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Abstrakt

Infekce netyfoidnimi kmeny salmonel jsou ve veterindrni mediciné stale
nevyireSenym dlouhotrvajicim problémem. Podle Evropského uradu pro
bezpecnost potravin je azZ 30 % chovl prasat v Evropé salmonela-pozitivnich.
Kromé technicko-hygienickych opatfeni je vakcinace jednou z moZnosti, jak
predchazet salmonelovym infekcim v chovech. Kromé prokazani samotné
ucinnosti, je pro vSeobecné rozsifeni nutné, aby vakcina umoziovala rozliSeni mezi
zviraty vakcinovanymi a zviraty po prirozené infekci. Tento tzv. DIVA pristup
(differentiation of infected from vaccinated individuals) byl v pozménéné podobé
vyuzit i v této praci.

Tato disertacni prace se zabyva pravé vakcinaci prasat proti netyfoidnim
sérovarim salmonel. NejrozsifenéjSimi sérovary u prasat v Evropé jsou sérovary
Typhimurium a Derby. Priibéh infekce vyvolané témito kmeny se vSak znac¢né lisi.
Imunitni odpovéd’ ve smyslu tvorby protilatek, ale i po in vitro stimulaci prasecich
makrofagili, je vyraznéjsi po infekci vyvolané bakterii Salmonella Typhimurium.
Nizka imunitni odpovéd proti antigenim Salmonella Derby tak zplisobuje delsi
prezivani bakterif v organismu hostitele a diky vylu¢ovani do prostredi také vyssi
potencidlni riziko pro ostatni zvitata i clovéka. Navic, jak bylo prokazano u sajicich
selat vakcinovanych prasnic, pravdépodobné diky rozdilné antigenni vybavé mezi
sérovary, nechrani protilatky proti S. Typhimurium vytvorené po vakcinaci pred S.
Derby infekci. Z tohoto diivodu byla pripravena a testovana trivalentni vakcina
obsahujici antigeny Typhimurium, Derby a Infantis, dalSiho sérovaru s obCasnym
klinickym vyznamem v CR. Aplikaci této vakciny prasnicim pired porodem jsme
dokumentovali pfenos maternalni imunity na sajici selata a jejich chranénost pred
salmonelovou infekci.

Na rozdil od obecné pouZivaného schématu vyvoje negativni markerové
vakciny, jsme docilili schopnosti rozlisit jedince infikované od téch vakcinovanych i
bez genetického zasahu do vakcina¢niho kmene. Analyzou protilatek vytvorenych
po infekci nebo vakcinaci inaktivovanou vakcinou, jsme identifikovali salmonelové
antigeny, indukujici protilatky zejména po vakcinaci a jiné antigeny indukujici
protilatky jen v piipadé infekce. Dva z téchto antigenli ve formé rekombinantnich

proteint SipB a FliC byly pouzity pro konstrukci DIVA ELISY umoziujici rozlisit



prasata infikovand od prasat vakcinovanych. Tuto DIVA metodu by ziejmé bylo
mozné pouzit i ptri vyvoji jinych inaktivovanych bakteridlnich vakcin tam, kde

jakykoliv zdsah do genomu vakcina¢niho kmene neni Zadouci.



Abstract

Non-typhoid Salmonella infections constitute a persistent and still unsolved
problem in veterinary medicine. According to the European Food Safety Authority,
30 % of pig breeding farms in Europe are Salmonella-positive. Except for technical
and hygienic measures, vaccination can be one of the possibilities to prevent
Salmonella infections in herds. For widespread use of a vaccine, it is necessary to be
able to distinguish between vaccinated animals and animals after natural infection.
So-called DIVA approach (differentiation of infected from vaccinated individuals),
in a modified form, was also implemented in this thesis.

This dissertation is focused on pig vaccination against non-typhoid Salmonella
serovars. The most common serotypes occurring in pigs in Europe are S.
Typhimurium and S. Derby. However, the course of infection caused by these two
serotypes is different. The immune response, in terms of antibody production and
after in vitro stimulation of macrophages, is stronger after Salmonella Typhimurium
infection. The weak response against Salmonella Derby antigens results in long-
term colonization of internal organs, fecal shedding and a potential risk to other
animals and even to humans. Furthermore, probably because of antigenic spectra
differences between these two serovars, anti-S. Typhimurium antibodies developed
after vaccination do not protect against S. Derby infection, as demonstrated in
suckling piglets of vaccinated sows. For this reason, we developed a trivalent
vaccine containing serotypes Typhimurium, Derby and Infantis, other serovar
occasionally clinically important in the Czech Republic. By the administration of
this vaccine to gestating sows, we showed the importance of maternal immunity
transfer to suckling piglets and proved its protectivity against Salmonella infection.

The ability to differentiate infected from vaccinated individuals is generally
attained by using negative marker vaccines. We achieved this goal without any
genetic changes to the vaccine strain. We analysed the antibodies produced after
infection or vaccination and identified Salmonella antigens that enable the
differentiation between these two groups of animals. We proved the ability of SipB
and FliC recombinant proteins to be used in DIVA ELISA distinguishing infected

from vaccinated pigs. This DIVA method could be conveniently applied in the



development of bacterial vaccines especially when genetic modification of a vaccine

strain is not desirable.
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Seznam zKkratek

BCA
BCR
BHI

CFU
CNBr
CPM
Da
DIVA

DMEM

DPI
ECL
EFSA

ELISA

FAE

FASP
FDR
FPLC

GMO
ICLN
iNOS
IPTG
LB
LC-MS

- bicinchoninova Kkyselina ke stanoveni koncentrace proteinii

- B-cell receptor - receptor B lymfocytl

- brain heart infusion - kultiva¢ni médium infuze mozkové a srde¢ni
tkané

- colony-forming unit - jednotky tvorici kolonie bakterif

- cyanogen bromide - bromkyan

- counts per minute - pocet signald za minutu

- Dalton - hmotnostni jednotka

- differentiation of infected from vaccinated animals/individuals -
metoda rozliSeni infikovanych a vakcinovanych jedinct

- Dulbecco's modified eagle medium — médium pro kultivaci sav¢ich
bunék

- days post infection - pocet dni od infekce

- enhanced chemiluminiscence - vylepSena chemiluminiscence

- European food safety authority - Evropsky urad pro bezpecnost
potravin

- enzyme-linked immunosorbent assay - imunochemicka metoda
kvantitativniho stanoveni protilatek nebo antigenti

- follicle-associated epithelium - epitelidlni buiiky asociované s
folikuly

- filter-aided sample preparation - metoda pripravy proteint pro MS
- false discovery rate — mira falesné pozitivnich vysledka

- fast protein liquid chromatography - kapalinova chromatografie pro
purifikaci proteini

- geneticky modifikovany organismus

- ileocaecal lymph node - ileocékalni mizni uzlina

- inducible nitric oxide synthasa - inducibilni syntaza oxidu dusnatého
- isopropyl -D-1-thiogalaktopyranosid

- lysogeny broth - bakterialni kultiva¢ni LB médium

- liquid chromatography-mass spectrometry - kapalinova

chromatografie s hmotnostni spektrometrii

12



LDH - laktat dehydrogenaza

LPS - lipopolysacharid

LT - laboratorni teplota

LTT - lymfocyt transformacni test

m/z - mass-to-charge ratio - pomér hmotnosti k naboji, hmotnostni

jednotka iontti v MS spektru
MAC - membrane attack complex - komplex komplementovych proteint

perforujici membrany mikroorganismt

MACS - magnetic-activated cell sorting - magneticky aktivované tridéni
bunék

MALT - mucosa-associated lymphoid tissue - lymfoidni tkan asociovana se
sliznici

MDM - monocyte-derived macrophages - makrofagy derivované z monocytt

MHC - major histocompatibility complex - hlavni histokompatibilni
komplex

MS/MS - tandemova hmotnostni spektrometrie s fragmentaci iontt

MW - molecular weight - molekulova hmotnost

MWCO - molecular weight cut-off - mezni hodnota molekulové hmotnosti

OMP - outer mambrane protein — protein vnéjSi membrany

PAMPs - pathogen-associated molecular pattern - molekularni struktury

asociované s patogennimi mikroorganismy

PBS - phosphate buffered saline - fosfatovy pufr

PBS/T - PBS s Tween-20

ppm - parts per million - jedna z milionu

PSM - peptide spectrum match - shoda peptidovych spekter

PVDF - polyvinylidendiflluorid

RPMI - Roswell Park Memorial Institute medium - médium pro kultivaci
lidskych bunék

