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1. Uvod

Streptococcus uberis je Castym patogenem v mlénych stadech. Zptisobuje subklinickou a
klinickou mastitidu u laktujicich, nelaktujicich krav i jalovic po celém svété. Mastitida vede
k velkym ekonomickym ztratdm v chovech skotu v diisledku snizené produkce a kvality mléka,
nakladt na 1é€bu nebo utraceni zvitat trpicich chronickym a pietrvavajicim onemocnénim.

Adhezivni molekula S. uberis (SUAM) s afinitou k bovinnimu laktoferinu hraje urc¢itou
roli v adherenci S. uberis k buiikkam epitelu mlécné zlazy skotu. Schopnost adherovat k povrchu
hostitelské buriky je povazovana za dualezitou strategii virulence u mnoha patogenti mlécné
zlazy, proto ma molekula SUAM potencidl pro vyvoj vakcin. Existuji studie, kde protilatky
proti proteinu SUAM, nebo proti jeho N-koncovému peptidu, inhibovaly adherenci S. uberis a
branily tak internalizaci bakterie do epitelidlnich bunék mlé¢éné zldzy skotu (Almeida et al.
2006, Prado et al. 2010).

Slepice maji mimo jiné schopnost tvofit protilatky, produkované ve vaje¢nych Zloutcich, a
to dokonce ve veétSim mnozstvi, nez kolik dokaze vyprodukovat savec v urcitém casovém
rozmezi. Zarovein jsou casti molekul ptac¢ich imunoglobulinil natolik odlisné od sav¢ich, ze
nedochazi k aktivaci komponent imunitniho systému a jejich G¢innost je ddna pouze vznikem

fyzikalni (stérické) zabrany, jez blokuje funkci rozpoznavané molekuly vazbou.

2. Cil

Ptipravit rekombinantni protein SUAM (jeho N-koncovou ¢ast) s potencidlem ziskat
specifické protilatky izotypu IgY imunizaci slepic.
3. Priprava rekombinantniho proteinu SUAM

3.1 Kultivacni média

LB médium [g/L]

Objem 1000 ml 500 ml 100 ml
Tryptone 10 5 1
Yeast extract 5 2,5 0,5
NacCl 10 5 1
Glucose 1 0,5 0,1
Ztuzené LB médium [g/L]

Objem 1000 ml 500 ml 100 ml
Tryptone 10 5 1
Yeast extract 5 2,5 0,5
NacCl 10 5 1

Agar 30 15 3
Glucose 1 0,5 0,1



3.2 Pufry
Desintegraéni pufr pH 7,5

[Da] [mM] [g/L]
Tris HCI 121,14 100 12,1
NaCl 58,44 300 17,53
Triton-X-100 1
Imidazol 68,07 10 mM 0,68
B-merkaptoethanol 0,1
Nanaseci pufr pH 7,5

[Da] [mM] [g/L]
Tris HCI 121,14 100 12,1
NaCl 58,44 500 29,22
Imidazol 68,07 1I0mM 0,68
B-merkaptoethanol 0,1
Eluéni pufr pH 7,5

[Da] [mM] [g/L]
Tris HC1 121,14 100 12,1
NaCl 58,44 500 29,22
Imidazol 68,07 300 20,42
B-merkaptoethanol 0,1
Dialyzaéni pufr pH 7,5

[Da] [mM] [g/L]
Tris HC1 121,14 100 12,1
NaCl 58,44 300 17,53
B-merkaptoethanol 0,1

