18 hodin pii 37°C. Kultura dosahuje denzity okolo 5 McF (~1,5 x 10°
bunék/ml). Takto narostla kultura je pfeciSténa promytim DPBS. Peleta je poté
rozsuspendovana ve 100 ml 0,1M glycinového pufru (pH9,2) 30 mg krystalického lysozymu,
200ul 10% NaN3z a ponechdna pies noc na tfepacce pifi 37°C. Po inkubaci je suspenze
centrifugovana a supernatant je spolecné s fenol:chloroformem (1:1) 30 minut promichavan na
magnetické michacce v digestofi. Po centrifugaci (4°C; nizké akcelerace 3; 1290 rcf) je vodna
faze, obsahujici kapsularni polysacharid, smichana s 0,1M CaCl, v ethanolu (25% v/v). Po
vysrazeni DNA a centrifugaci je ze supernatantu kapsularni polysacharid izolovan zvySenim
obsahu ethanolu na 80% v/v. Suspenze je ponechana pies noc pii 4°C, poté je centrifugovana
pii 4°C.Nasledné¢ je peleta obsahujici CPS rozsuspenzovana v DPBS a dana na dialyzu (MWCO
3500). CPS je sterilizovan filtraci ptes 0,22 pm filtr.

342 Konjugace kapsularniho polysacharidu na dva nosi¢ové proteiny

Izolovany kapsularni polysacharid je depolymerovan na sonikétoru. “Phenol-sulphuric acid”
metodou se zméti koncentrace polysacharidii. Kapsularni polysacharid se ptipravi ke konjugaci
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mirnou perjodatovou oxidaci, ktera musi probihat za tmy: ImM perjodat sodny oxiduje
kyselinu sialovou depolymerovaného CPS (1-10 mg/ml). Po 1 hodin¢ se reakce zastavi
piidanim 2 ekvivalentt triethylenglykolu a nasledné se necha mirné€ oxidovany CPS dialyzovat.
Redukéni aminaci se v pfitomnosti NaBH3CN kapsularni polysacharid po mirné oxidaci
nakonjuguje na nosi¢ovy protein OVA nebo CRM197. Konjugace probiha za tmy pii 37°C.
Reakce se ukonc¢i po 2 dnech pfidanim NaBH4. Po dvou denni dialyze (MWCO 3500) se
kapsularni polysacharid nakonjugovany na nosicovy protein piecisti pomoci FPLC.

3.43 Homogenizace vakciny

Pied homogenizaci je nutné antigenové slozky a adjuvans Montanide ISA 50 V2 (Seppic,
France) vytemperovat na laboratorni teplotu. V den aplikace je kapsularni polysacharid
nakonjugovany na nosi¢ovy protein smichan s adjuvans v poméru 1:1. Pro piipravu vakciny je
koncentrat antigenti nafedén sterilnim fyziologickym roztokem na vyslednou koncentraci 0,25
mg/ml.

Pfi samotné homogenizaci je postupovano tak, ze do vytemperovaného konjugatu je injekéni
stiikackou pfidano adjuvans a nésledné je natahovanim a vypousténim z injekéni stiikacky
vytvoiena homogenni emulze.

4 Indikace s upiesnénim pro cilovy druh zvifat

K imunizaci selat po odstavu za éelem vyvolani imunity vedouci k naslednému zvySeni
odolnosti selat proti bakterialnim infekcim kmenu Streptococcus suis sérotypu 2.

5  Vakcinaéni schéma

Vakcinaéni davka: 2 ml

Vakcina je aplikovana intramuskuldrné (i.m.) v paraaurikuldrni krajiné. Bezprostfedné pred
pouzitim je potfeba vakcinu homogenizovat nataZzenim do injekéni stiikacky a vypuSténim zpét
do zkumavky. Pro aplikaci pouZzijte sterilni injekéni jehlu a stiikacku. Misto vpichu by mélo
byt suché, Cisté a asepticky oSetiené.

Tti tydny po aplikaci prvni davky je podana druha davka.

6  Ovéreni ucinnosti na cilovém druhu zvirete

Utinnost vakciny byla testovana v infekénim experimentu na odstavenych selatech. Experiment
byl uskuteénén na zikladé projektu pokusu VUVeL 13/2021 schvalenym Ministerstvem
zemédé€lstvi, odborem environmentalnim a ekologického zemé&délstvi pod pofadovym cislem
MZe 2254. Do pokusu bylo zatazeno tficet selat. Deset selat bylo vakcinovano experimentalni
vakcinou CPS-OVA, deset selat bylo vakcinovano experimentalni vakcinou CPS-CRM197 a
deset selat nebylo vakcinovano. Selata byla infikovana ¢trnact dni po druhé vakcinaéni davce
S. suis sérotypem 2, a to stejnym kmenem, ze kterého byl izolovan kapsularni polysacharid.
Infekéni davka byla 1 x 10° CFU/ml v objemu 2 ml. Sedmy den po infekci byla selata utracena
a byly odebrany vzorky organti pro stanoveni poctu streptokokli na gram tkan¢. Pro stanoveni
hladin protilatek v sérech selat byla odebrana krev pied prvni davkou vakciny, pted druhou
davkou vakciny, pfed infekci a pii utraceni selat. Mezi skupinami selat vakcinovanych a
nevakcinované skupiny byl sledovan rozdil ve vysi hladin specifickych protilatek a rozdil v
kolonizaci organii celenznim kmenem.