SCV - Salmonella-containing vacuole - vakuola obsahujici salmonely

SD - Salmonella Derby

SDS - sodium dodecyl sulfate - dodecylsiran sodny

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostredi SDS

SI - Salmonella Infantis

13



SMLN
SPI
STM
T3SS
TDI
TEAB
TLR
TMB
uHPLC

- submandibular lymph node - submandibularni mizni uzlina

- Salmonella pathogenicity island - ostrov patogenity salmonel

- Salmonella Typhimurium

- Type 3 secretion system - sekrecni systém tretiho typu

- trivalentni vakcina proti STM, SD a SI

- triethylammonium bicarbonate - hydrogenuhlicitan triethylamonny
- Toll-like receptor - receptory skupiny Toll

- 3,3,5,5-tetramethylbenzidin chromogenni substrat

- ultra-high performance liquid chromatography - kapalinova

chromatografie za velmi vysokého tlaku
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1. Uvod

1.1. Charakterizace rodu Salmonella

Bakterie rodu Salmonella, pattici do celedi Enterobacteriaceae, jsou gram-
negativni, fakultativné anaerobni, nesporulujici bakterie, které zptsobuji rtizné
zavazna onemocnéni zvirat i ¢lovéka. Taxonomicky se rozdéluji do dvou druhi -
Salmonella enterica a Salmonella bongori. Zatimco hostitelé S. bongori jsou
studenokrevni ZivoCichové, prevazné plazi, S. enterica napada ptaky a savce a
vyskytuje se tak na vSech kontinentech planety. Salmonella enterica se dale déli na
6 poddruht - enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae a indica. V ramci
poddruht bylo dale popsano na 2500 sérovart na zakladé odlisSnosti somatickych
0O-antigend a flagelarnich H antigent - Kauffman-White Kklasifikace (Grimont a Weill
2007).

Nejvice rozsirenym taxonem, ktery ma zaroven nejvétsi zdravotni i ekonomické
dopady je Salmonella enterica subsp. enterica, proto se v této praci budeme zabyvat
pouze sérovary této skupiny. Adaptace jednotlivych sérovarli na rtizné hostitelské
organismy se liSi a stim i zavaZnost onemocnéni zplsobenych salmonelou u
riznych Zivoc¢iSnych druh@i.  Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium (Salmonella Typhimurium) a serovar Enteritidis (Salmonella
Enteritidis) jsou sérovary s Sirokym spektrem hostitelli - jsou schopny kolonizovat
zazivaci trakt mnoha zZivociSnych druhli a jen zridka zplisobuji systémova
onemocnéni. Radi se tak mezi netyfoidni sérovary salmonel. Na opa¢né strané stoji
Salmonella Typhi, kterd je adaptovana vyhradné na ¢lovéka, u kterého miize vyvolat
zavazné systémové onemocnéni. Tyfoidnim sérovarem u prasat je S. Choleraesuis,

jeho hostitelem vsak mize byt i ¢loveék.

1.2. Salmonelové infekce

Po kampylobakterech jsou netyfoidni sérovary salmonel druhymi nejcastéjSimi
ptivodci alimentarnich onemocnéni ¢lovéka v Evropé. Mezi nejCastéjsi izolaty patii
sérovary Enteritidis a Typhimurium (EFSA 2015). Zatimco Salmonella Enteritidis se

na Clovéka prenasi nejcastéji z drlibeze, zdrojem nakazy S. Typhimurium jsou ¢asto
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veprové produkty. Podle Setfeni EFSA z roku 2008 je az 30 % vSech chovii prasat

v Evropé salmonela-pozitivnich (viz Obr. 1).
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Obrazek 1 Procento Salmonella pozitivnich chovii prasat v jednotlivych
zemich Evropy (EFSA 2009)

Vyskyt riznych sérovarti u prasat je vramci Evropy znacné heterogenni,
obecné vsak prevladaji sérovary Typhimurium a Derby (EFSA 2009). V poslednich
letech je na vzestupu i monofazicka varianta S. Typhimurium, ktera se od klasické -
bifazické varianty liSi strukturou bic¢iku (chybi faze 2 flagelarniho H antigenu).
Podle Statniho zdravotniho Ustavu navic vzrista rezistence vici béZné dostupnym
antibiotikiim u obou zminénych variant sérovaru Typhimurium (Zemli¢kova a kol.
2013).

Netyfoidni sérovary salmonel u prasat zptisobuji gastrointestinalni onemocnéni
vétsinou vSak snevyraznym Kklinickym pribéhem. Objevuji se prijmy, lehce
zvySena teplota, selata vykazuji nizsi vahovy prirGstek a stim souvisejici i
prodlouzeni doby vykrmu (Ahmed a kol. 2014). Problematicky mtze byt zejména
sub-Klinicky priibéh infekce z dlivodd pozdniho zachytu a mozného Siteni infekce v
chovu. Zdrojem salmonel v chovech je obecné prostredi staje a chovné technologie
vCetné krmiv, ale predevsSim ostatni infikovana prasata v chovu nebo pri ndkupu
novych selat nebo plemennych zvirat. Vyraznym zdrojem nakazy pro selata jsou
chronicky infikované prasnice, u nichz je porod inicidtorem exacerbace
onemocnéni s opétovnym vyluCovanim salmonel do prostredi (Obr. 2, Wales a kol.

2011, MatiaSovic 2012).

16



— pfenos infekce

Kontaminované krmivo a prostied|
s salmonella

24 A~

Py
A A
A 2
2 A ”
”S ”n ﬁ A
N\
A A - A
N : -
A5 7~
AN
b 7AT
Prasnice Selata pod prasnici Selata odstav Vykrm

Obrazek 2 Zdroje a mozné cesty prenosu salmonel v chovu (Matiasovic 2012)

1.3. Virulence salmonel

Za virulenci gram-negativnich i gram-pozitivnich bakterii jsou zodpovédné
produkty gend, leZicich na tzv. genomovych ostrovech patogenity. Jejich pritomnost
je obecné znakem patogennich kmenii bakterii a zcela chybi u nepatogennich
kmenii stejného bakteridlniho druhu. Tyto genomové ostrovy jsou evolucné
nestabilni, miize také dochazet Kk horizontalnimu prenosu téchto elementd.
Pirednostné se integruji do oblasti genti pro tRNA, které jsou naopak v bakterialni
riSi velmi konzervované a jsou castym kotevnim bodem pro inzerci cizorodé DNA,
¢ehoZ mimo jiné vyuzivaji i bakteriofagy. Tyto elementy jsou od zbytku
bakterialniho genomu rozlisitelné v disledku jiného zastoupeni GC bazi (Schmidt a
Hensel 2004).