3.3 Klonovani
N-termindlni ¢ast proteinu byla naklonovana do expresniho vektoru pUbEx1S.

K amplifikaci N-terminalniho useku genu SUAM z genomové DNA bakterie S. uberis (kmen
94) byla pouzita metoda PCR za pouziti primeru forward
5'-ATATCCATGGTTATGACAACTGCTGATCAATCACC-3’ a reverse 5'-
ATATGCGGCCGCTTATGGAGCAACCATTTTATTAGCACC-3". Amplifikovany DNA
produkt byl purifikovan za pouziti kitu (E.Z.N.A.® MicroElute® Cycle Pure Kit) podle ndvodu
vyrobce. Tento gen déle poslouzil jako inzert v ndsledném klonovani do expresniho vektoru
pUDbEx15 pomoci restrikénich enzymi Ncol a Notl. Rekombinantni DNA byla transformovéana
do bunék DHIO0B, transformované bunky byly vysety na misky sLB agarem
obsahujici kanamycin (50 pg/ml). Z jednotlivych kolonii byla izolovana plasmidovda DNA
(E.ZN.A.® Plasmid DNA Mini Kit I) a pro potvrzeni spravného klonovani byly vybrané

vzorky sekvenovany.



Sekvence naklonované N-teminalni ¢asti proteinu SUAM:
MTTADQSPKLRGEEATLAPTNIEDTKAAIDTKTATLAEQTDALNTVNETITSTNEELVTLEG
GLADKETAVADAEKTLESVSNASEEEFNQLAEQONKADLAKTQEELKLAEATKEEVATQVLTQ
SDEVTAAANEAKKMAEKVAQAETKVSDLTKMVNQPEATITAQVETIEQNNVKIISEDLAKAKTD
LVAVTDNTKTQLANDLATAQSSLSAKQONELAKVOSQTSNVAVNVMGANKMVAP

3.4 Exprese v LB médiu, purifikace
Plasmidovd DNA byla transformovéana do expresnich bun¢k E. coli kmen BL21(DE3).

Exprese SUAMu byla indukovéna 0,4 mM isopropylp-D-1-thiogalaktopyranosidem (IPTG)
pti optické denzit¢ (OD600) 0,6. Indukované bakterialni buiiky byly poté inkubovany dalsich
16 hod pii 25 °C a 200 ot./min. Nasledn¢ byly buiky stoceny (4000 ot./min. 10 min, 4 °C),

dezintegrovany a purifikovany.

Obr. 1: SDS-PAGE gel. Exprese proteinu N-SUAM. Sipka oznaduje expresi po 16 hodinach
od zacatku indukce (OD 0,6) pii 25 °C.

Pelet byl rozpustén v dezintegraénim pufru a sonikovan (SonoPlus, Bandelin) po dobu
30 minut (1s puls, 4s pauza, amplituda 30). Sonikovand suspenze byla centrifugovana pii
15000 g po dobu 1 hodiny. K purifikaci byl vyuzit pfistroj pro proteinovou kapalinovou
chromatografii (AZURA® BIO PURIFICATION) a 5 ml Ni-NTA kolona (GE Health Care).
Kolona byla nejprve ekvilibrovana 25 ml ekvilibraéniho pufru. Po naneseni vzorku byla kolona
promyta ekvilibraénim pufrem dokud absorbance neklesla na uroven pozadi. Nasledn¢ byla
kolona proplachovdna 25 ml smési pufru o findlni koncentraci imidazolu cca 40 mM, tzv.
WASH (10 % eluéniho pufru, 90 % ekvilibra¢niho pufru). Cilovy protein byl uvolnén elu¢nim
pufrem. Po ukonceni purifikace byl vzorek pieveden do dialyza¢niho pufru s vyuzitim kolony
HiPrep 26/10 Desalting GE Health Care. U dialyzovaného SUAMu byla urcena proteinova
koncentrace (Pierce™ BCA Protein Assay Kit). Roztok proteinu byl doplnén glycerolem na

vyslednou koncentraci 20 % a smichdn v hmotnostnim poméru 1:30 s TEV proteazou za icelem



odstépeni fuzovaného ubiquitinu. Po 2,5hodinové inkubaci pii pokojové teploté byl odstranén
ubiquitin s afinitni kotvou reversni chromatografii na 5 ml Ni-NTA niklové koloné.
Kontaminujici leader peptid byl zachycen a cilovy protein SUAM volné protekl kolonou.
Nasledné¢ byl SUAM dialyzovan (HiPrep 26/10 Desalting GE Health Care) do PBS pufru a

zamrazen na — 80 °C. Jeho Cistota byla ovéfena pomoci SDS-PAGE elektroforézy.