6.1  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Hladina protilatek v sérech selat byla stanovena metodou ELISA pomoci antigenu crude CPS
izolovaného z ¢elenzniho kmenu S. suis sérotyp 2.

Vlastni postup ELISA testu:

Do mikrotitra¢ni desky Maxisorp je napipetovano 100 ul/jamku antigenu o koncentraci 3 pl/ml
ve vazném karbondtovém pufru (pH9,2). Antigen nechdme navazat v lednici pfes noc na
Maxisorp desku. Dalsi den po promyti desticky v poloautomatické promyvacce promyvacim
roztokem (PBS + 0,05% Tween 20) je antigen 30 minut blokovan 150 pl/jamku blokovacim
roztokem. Po vyklepnuti blokovaciho roztoku jsou do Mikrotitra¢ni desky napipetovana 100x
nafedénd séra (100ul/jamku). Inkubujeme 60 minut pfi laboratorni teploté a poté promyjeme
promyvacim roztokem. Do desky napipetujeme 100ul 30.000x fedéného konjugatu anti-pig
IgG s kirenovou peroxiddzou a nechame 60 min pfi laboratorni teploté. Séra a konjugaty jsou
fedéné fedicim roztokem PBS + 0,05% Tween 20 + 0,5% kaseinovy hydrolyzat. Po promyti
promyvacim roztokem se do desky ptrida 100ul/jamku TMB+substratu. Doba piisobeni 5-10
minut, poté je pfidano 50 pl/jamku 1M H2SO4. Absorbance je métena pii 450 nm.

Hladiny protilatek proti crude CPS v sérech selat vakcinovanych experimentalni konjugovanou
vakcinou CPS-CRM197 byly pfed imunizaci vyznamné niz$i nez po druhé imunizacni davce
(P<0,05) a vysoce vyznamné niz§i nez po infekci (P<0,001). Po prvni imuniza¢ni davce byly
hladiny protilatek vyznamné nizsi nez po infekci. V ramci skupiny CPS-OVA byla hladina
protilatek proti crude CPS vyznamné vyS$$i po prvni a druhé imunizaci (P<0,05) a vysoce
vyznamné vyssi po infekei (P<0,001) nez pied imunizaci. V sérech selat kontrolni skupiny byly
hladiny protilatek proti crude CPS po infekci vyznamné vys$i nez hladiny protilatek pied
infekei (P<0,05) (Graf 1).

Graf 1 Celkové hladiny protilatek proti crude CPS u selat, imunizovanych experimentdlni kon-

jugovanou vakcinou CPS-CRM197, CPS-OVA a u kontrolni skupiny selat. Odbéry: D0 — pred
imunizaci; D21 —21 den po 1. imunizaci; D35 — 14 den po 2. imunizaci; D42 — 7 den po infekci.

Rozdily mezi skupinami v ELISA stanoveni byly vyhodnoceny v GraphPad Prism s vyuzitim
jednofaktorové ANOVA (Dunn’s Multiple Comparison Test).



6.2  Bakteriologické stanoveni

Pro bakteriologické stanoveni S. suis byly odebrany vzorky z plic, mozku, sleziny a stéry
Z karpalniho kloubu a perikardu. Do 1 ml PBS s 10 homogeniza¢nimi kulickami byly ptidany
vzorky, vadzené s presnosti na tfi desetinnd mista a nasledné byly homogenizovany na MagNA
Lyseru po dobu 30 s. Pro zhomogenizované vzorky byla pfipravena fedici fada. 100 pul bylo
rozetfeno na KA a nechano inkubovat pfes noc pii 37°C. Narostlé kolonie byly identifikovany
pomoci MALDI-TOF MS. Streptococcus suis sérotyp 2 byl potvrzen PCR:

Jak je shrnuto v Tabulce 1, u kontrolni skupiny byla u 4 selat potvrzena infekce S. suis sérotyp
2. U skupiny imunizované konjugatem CPS-OVA byl S. suis sérotyp 2 identifikovan u dvou
selat. Pro skupinu CPS-OVA neni statisticky vyznamny rozdil v poétu S. suis pozitivnich a S.
suis negativnich vzorku, testovanych Chi2 testem. U skupiny imunizované konjugovanou
vakcinou CPS-CRM197 nebyl potvrzen S. suis sérotyp 2 s vyjimkou u stéru perikardu; jedna
se o statisticky vyznamny rozdil mezi S. Suis pozitivnimi a negativnimi vzorky ve srovnani
s kontrolni skupinou, S vyjimkou stéru z perikardu.

Tabulka 1 Pocet kolonii S. suis sérotyp 2 na gram tkdané v orgdnech selat

skupina Cislo selete plice perikard stér mozek slezina karpdlni kloub stér
1 0 0 0 0 0
2 1,4 x 1073 0 3,6 x 107 6,6 x 1012 0
3 0 0 0 0 0
4 1,8 x 1073 0 0 0 0
5 4,7 x 1075 0 5,1x 10”3 2,8 x 10n7 2 x 10°7

kontrola
6 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 4
8 6,0 x 10”3 0 1,6 x 10"2 8,7 x 1012 0
9 0 0 0 0 0
10 0 0 0 1,6 x 1072 0
11 0 0 0 0 0
12 2,1x 10”3 2x10 1,5x 1073 9,5 x 1074 5,3 x 10”74
13 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 2

CPS-OVA 15 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0
17 7,8x 10 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0
24 0 5 0 0 0

CPS-CRM197 2 0 0 0 0 0

26 0 0 0 0 0
27 0 0 0 0 0
28 0 0 0 0 0
29 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0
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