U salmonel bylo doposud popsano 23 ostrovi patogenity (SPI - Salmonella
pathogenicity island) (Wisner a kol. 2012, Fookes a kol. 2011, Hayward a kol.
2013). Funkce jednotlivych SPI salmonel se vyrazné lisi. Pro patogenezi je
SPI-1 se ucastni prvni faze infekce a umoznuji invazi do nefagocytujicich bunék
sttevniho epitelu. Efektorové SPI-1 proteiny zpiisobuji reorganizaci aktinového
cytoskeletu hostitelské bunky, dochazi ke zménam na povrchu bunék v misté
interakce a ke zraseni membrany (membrane ruffling), coZ vyusti v internalizaci
bakterie (Schmidt a Hensel 2004, LaRock a kol. 2015). Nékteré SPI-1 proteiny jsou
také zodpovédné za prijmové symptomy probihajici enteritidy. V membrané
epitelidlnich bunék jsou aktivovany chloridové kandly, dochazi k sekreci
chloridovych iontli a tekutiny do lumen stfeva (Wallis a Galyov 2000). Pokud je
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salmonela fagocytovdna makrofagy, ve zvySené mire exprimuje proteiny SPI-2
lokusu. Jejich pisobeni umoziiuje salmonele branit se proti baktericidni aktivité
makrofagti, intraceluldrné preZivat a replikovat se a S$ifit se tak do jinych Casti
hostitelského organismu. Proteiny SPI-2 zabranuji kolokalizaci NADPH oxidazy
(Vazquez-Torres a kol. 2000) a iNOS (Chakravortty a kol. 2002) s vakuolou
obsahujici bakterie salmonel (SCV - Salmonella-containing vacuole). Produkty SPI-2
loku jsou také zodpovédné za systémovy priibéh infekce, v zavislosti na konkrétnim
sérovaru a jeho hostiteli (Schmidt a Hensel 2004).

Z divodu pritomnosti vnéjsi membrany gram-negativnich bakterii maji tyto
bakterie vytvoreny specialni sekrecni systémy, kterymi mohou sekretovat
efektorové proteiny zcytosolu na povrch bakterie nebo do extracelularniho
prostoru, nebo je primo translokovat do cytoplasmy prilehlych eukaryotickych
bunék (Schmidt a Hensel 2004). Pro funkci virulentnich SPI-1 a SPI-2 proteini je
SPI-2. Jednd se o vysoce konzervovanou strukturu mezi gram-negativnimi
patogennimi bakteriemi. Je sloZend z vice nez 20 proteint, z nichZ nékteré vykazuji
homologii k exportnimu systému pro flagelarni proteiny tvotici strukturu biciku
(Marlovits a Stebbins 2010). Oligomerni struktura membranovych proteint PrgH a
PrgK kotvi cely systém ve vnitfni membrané, dalsi kotva proteinu InvG systém
uchycuje v membrané vnéjsi. Do extracelularniho prostoru vybiha filament
podobny jehle, tvoreny jednotkami Prgl proteinu. Ten je zakoncen strukturou
proteini SipB, SipC a SipD s nékolika transmembranovymi doménami, které
umoZznuji vytvorit pér v membrané eukaryotické bunky a skrze néj translokovat
sve efektorové proteiny do hostitelské bunky, kde moduluji biochemické pochody,
zplUsobuji zmény v cytoskeletarni struktuie, v expresi genli a mohou vést
k programované bunécné smrti bunikky (Marlovits a Stebbins 2010, McGhie a kol.

2009, Galan 2009).

1.3.1. Povrchové struktury salmonel

Kromé proteinti sekrecniho systému ma salmonela na svém povrchu i jiné
struktury dulezité v patogenezi salmonelovych onemocnéni, rozpoznavané
imunitnim systémem hostitele. JiZ zminény bicik je proteinovy komplex uchycen ve

vnitini membrané a svou rotaci umoZnuje bakterii pohyb. Extraceluldrni vlakno
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bi¢iku je tvoreno mnoha kopiemi jednoho ¢i dvou flagelarnich proteint - odtud
vychazi sérotypizace podle H antigenl - bifazické varianty salmonel exprimuji
proteiny FliC a FljB, monofazické varianty pouze jeden znich (Neidhardt 1987,
Grimont a Weill 2007). Proteiny bi¢iku jsou vyznamnou antigenni strukturou, proti
které se v pribéhu infekce vytvari protilatky. V pozdéjsich fazich infekce, kdy se
bakterie nachazi uvnitr fagocytujicich bunék, vSak salmonela sniZuje expresi
flagelarnich proteinli a znesnadiiuje tak jejich rozpoznani imunitnimi buiikami,
zejména specifickymi T lymfocyty, po prezentaci antigenu (Jantsch a kol. 2011,
Cummings a kol. 2005).

Dal$i vyznamnou imunogenni strukturou gram-negativnich bakterii je
povrchovy lipopolysacharid (LPS). LPS je téZ nazyvan endotoxin z diivodu indukce
patofyziologickych reakci hostitele, jako je septicky Sok, ktery zahrnuje horecku,
leukocytopenii, sniZeny krevni tlak a aZ multiorganové selhani (Foca a kol. 2012).
Hydrofobni doména Lipid A, ktera je v nejvétsi mire zodpovédna za toxicitu,
ukotvuje LPS ve vnéjsSi membrané bakterie. Na ni navazuje oligosacharidové jadro,
slozené z nékolika sacharidovych rezidui a pokracuje polysacharidovymi, velmi
variabilnimi fetézci O-antigenu, ktery je vysoce imunogenni a sérologicky
specificky. Sam o sobé nevykazuje toxicituy, ale diky své hydrofilni povaze umoziuje
Sireni toxického Lipidu A v hydrofilnim prostfedi in vivo, po odStépeni LPS
z rostoucich bakterii nebo po jejich lyze (Todar 2009). O-antigeny obaluji cely
povrch bakterie a vytvari strukturu, ktera znesnadiiuje fagocytézu salmonel.
Zaroven znemoZznuji prichyceni komplementu na povrch bakterie a jejich
naslednou lyzu (Murray a kol. 2005, Todar 2009). Toto je ziejmé jeden z divodl
nizké protektivity hostitelskych protilatek proti LPS (MacLennan a kol. 2010).

1.4. Interakce salmonela-prase

Bakterie salmonel se do téla hostitele dostavaji nejcastéji oralni cestou
z kontaminované potravy nebo vody. Prezivaji kyselé prostredi Zaludku a dostavaji
se do kontaktu se stfevnim epitelem. Bylo popsano nékolik moznych cest, kterymi
se bakterie salmonel dostavaji pres epitelialni bariéru do vnitfniho prostredi
hostitele. Vyuzivajic translokace efektorovych proteinii SPI-1 lokusu, kdy salmonela
aktivné invaduje do nefagocytujicich bunék strevniho epitele tim, Ze kratkodobé

indukuje preskupeni aktinového cytoskeletu v misté kontaktu a dochazi tak
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kinternalizaci bakterie do intracelularniho prostoru (Galdn a Zhou 2000).
Preferencni volbou je vSak vyuZiti M bunék - specializovanych epitelidlnich bunék
asociovanych s folikuly (FAE), jeZ pokryvaji lymfoidni tkan asociovanou se sliznici
(MALT) (Jones a kol. 1994). Ulohou M bunék je transepitelialni transport antigent a
mikroorganismli z lumen stfeva do podpovrchovych vrstev lymfoidni tkané -
k imunitnim buiitkdm Peyerovych plati (Kraehenbuhl a Neutra 2000). Salmonela
navic vyuzivd mechanismd, kterymi indukuje transformaci epitelidlnich bunék
asociovanych s folikuly (FAE) na M buriky a podporuje tak prostup pres intestinalni
bariéru (Tahoun a kol. 2012).

Proteiny ze SPI-1 v téchto prvnich fazich infekce umoznuji vyvolani lokalniho
zanétu, cehoZ salmonela vyuziva hned v nékolika rovinach. Jednak dochazi k atrakci
fagocytli do mista zanétu, coz ji pomahda v kolonizaci dalsich tkani. Intracelularni
lokalizace pak umoznuje bakterii uniknout pred baktericidni aktivitou neutrofild,
které jsou také ve velké mife atrahovany do mista zanétu (LaRock a kol. 2015).
Zesilovani inflamatorni odpovédi je navic podpoieno zvySenou expresi
hostitelskych Toll-like receptori (TLR), které specificky vazou bakteridlni LPS
(TLR4) nebo flagelarni proteiny (TLR5) (Cario a Podolsky 2000, Gewirtz a kol.
2001). Nékteré duasledky zanétlivé reakce organismu davaji salmonelam vyhodu
oproti ostatnim bakteriim pritomnym ve strevé. Dochazi k akumulaci lipocalinu 2,
hostitelskému proteinu, ktery eliminuje bakterialni siderofory a tim znemozZnuje
vyuzivani iontd Zeleza k rastu bakterii. Salmonelovy siderofor salmochelin vsak
neni timto proteinem ovlivnén (Raffatellu a kol. 2009). Navic, reaktivni kyslikové
radikaly vylu¢ované do lumen streva reaguji s thiosulfatem, coZ je vedlejsi produkt
respirace bakterii normalni stfevni mikrofléry. Vznikly tetrathionat je nasledné
vyuzivan salmonelami jako termindlni akceptor elektronl pfi anaerobnim ristu,
ktery ale bakterie mikroflory nejsou schopny vyuzit (Winter a kol. 2010).