Obr. 2: SDS-PAGE gel. Gel znazoriiuje precistény protein.
1 — celkovy obsah proteini pted precisténim; 2 — purifikovany N-SUAM po stépeni TEV
protedzou a odsoleni do PBS

3.5 Identifikace proteinu pomoci LC-MS/MS 7 SDS-PAGE gelu

Identita a sekvence proteinu SUAM byla potvrzena pomoci hmotnostni spektrometrie.
Z SDS-PAGE gelu byl vyfiznut band v oblasti mezi 35 — 40 kDa (viz obr. 2, vzorek 2),
odbarven inkubaci ve smési 50 % acetonitrilu a 50 mM TEAB pufru (triethylammonium
bicarbonate, Thermo Scientific) a pfipraven pro MS analyzu metodou in-gel digesce. Proteiny
v gelu byly redukovany pomoci 10 mM DTT (dithiothreitol, Sigma-Aldrich) a alkylovany
pomoci 50 mM IAA (iodacetamid, Serva). Poté byly Stépeny trypsinem v 50 mM TEAB pufru
pii 37 °C 2 hodiny, poté pfes noc pii 25 °C. Supernatant byl po sto¢eni odebran a evaporovan
na vakuové odparce (Eppendorf Vacufuge plus). Peleta naStépenych peptidi byla poté
rozpusténa v mobilni fazi uHPLC (Ultimate 3000 RSCLnano, Thermo Scientific). Peptidy byly
separovany na C18 koloné€ a hmotnostni spektra méfena pomoci piistroje Q Exactive Orbitrap
(Thermo Scientific). Vyhodnoceni spekter a identifikace proteind bylo provedeno pomoci

softwaru Proteome Discoverer v2.4 (Thermo Scientific).
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SUAM N_term f: DLATAQSSLS AKONELAKVO SQTSNVAVNV MGANKMVAP

Obr.3: Identifikace proteinu pomoci hmotnostni spektrometrie a pokryti aminokyselinové
sekvence identifikovanymi peptidy

Pomoci LC-MS/MS a Uniprot databdze pro Streptococcus uberis byla ovétena ptitomnost
Adhesion molecule (Accession number AOAOS1YDG6), podle aminokyselinové sekvence se
jedna o N-terminalni fragment tohoto proteinu. Pfedpokladana sekvence byla do proteinové
databaze vlozena pod Accession number ,,SUAM N term fr“ a pokryti sekvence

identifikovanymi peptidy pro tuto sekvenci je 63 % (14 peptidi), jak znézoriuje obr. 3.

4. Imunizace

Roztok SUAM o koncentraci 1 mg/ml byl v poméru 1:1 diikladné promisen az do vytvoreni
homogenni emulze s Freundovym kompletnim adjuvans (Freund's Adjuvant, Complete, Sigma
Aldrich) pro primovakcinaci a s Freundovym inkompletnim adjuvans (Freund's Adjuvant,
Incomplete, Sigma Aldrich) pro revakcinaci. Vakcinacni davka byla kazdému zvifeti podana
intramuskularné do prsniho svalu v celkovém objemu 0,5 ml. Revakcinace probéhla 3 tydny po

primovakcinaci a nasledné byla opakovana vzdy 1x mésicné.

5. Detekce protilatek proti SUAM v séru slepic metodou ELISA
ELISA test byl pfipraven potazenim jamek mikrotitraéni desky Maxisorp (Nunc, Dansko)

rekombinantnim antigenem SUAM v pracovnim fedéni 1 pg/ml v karbonat-bikarbonatovém
pufru (0,05 M, pH 9,6) v objemu 100 pl na jamku (inkubace ptes noc, 4 °C). Nasledné byly
desky 5x promyty PBS s obsahem 0,05 % Tween 20 (PBS-T, pH 7,2). Do jamek bylo
napipetovano 200 pl roztoku obsahujiciho 0,5% kaseinového hydrolyzatu a 10% sacharozy.
Poté se deska inkubovala pfi pokojové teploté 5 minut, nasledné byl jeji obsah odstranén

odsatim a vysuSen 30 min pfi teploté 37°C. VySetfované vzorky sér byly fedény 100x v PBS-