Fagocytoza bakterii makrofagy miize probihat SPI-1 zavislym i nezavislym
mechanismem. Po této endocytéze se salmonela nachazi ve fagosomu, ktery
vyzrava a formuje se v tzv. vakuolu obsahujici salmonely (SCV) (Oh a kol. 1996).
Zde uz se ve vétsi mire uplatnuji efektorové proteiny SPI-2 systému. DokaZzi
modifikovat obsah lipidii a proteinti uvnittr SCV, méni sloZeni membrany a
zabranuji splynuti této vakuoly slysozomy a tim prodluzuji preZivani salmonel

uvniti bunék (LaRock a kol. 2015). Proteiny translokované do cytosolu bunky

20



pomoci T3SS se vazou na mikrotubularni systém bunky, pomoci néhoz se SCV

v cytosolu pohybuje do stiedu (v Casnych fazich po internalizaci), kde dochazi k
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streva (LaRock a kol. 2015)

replikaci nebo naopak presunu k periferii bunky (v pozdéjSim stadiu infekce) a
naslednému prostupu do prilehlych bunék (Guignot a kol. 2004, Szeto a kol. 2009).
Tyto procesy byly popsany jak v epitelialnich bunkach, tak ve fagocytech.

Jednim z mechanismd, jakym se hostitelsky organismus brani pritomnosti
salmonel, je indukce zanétu. Po rozpoznani specifickych bakterialnich struktur jako
je flagellin, proteiny T3SS nebo i cytosolicky LPS (souhrnné PAMPs - pathogen-
associated molucular patterns) dochazi k aktivaci inflammasomu -
multiproteinového komplexu, jehoz sestaveni vede k aktivaci kaspazy-1. Role Casp-

1 je pak Stépeni pro-IL-1f3 a pro-IL-18 na funk¢ni interleukin-1f3 a interleukin-18 a
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jejich uvolnéni do extracelularniho prostoru, kde sehravaji roli pro-zanétlivych
cytokinli (Yu a Finlay 2008). IL-18 stimuluje produkci interferonu-y, indukuje
upregulaci adhezivnich molekul a aktivuje ptisobeni NK bunék. IL-1f funguje jako
endogenni pyrogen, atraktor a aktivator neutrofild a T lymfocytd, stejné jako B
bunék s naslednou produkci protilatek (Martinon a Tschopp 2004). Aktivace
kaspazy-1, a kaspazy-11 vpripadé detekce cytosolického LPS také spousti
programovanou bunécnou smrt zprostfedkovanou inflammasomem. Takovato
programovana smrt burlky, nazyvana pyroptoza, se lisi od apoptézy pravé indukci
zanétu. Dochazi ke Stépeni DNA nukledzami difuzné po celém jadru, oproti
oligonukleosomalni fragmentaci, typické pro apoptézu. Dochazi k preskupovani
aktinového cytoskeletu a tvorbé poért v plazmatické membrané, coZz zptlsobuje
narus$eni iontového gradientu, influxu vody, bobtnani buiiky a kone¢né k osmotické
lyze a vyliti intracelularnich molekul do prostoru, coz amplifikuje prozanétlivé
reakce. Tyto procesy byly popsany u makrofagl infikovanych bakteriemi salmonel
(Fink a Cookson 2007).

Pokud se po detekci bakteridlnich struktur makrofagy aktivuji pro-zanétlivé
procesy, jedna se o tzv. M1 polarizaci makrofagi. Jde o klasickou odpovéd na
pritomnost patogenu a je indukovana interferonem-y, cytokiny (napt. TNF-a) nebo
bakterialnimi produkty (LPS). Nasleduje zvysena exprese MHC-II molekul,
chemokinti a kostimula¢nich molekul (CD80 a CD86) a dochazi k amplifikaci
zanétlivé odpovédi. Plsobeni SPI-1 systému salmonel vSak vede Kk nizsi
prozanétlivé odpovédi plicnich alveolarnich makrofagi (PAM) ve srovnani
s mutantnim kmenem ASPI-1 in vitro. Dochazi spiSe k M2 polarizaci téchto
makrofagli - nizké expresi prozanétlivych cytokint (IL-6, IL-8, IL-1f, TNF-a),
kaspazy-1, inducibilni syntazy oxidu dusnatého (iNOS) a dalSich. Obecné se
objevuje spiSe Tu2 odpovéd’ a probihaji procesy hojeni a odstranovani odumfrelych
bunék. Salmonely se tak svymi SPI-1 efektory snazi zabranit baktericidni aktivité
makrofagli a privolani dalSich imunitnich bunék do mista zanétu (Kyrova a kol.
2012, Kyrova a kol. 2014). Z vySe uvedeného tak vyplyva, Ze ackoli salmonela
dokaze nékteré procesy zanétlivé odpovédi v prvnich fazich infekce vyuzit ve sviij
prospéch, ve fazi intracelularniho preZivani a diseminace v organismu aktivné

zabranuje indukci inflamatorni odpovédi.
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1.4.1. Protilatkova odpoveéd

Ackoli je salmonela fakultativné intracelularni patogen, specifické protilatky
proti salmonelovym strukturdm hraji v imunitni odpovédi vyznamnou roli. Vazba
protilatek se tak uplatiiuje jesté pred invazi do hostitelskych bunék a poté pri
programované smrti bunék obsahujici salmonely, kdy se bakterie nachazeji
v extracelularnim prostoru (Casadevall 1998). Specifické IgA protilatky
lokalizované na sliznicich zabranuji bakteriim adherovat na povrch streva a
znemoznuji tak invazi do epitelidlnich bunék (Michetti a kol. 1994). Tyto protilatky
jsou tak dilezité pri opakovanych infekcich nebo jako ochrana potomki pti prijmu
matetského mléka ¢i kolostra, kdy dochazi k pasivnimu prenosu protilatek. Uloha
sérovych IgG a IgM protilatek je veskrze baktericidni. At uZ jde o aktivaci
komplementového systému a tvorbu péri v membrané bakterie pomoci MAC
komplexu (membrane attack complex) sjeji naslednou lyzou nebo o usnadnéni
vychytavani salmonel fagocyty pres Fc gamma receptory a jejich nasledné usmrceni
pomoci oxidativniho vzplanuti ve fagolysozomu (Ramachandran a kol. 2016).

Protilatkova odpovéd’ také zaleZi na antigenni vybavé bakterii. Silny antigenni
potencidl ma povrchovy lipopolysacharid a jeho vnéjsi ¢ast - O-antigen. Vysoky titr
protilatek proti témto strukturam vsak mize inhibovat baktericidni aktivitu séra,
jak ukdzal MacLennan a kol. (2010) u HIV-infikovanych lidi. Komplementem
zprostiedkované zabijeni salmonel je indukovano spiSe specifickymi protilatkami
proti proteinim vnéj$i membrany salmonel. Trebicka a kol. (2013) vSak na
zdravych jedincich ukazuje, Ze baktericidni aktivita sérového komplementu je
zprostredkovana i protilatkami proti LPS a dokonce, Ze dochazi ke zkriZené reakci
s protilatkami  proti LPS béZné se vyskytujicich bakterii mikroflory
gastrointestinalniho traktu. Solubilni LPS uvolnény zpovrchu S. Typhimurium
ovSem kompetuje s LPS na povrchu bakterii o anti-LPS protilatky a inhibuje tak
baktericidni aktivitu séra.

Dal8i imunogenni strukturou povrchu salmonel je uz zminény bicik, jenz je
tvoren mnoha kopiemi proteinu flagellinu. Protilatky proti tomuto proteinu se
mohou vazat na bakterialni bicik a, kromé opsonizace pro fagocyty, znesnadnovat
jeho pohyb a neutralizovat motilitu celé bakterie. Tyto specifické protilatky vSak

budou uc¢inné pouze v prvnich fazich salmonelové infekce - jak jiz bylo receno,
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exprese flagelarnich proteinii je salmonelou aktivné tlumena pfi internalizaci
bakterie do intracelularniho prostoru (Cummings a kol. 2005, Alaniz a kol. 2006).
Indukce tvorby protilatek se vpripadé vySe zminénych antigenti déje
mechanismem nezavislym na T lymfocytech. Povrchové struktury patogennich
bakterii (lipopolysacharidy) a polymerni molekuly sopakujicimi se motivy
(flagelarni proteiny) funguji jako tzv. T-nezavislé antigeny (Hofejsi a Barttliiikova
2009). Tyto polymerni antigeny se vazou na velky pocet receptorid B bunék (BCR),
tim je shlukuji a dochazi k aktivaci a proliferaci B lymfocytii. Pro naslednou sekreci
imunoglobulinti je vsak nutny druhy signal, kterym je vazba téchto struktur na Toll-
like receptory (TLR-4 pro LPS a TLR-5 pro flagellin). Jedna se tedy o propojeni
vrozenych mechanismli imunity stémi adaptovanymi pro rychly a efektivni boj
s infek¢nimi mikroorganismy (Vos a kol. 2000). Témito mechanismy se vSak tvori
imunoglobuliny tfidy M a pouze nékteré subtypy tridy G (IgG3). K izotypovému
presmyku na dalsi tridy protilatek je uz zapotrebi zapojeni T-lymfocytl (Sinha a
kol. 1997). Specifické imunoglobuliny proti salmonelovym proteinim se také tvori
T-zavislymi procesy a vyZaduji prezentaci antigeni vkomplexu s MHC-II
molekulami a vznik antigenné specifickych klont Ty bunék. Ty se pak ucastni

naslednych procesii spadajicich do bunécné odpovédi.

1.4.2. Bunécna odpoveéd

Aktivované B lymfocyty mohou castecné slouzit, podobné jako makrofagy a
dendritické bunky, jako antigen prezentujici buiiky - vystavuji na svém povrchu
peptidové antigeny v komplexu s MHC-II, po internalizaci komplexu antigenu a
protilatky, a jsou pak rozpoznavany pomocnymi Ty lymfocyty. Bakterie salmonel
vSak mohou B lymfocyt infikovat bez predchozi vazby na BCR a miZe dochazet ke
kros-prezentaci, podobné jako v pripadé dendritickych bunék a intracelularnich
antigent, a B builtky mohou poté na svém povrchu vystavovat antigen v komplexu
s MHC-I a indukovat tak odpovéd CD8* T bunék (Lopez-Medina a kol. 2014).
Adaptivni bunécna odpovéd - odpovéd specifickych T-lymfocyti hraje velmi
vyznamnou roli pfi eliminaci salmonel v pozdéjsi fazi infekce. To zahrnuje zejména
zabijeni intracelularnich bakterii preZivajicich v makrofazich ve sleziné a jatrech
(Sinha a kol. 1997). Byly vSak popsany mechanismy, kdy dochazi k negativni

regulaci antigen-specifickych CD4 i CD8 T bunék diky aktivaci programované smrti
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bunék. Dochazi ke zvySené expresi PD-1 ligandu (programmed cell death protein)
v infikovanych bunikach (makrofagy, B bunky), ktery se vaZe na PD-1 protein T
lymfocytd. Nedochazi k proliferaci téchto bunék a k eliminaci bakterie naslednymi
mechanismy, coz miiZze vést k chronickému priibéhu infekce (Lopez-Medina a kol.
2015).

Rovnovaha mezi intenzitou zanétu a mirou indukce specifické bunécné a
humoralni odpovédi tak muze vést k projevim akutni infekce, dlouhodobému

bezpriznakovému bacilonosi¢stvi nebo i eliminaci infekce z organismu.

1.5. Pasivni prenos imunity

Diky epiteliochoridlnimu typu placenty prasat - krevni obéh matky a plodu
oddéluje Sest vrstev tkané, dochazi kpasivnimu prenosu imunity vyhradné
postnatalné. Z mlécné zlazy ziskavaji novorozenci kolostrum a mléko, jejichZ
sloZeni se znac¢né lisi. Hlavni imunoglobulin kolostra je IgG s malym mnoZstvim IgA
a IgM protilatek. Proporciondlné odpovida obsahu v séru, celkova koncentrace je
vSak jesSté vyssi. Oproti tomu v mléku prevlada IgA, ktery je syntetizovan piimo
v mléc¢né Zlaze (Bourne 1973, Pastoret a kol. 1998).

Pfenos makromolekul (ne jen protilatek) pres gastrointestindlni trakt
novorozence je umoznén tvorbou vezikul v epitelidlnich burikach. Pokud se takto
absorbuji IgA protilatky, tyto jsou pak dale redistribuovany na slizni¢ni povrchy.
Prostup latek do cirkulace novorozence je mozZny pouze po omezenou dobu.
Absorpce aktivnich intaktnich molekul je usnadnéno nékolika faktory. Zaludek
novorozenci jesSté neprodukuje velké mnozstvi kKyseliny chlorovodikové, pepsin -
dominantni proteolyticky enzym Zaludku je vprvnich dnech nahrazen
chymosinem, jenZ specificky Stépi k-kasein. Kolostrum navic obsahuje inhibitory
trypsinu, aby nedochazelo ke Stépeni prijatych imunoglobulinii (Rooke a Bland
2002).

Béhem 24 aZ 36 hodin od porodu dochazi k uzavreni streva (tzv. gut closure),
coZ je déj indukovany absorpci jednoduchych sacharidi pripadné nékterymi
hormony (Rooke a Bland 2002). Po této dobé uZ neni zvife schopno protilatky
transportovat pies basolaterdlni membranu enterocytli a vyuzivat je tak v krevnim
Fecisti. Zistavaji v lumenu stieva, kde vsak také hraji velmi dileZzitou roli v boji

proti infekci v prvnich tydnech Zivota, nez bude imunitni systém novorozence
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schopen aktivné tvoftit specifické protilatky. V této dobé se zarovenn méni sloZeni
kolostra/mléka, kde zacinaji prevladat pravé imunoglobuliny tridy A.

Kromé prenosu protilatek je vSak dobi'e popsan i transfer leukocytli z kolostra
do krevniho obéhu potomka. Dominantni jsou v tomto pripadé polymorfonuklearni
leukocyty, velkou mérou jsou vSak zastoupeny i bunky adaptivni imunity -
lymfocyty. Jejich pocet je nejvyssi v dobé porodu a béhem nasledujicich nékolika
hodin konstantné klesa (Hlavova a kol. 2014). Prekonavaji epitelialni bariéru streva
a krvi se dostavaji do perifernich tkani - miznich uzlin, jater, sleziny, plic.
Dominantnim subtypem v prasec¢im kolostru jsou CD8* oproti CD4*. Tyto lymfocyty
jsou navic, podobné jako kolostralni protilatky, antigenné specifické a pomahaji tak
chranit novorozené sele pred infek¢nim tlakem prostredi (Nechvatalova a kol.

2011).

1.6. Salmonelové vakciny

Kontrola salmonelovych infekci v chovech hospodarskych zvirat je diky
schopnosti salmonel kolonizovat jiné zvireci druhy a preZivat v prostiedi nezbytna.
Jednou zmozZnych cest této kontroly je vakcinace. Kromé sniZeni samotné
prevalence salmonelovych onemocnéni se vhodnym ockovanim také sniZuje
spotieba antibiotik a tim i vznik rezistentnich druhi bakterii (Andre a kol. 2008).