T s ptidavkem 0,5% kaseinového hydrolyzatu a v objemu 100 ul byly aplikovany do jamek
mikrotitracni desky a testovany vzdy v duplikatech. Inkubace probihala 60 minut pfi pokojové
teplote. Jamky byly opét 5x promyty roztokem PBS a 0,05% Tween 20. Poté byla do jamek
piidana 30 000x fedéna sekundarni protilatka konjugovana kienovou peroxidazou (Anti-
Chicken IgY (IgG) (whole molecule)—Peroxidase antibody, produced in rabbit (Sigma-
Aldrich)) v objemu 100 pl na jamku v fedicim roztoku (PBS, 0,5%Tween a 0,5% kaseinovy
hydrolyzat). Inkubace probihala pfi pokojové teplot¢ 30 minut. Po inkubaci byly jamky opét
5% promyty promyvacim roztokem. Nasledné byl do jamek aplikovan substrat s chromogenem
TMB complete (Test-line, Ceska republika) v objemu 100 pl do kazdé jamky, ktery se nechal
pusobit po dobu 10 minut. Pro zastaveni reakce byla pfidana 1M H>SO4 v objemu 50 pl do
kazdé jamky. Absorbance byla métena pii 450 nm pomoci multikanalového spektrofotometru

Synergy H1 (BioTek, USA).
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Graf 1: Srovnani namétenych hodnot absorbanci metodou ELISA.

Pomoci metody ELISA byla testovana reaktivita sér imunizovanych slepic s proteinem
SUAM (exprimovany v E. coli butikach), kde byla prok4dzéna schopnost protilatek se vazat na
antigen s vysokou afinitou. U vSech sér imunizovanych slepic (N-SUAM) byla prokézana
pozitivita na kvalitativni Grovni oproti vzorkiim ziskanych z neimunizovanych slepic
(Kontrola). Byla tim prokdzana imunogenita pfipraveného rekombinantniho proteinu SUAM,

tedy schopnost indukovat produkei specifickych IgY protilatek u slepic po imunizaci.



6. Srovnani novosti postupt
Aplikace lokalnich nebo celkovych antibiotik je prvni volbou pfi terapii mastitid, k 1é¢bé je

doporucovano zejména pouziti penicilind. V posledni dobé byl zaznamenany viditelny pokles
citlivosti izolath S. uberis k penicilinu, ale i jinym antimikrobidlnim latkdm. Vzhledem
k vyskytu kmenti s multirezistenci k antibiotikim vzrasta potieba vyzkumu zaméfeného na
testovani moznych alternativ k antibiotické 1€cbé, které by se mohly stit soucasti bézné
veterindrni praxe. Hledani alternativnich pfipravki k 1é¢bé i prevenci zanéth mlééné zlazy
dojného skotu je v souladu s nafizenim Evropského parlamentu a Rady (EU) 2019/6 o
veterinarnich 1é¢ivych piipravcich, které mimo jiné piinasi vyznamné restrikce pro preventivni
pouziti antimikrobialnich latek. Na trhu neni dostupny pfipravek na bazi IgY s potencidlem

snizit adherenci S. uberis k epitelidlnim bunkam mlécné zlazy skotu.

7. Uplatnéni funk¢niho vzorku
Ptedkladané feSeni poskytuje potencidlné i¢innou slozku v podobé IgY protilatek vhodnou
pro lécebny ¢i preventivni pipravek, ktery je alternativou k antibiotické 1é€bé mastitid dojného

skotu.

8. Ekonomické aspekty

Metoda pfipravy rekombinantniho proteinu SUAM je na pracovisti autorii zavedena a
pfipravena k pouziti. Je pIn€ vyuzitelna k ptipravé specifickych IgY protilatek imunizaci slepic.
Ptipadné dalsi komer¢ni vyuziti zalezi na poptavce potencialnich zékaznikl. V soucasné dobé

nelze ekonomické aspekty odhadnout.
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