Dosud jedind komerc¢né dostupna vakcina pro prasata, registrovana v Némecku
a Polsku, je vakcina Salmoporc®. Jedna se o Zivou, dvakrat atenuovanou vakcinu
odvozenou od S. Typhimurium (Springer a kol. 2001). Vakcinace prasat touto
vakcinou vede kvyznamnému snizeni kolonizace organt stifeva a prilehlych
miznich uzlin salmonelami. Ackoli kmen pouZity ve vakciné je odliSitelny od
divokého typu pomoci auxotrofie nebo jinymi molekuldarné biologickymi metodami,
neumoznuje sérologické rozliSeni zvirat infikovanych od téch vakcinovanych. Selke
a kol. (2007) pouzili isogenni mutant vakcinatniho kmene s deleci genu pro
povrchovy protein OmpD. Protilatky proti tomuto proteinu se vytvari u prasat po
prirozené infekci, nikoli po aplikaci vakciny. Toto je typicky priklad negativni
markerové vakciny, ktery umoZnuje odliSit zvirata vakcinovana a infikovana
z protilatek v jejich séru - DIVA vakciny (Differentiating Infected from VAccinated
individuals) (van Oirschot 1999). Bézné pouZzivané sérologické diagnostické testy

odhalujici salmonelové infekce jsou zaloZeny na detekci protilatek proti O-
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antigenim povrchovych lipopolysacharidi. Tyto testy vSak nedokaZi rozeznat
zvirata infikovana od zvirat vakcinovanych, pokud se nepouzije vakcina¢ni kmen
s deleci v genu zodpovédném za sestaveni LPS struktury. Leyman a kol. (2011)
pripravili mutantni kmeny S. Typhimurium s deleci gent rfal, rfa], rfal, rfaG, rfaF a
rbfA, kazdy zodpovédny za pripojovani jinych mono/disacharidovych jednotek pri
vystavbé LPS. Bearson a kol. (2016) pripravili ArfaH mutantni kmen spole¢né
s mutaci nékolika regulatornich RNA genti. Obé skupiny dosahly sniZeni kolonizace
vnitinich organi po infekci S. Typhimurium resp. S. Choleraesuis. Bakterialni LPS
vSak miize hrat ddlezitou roli jako aktivator imunitni odpovédi a muze tak byt
dtlezitou soucasti v navozeni protektivity takovéto vakciny (Zariri a van der Ley
2015, Arenas 2012). PouZivani geneticky modifikovanych Zzivych vakcina¢nich
kmeni vSak s sebou také nese urcita rizika a omezeni. VSeobecna netolerance GMO
a slozity legislativni proces znesnadiiuje zavedeni takovéto vakciny v chovech.
Vyuziti Zivych atenuovanych kmentl ssebou zase nese urcité riziko v podobé

opétovného znovuziskani patogennich vlastnosti.
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2. Cile disertacni prace

1) Srovnani patogeneze onemocnéni vyvolané dvéma nejcastéji se
vyskytujicimi sérovary salmonel u prasat - S. Typhimurium a S. Derby,
zahrnujici:

- invivo infekci prasat, kolonizaci jejich organli salmonelami,
protilatkovou a buritkami zprostredkovanou imunitni odpovéd’
- odpovéd po in vitro infekci izolovanych, z monocyti derivovanych

prasecich makrofagt

2) MozZnosti vakcinace prasat
- vakcinace prasnic pred porodem a pienos protektivni imunity na
sajici selata

- kriZova protektivita vakciny odvozené od kmene S. Typhimurium

pied S. Derby infekci

3) RozliSeni infikovanych prasat od prasat vakcinovanych pfipravovanou
vakcinou - DIVA
- nalezeni antigenti rozliSujicich vakcinovana a infikovana zvirata a
priprava rekombinantnich proteini

- navrh sérologickych testl vyuzivajici tyto antigeny
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3. Material a metody

3.1. Bakterialni kmeny

V této praci byly pouZity kmeny Salmonella enterica subsp. enterica sérovar
Typhimurium (S. Typhimurium, STM), fagovy typ DT104 (¢islo kmene 1A5
bakteridlni sbirky oddéleni imunologie Vyzkumného ustavu veterinarniho
lékarstvi), Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Derby (S. Derby, SD), kmen
Del (¢islo kmene 19H3, Volf a kol. 2010) a Salmonella enterica subsp. enterica
sérovar Infantis (S. Infantis, SI, ¢islo kmene 1A3 bakteridlni sbirky oddéleni
imunologie Vyzkumného tUstavu veterinarniho lékatstvi). Bakterie byly kultivovany
pres noc pri 37°C v LB médiu (Miller's LB Broth Base, Invitrogen, USA) nebo v BHI

médiu (Brain heart infusion, Oxoid, Velka Britanie), jak bude popsano dale.

3.2. Srovnani patogeneze S. Typhimurium a S. Derby u prasat

3.2.1. Experimentalni infekce prasat

Do infek¢niho experimentu byla zarazena sérologicky i bakteriologicky
negativni selata z komercniho chovu odstavena 21 dni po narozeni. Zvirata byla
rozdélena do 4 skupin a infikovana tyden po ustajeni - 28 dni od narozeni. Prvni
kontrolni skupina péti zvirat byla salmonela-negativni po celou dobu experimentu.
Druha skupina péti zvirat byla infikovana oralni cestou 1 x 108 CFU kultury S.
Typhimurium. Treti skupina o péti zviratech byla infikovana 1 x 108 CFU kultury S.
Derby. Posledni skupina 10 selat byla infikovana smésnou kulturou S.
Typhimurium a S. Derby (5 x 107 + 5 x 107 CFU). Béhem prvniho tydne
experimentu byly denné odebirany vzorky trusu pro kazdou skupinu zvirat. Od
druhého tydne byly odebirany dvakrat tydné. Na konci experimentu - po 28 dnech
byla selata v anestezii usmrcena a byly odebrany vzorky vnitinich organa - tonzily,
sleziny, ileocékalni mizni uzliny, ilea, céka a kolonu. Ze vzorki trusu a organt byly
poté stanoveny pocty salmonel vysetim rtizného fedéni vzorki homogenizovanych
tkani na misky sagarem. Polty bakterii byly poté prevedeny na logaritmické
hodnoty. Vzorky negativni na pritomnost salmonel touto metodou byly obohaceny

v polotuhém Rappapoort-Vassiliadis médiu (Oxoid, Velka Britanie) pro kvalitativni
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stanoveni. Vzorklim pozitivnim pouze touto metodou byla prirazena hodnota 1,

negativni vzorky v obou testech mély hodnotu 0.

3.2.2. Protilatkova odpovéd

Pred samotnou infekci a pak jednou tydné byla od kazdého zvirete odebrana
periferni krev. Hladiny IgG protilatek proti salmonele byly stanoveny soupravou
Salmotype® Pig Screen ELISA (Qiagen, Némecko), detekujici anti-LPS protilatky.
IgM protilatky proti lipopolysacharidu byly naméreny ELISA metodou s vyuZitim
purifikovaného O-antigenu kmene S. Typhimurium (Sigma-Aldrich, USA). Méfeni
hladin protilatek proti SipB proteinu bylo provedeno stejnou metodou za pouziti
rekombinantné pripraveného proteinu SipB (viz sekce 3.4.6.). Antigeny v 0,05 M
sodném karbonat-bikarbonatovém pufru o pH 9,6 byly pii 4°C pfes noc navazany
do jamek mikrotitracnich desek (MaxiSorp, Nunc, Dansko) a poté blokovany po
dobu 30 minut 1% kaseinovym hydrolyzatem (Imuna, CR) v PBS s 0,05 % Tween-
20 (PBS/T, Serva, Némecko). Jamky byly nasledné inkubovany (1 hod, LT) se 100x
fedénymi prasec¢imi séry, promyty PBS/T a kone¢né inkubovany s kozim anti-
prase¢im IgG konjugovanym s HRP (A100-104P, Bethyl Laboratories, USA) nebo
kozim anti-prase¢im IgM konjugovanym s HRP (A100-100P, Bethyl Laboratories,
USA). Po promyti byl ptidan chromogenni substrat TMB Complete (Test-line, CR) a
po 10 minutach reakce zastavena 2 M kyselinou sirovou (Penta, CR). Absorbance
byly méreny pri 450 nm na pristroji Synergy H1 (Biotek, USA). VSechny vzorky byly
ELISA metodami méfreny v duplikitech. Pozitivni hodnota byla stanovena jako
primér absorbanci kontrolnich vzorkl plus tfi smérodatné odchylky (Jacobson
1998). Pozitivni hodnota komer¢ni soupravy byla urcena vyrobcem jako 15 %

interni pozitivni kontroly.

3.2.3. Transformacni test lymfocyti (LTT)

Heparinizovana krev selat byla inkubovana se specifickym antigenem
v mnozstvi 2,5 pg proteint S. Typhimurium nebo S. Derby na mililitr krve, po dobu
5 dni pii 37°Cv 5 % CO2. 20 hodin pied koncem inkubace bylo pridano 50 ul RPMI
média (GE Healthcare, Velkad Britanie) s 3H-thymidinem (5 pCi/ml). Inkorporace
3H-thymidinu jako markeru cDNA replikace a klondlni expanze byla analyzovana

pomoci destickového scintila¢niho ¢itace TopCount NXT™ (Packard Bioscience
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Instrument Company, USA). Vysledky byly vyjadieny stimulacnimi indexy,
vypocitané jako pomér CPM (counts per minute) stimulovanych vzorki k CPM
nestimulovanych Kkontrol. Mezni hodnota byla stanovena priimérem hodnot

kontrolnich vzork plus trojnasobek standardni odchylky.

3.2.4. Uvolnéni IFNy z lymfocytia

Heparinizovana krev selat byla inkubovana se specifickym antigenem
v mnoZstvi 2,5 pg proteint S. Typhimurium nebo S. Derby na mililitr krve, po dobu
24 hodin pti 37°C v 5 % CO. Poté byla centrifugaci (10 min pti 2400 x g) oddélena
plasma a pouzita pro detekci uvolnéného IFNy komer¢énim ELISA kitem (Invitrogen,

USA).

3.2.5. Invitro infekce MDM

Mononuklearni buiiky periferni krve byly izolovany z heparinizované krve tii
zdravych, 2-4 meésice starych selat pomoci centrifugace v hustotnim gradientu
v Histopaque-1077  (Sigma-Aldrich, USA). CD14* bunikky byly izolovany
magnetickym sortingem s mysi anti-prase¢i CD14 monoklonalni protilatkou
(MCA1218, AbD Serotec, Velka Britanie) vyuZitim MACS separac¢niho systému podle
instrukci vyrobce (Miltenyi Biotec, Némecko). Izolované buriky byly inkubovany pri
37°Cv5 % CO2 v DMEM médiu (Gibco, Life Technologies, USA) s 10% prasec¢im
sérem (PAA, Velizy-Villacoublay, Francie) a antibiotiky (penicilin 100 IU/ml,
Biotika, Slovensko; a streptomycin 0,2 mg/ml, Sigma, Némecko). Po ¢tyrech dnech
kultivace byly z monocyti derivované makrofagy (MDM) promyty Ccerstvym
médiem bez antibiotik a nasledné byly infikovany S. Typhimurium nebo S. Derby
v mnozstvi 10 bakterii na bunku. Po jedné hodiné byly extracelularni bakterie
zabity pridavkem gentamicinu (Sigma-Aldrich, USA) v koncové koncentraci 100
ug/ml. Po dalsi hodné bylo médium opét vyménéno za cerstvé s pridavkem
gentamicinu (15 pg/ml) k zabranéni extracelularni replikace salmonel. MDM byly

dale kultivovany 22 hodin.
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3.2.5.1. Smrt MDM a uvolnéni laktat dehydrogenazy (LDH)

Smrt MDM bunék byla stanovena méfenim mnoZstvi uvolnéné laktat
dehydrogenazy do média pomoci CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay
podle doporuceni vyrobce (Promega, USA).

3.2.5.2. Uvolnéni IL-18

IL-1B uvolnény z MDM do média byl stanoven pomoci ELISA soupravy IL-1f
pig ELISA podle instrukci vyrobce (R&D Systems, USA).

3.2.5.3. Aktivace kaspazy-1

MDM bunky byly lyzovany v Laemmli pufru (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8 (Carl
Roth, Némecko), 2 % SDS (Carl Roth, Némecko), 10 % glycerol (Penta, CR), 0,1 % B-
merkaptoethanol (Sigma_aldrich, USA), 0.0005 % bromfenolova modi (Lachema,
CR)), separovany na 12% SDS-PAGE gelu a transferovany na PVDF membranu
(Amersham, GE Healthcare, Velka Britanie). Membrany byly pies noc blokovany v 1
% kaseinového hydrolyzatu (Imuna, CR) pfi 4°C. Poté byly inkubovany
s primarnimi protilatkami - krali¢i polyklonalni protilatka proti kaspaze-1
(APO0006PU-N, Acris Antibodies, USA) nebo mysi IgG proti (-aktinu (ab6276,
Abcam, VB), jednu hodinu pti pokojové teploté. Po promyti v PBS s 0,05 % Tween-
20 (Serva, Némecko) byly 1 hodinu inkubovany pfi pokojové teploté se sekundarni
protilatkou - kozi anti-krali¢i IgG (111-035-008, Jackson Immuno Research, USA)
nebo osli anti-mys$i IgG (715-035-151, Jackson Immuno Research, USA), obé
konjugované s kienovou peroxidazou. Po dalSim promyti byly komplexy Ag-Ab

vizualizovany chemiluminiscencni soupravou ECL plus (GE Healthcare, VB).

3.3. Vakcinace prasat

Vakcinace prasnic v téchto experimentech probihaly ve stejném schématu. 1 ml
kultury S. Typhimurium kultivované v BHI (brain heart infusion) médiu (Oxoid,
Velka Britanie) do mnoZstvi 1 x 10° CFU na ml, inaktivované formaldehydem
(celkové mnozstvi 1 %) a smichané se stejnym objemem ISA50V2 adjuvans (Seppic,
Francie), bylo aplikovano intramuskularné do krku zvirete. Po 14 dnech od

aplikace prvni davky byla zvirata revakcinovana stejnou davkou vakciny.
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3.3.1. Infekce selat

Ctyti dny po narozeni byla selata vakcinovanych a nevakcinovanych prasnic
inokulovana 1 x 107 CFU Kkultury S. Typhimurium v experimentu stanovujicim
chranénost selat (4.2.1.) a 2,4 x 107 CFU kultury S. Typhimurium nebo 2,6 x 107
CFU S. Derby v nasledujicim experimentu srovnavajicim krizovou protektivitu
(4.2.2.). Stanoveni poCtu salmonel kolonizujicich jednotlivé organy prasat je

popsano v sekci 3.2.1.

3.3.2. Protilatkova odpovéd’

Hladiny specifickych IgG protilatek proti salmonele v séru byly stanoveny
soupravou Salmotype® Pig Screen ELISA (Qiagen, Némecko). Specifické IgA
protilatky v séru a jejunu byly naméreny ELISA metodou s O-antigenem LPS kmene
S. Typhimurium (Sigma-Aldrich, USA) postupem podobnym jako pti méfeni IgG
v sekci 3.2.2. Pro stanoveni IgA protilatek byla séral00x zredéna, jejundlni lavaz
fedéna dvakrat v PBS (Lonza, Svycarsko). Jako sekundarni protilatky bylo pouZito
kozi anti-prase¢i IgA protilaitky konjugované sHRP (A100-102P, Bethyl
Laboratories, USA).

3.3.3. Inhibice motility salmonel

Vliv anti-STM protilatek na pohyblivost bakterii S. Typhimurium a S. Derby byl
testovan in vitro inhibicnim testem (podle Forbes 2008). Misky s LB agarem
(Invitrogen, USA) bez ptridaného séra, se 100x nebo 1000x fedénym hyperimunnim
sérem (inaktivovanym teplem) vakcinovanych prasnic byly inokulovany 1 pl 20 h
kultury S. Typhimurium nebo S. Derby kultivované v tekutém LB médiu (Invitrogen,
USA). Po dobu 8 hodin byla sledovana migrace bakterii agarem. Test motility byl

proveden dvakrat pro kazdé ze dvou prasecich sér.

3.3.4. Trivalentni inaktivovana vakcina

Trivalentni vakcina byla pripravena kombinaci antigen tfi sérotypii salmonel -
S. Typhimurium, S. Derby a S. Infantis (TDI vakcina). Stejné jako monovalentni
vakcina i tato varianta vyuziva kultur inaktivovanych formaldehydem (1 % celkové

koncentrace) a je smichana se stejnym objemem adjuvans ISA50V2 (Seppic,
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Francie). Trivalentni vakcina je ptripravovana ve spole¢nosti Bioveta, a. s., kde byla
také ovérena ucinnost této TDI vakciny provedenim infek¢niho experimentu na
selatech vakcinované a nevakcinované prasnice ve stejném schématu jako je
popisovano v kapitole 3.3. Selata byla inokulovana stejnym mnoZstvim kultury
STM, SD nebo SI a byla stanovena mira kolonizace stfeva a prilehlé mizni uzliny

jednotlivymi kmeny salmonel.

3.3.4.1. RozliSeni sérovar-specifickych protilatek

Pro rozliSeni protilatek specifickych pro jednotlivé sérovary jsme vyuZzili
rozdilnosti v konkrétnich antigennich strukturach salmonel. S. Infantis se od
zbylych dvou sérovari lisi strukturou lipopolysacharidu. A ackoli vSechny tfi
sérovary disponuji biciky, tvorenymi podjednotkami FliC proteinu, sekvence tohoto
proteinu neni shodna pro vSechny sérovary. Byly vytvoreny fragmenty FliC
proteinu se specifickou sekvenci pro S. Typhimurium a S. Derby. Primery pro tyto
sekvence jsou uvedeny v Tabulce 1. Dale byly vytvotreny rekombinantni fragmenty
téchto proteinii postupem shodnym s postupem uvedenym v kapitole 3.4.6. Izolace
LPS kmene S. Infantis byla provedena metodou fenolové extrakce. 200 ml nocni
kultury S. Infantis v tekutém LB médiu (Invitrogen, USA) bylo stofeno (10 min,
3500 x g) a promyto v PBS (Lonza, Svycarsko), bunééna peleta resuspendovana ve
20 ml deionizované vody a nasledné zahiata na 68°C. Ke vzorku byl dale pridan
stejny objem 90% fenolu (Reactivul, Rumunsko) zahiatého na 65-68°C a za stalého
michani byla udrZovana tato teplota. Po 30 minutach byla smés zchlazena na ledu
na 5-10°C. Roztok byl centrifugovan po dobu 30 minut pti 1000 x g a byla odebrana
horni vodna faze. Vzorek byl 20 hodin dialyzovan proti tekouci vodé. Nasledné byl
ptidan 1 ml 30% octanu sodného (Dorapis, CR) a 6-8 nasobek objemu ¢istého
ethanolu (Penta, CR). Po centrifugaci byl vysraZeny LPS postupné promyt
v methanolu (J. T. Baker, USA), acetonu (Penta, CR) a diethyletheru (Penta, CR),
ktery byl po stoCeni odparen pri laboratorni teploté.

Pro analyzu specifickych protilatek proti témto antigenim byl proveden
western blot podle stejného postupu jako je popsano v kapitole 3.4.7.1. Byla
analyzovana séra mysi vakcinovanych monovalentnimi inaktivovanymi vakcinami
stejného sloZeni jako u vakcinace prasat (provedeno v Bioveta, a. s.). MySi séra byla

100x redéna a jako sekundarni protilatky bylo pouZito osli anti-mysi IgG protilatky
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(715-035-151, Jackson ImmunoResearch, USA). Mysi anti-HisTag protilatka (MA1-
21315, Pierce, Thermo Scientific, USA), se stejnou sekundarni protilatkou, byla

pouzita jako pozitivni kontrola pritomnosti rekombinantniho proteinu.

Tabulka 1 Primery sérovar-specifickych fragmentii proteinu FliC a predpoklddand molekulovd
hmotnost produktii véetné sekvence HisTagu

Protein Forward primer 5°-3’ Expected
Reverse primer 5°-3" | protein MW
STM_FliC-frag ACGCTGAATGTGCAACAAAAATATAAGGTC 26.0 kDa
ACCTTCGGCTTTACTTGCAGCG
SD_FliC-frag GGGTTCAATGTTAATGGGCCAAAAGAAG 27.2 kDa
GCCAGAAGCTGTTTTGTCAATAAACATGG

3.4. RozliSeni post-infek¢nich a post-vakcinacnich protilatek

K nalezeni antigeni vhodnych pro sérologické rozliSeni infikovanych a
vakcinovanych prasat byl pouZit postup znazornény schématem na Obr. 1. Z
kontrolnich, sérologicky negativnich zvirat, ze zvirat vakcinovanych a ze zvirat 28
dni po infekci bylo ziskdno sérum. Imunoafinitni chromatografii byly zachyceny
antigeny S. Typhimurium vazajici se na protilatky v kontrolnich, post-infekénich a
post-vakcinacnich sérech. Hmotnostni spektrometrii byly tyto proteiny
identifikovany. Vybrané proteiny byly klonovany do expresniho vektoru E. coli,
exprimovany a testovany western blotem s kontrolnimi, post-infek¢nimi a post-

vakcinaCnimi séry. Vybrané antigeny byly pouZity pro konstrukci DIVA ELISA.
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3.4.1. Infekce a vakcinace odstavenych selat

V tomto infekénim experimentu bylo pouzito 36 selat po odstavu - 21 dni od
narozeni a ty byly rozdéleny do tfi skupin po 12. Prvni kontrolni skupina byla
sérologicky negativni na protilatky proti salmonele (stanoveno komer¢nim kitem
Salmotype® Pig Screen ELISA, Qiagen, Némecko). DalSich 12 selat bylo tyden po
ustdjeni infikovano oralni cestou davkou 1 x 108 CFU kulturou Salmonella
Typhimurium kultivovanou v BHI médiu (Oxoid, Velka Britanie). Treti skupina
zvirat byla vakcinovana 1 ml vakciny pripravené zinaktivované kultury S.
Typhimurium, jak je uvedeno v kapitole 3.3. Krev vSech zvirat byla odebirana

v tydennich intervalech.

3.4.2. Izolace IgG protilatek

Séra tii ndhodné vybranych zvirat z kazdé skupiny byla smichana a z nich
izolovany IgG protilatky pomoci kolonek s Proteinem G (HiTrap Protein G HP, GE
Healthcare, Velka Britdnie) podle instrukci vyrobce. Afinitni chromatografie byla

provedena na FPLC chromatografu (Pharmacia, Svédsko).

3.4.3. Priprava proteinového lyzatu salmonel

Bakterie S. Typhimurium byly kultivovany ptes noc pri 37°C v LB nebo BHI
médiu. Kultura byla poté centrifugovana (3500 x g, 10 min) a peleta bunék trikrat
promyta v PBS (Lonza, Svycarsko). Bunééna peleta byla poté resuspendovana v PBS
a sonikovana (Sonoplus HD 3100, Bandelin, Némecko) s0,1 mm
zirkonium/kfemennymi kulickami (BioSpec Products, USA). Sonikat byl
centrifugovan pri 20.000 x g a supernatant s proteiny odebran. Peleta po stoceni
byla jeSté resuspendovana v roztoku 8 M mocoviny (Serva, Némecko), 0,1 % SDS
(Carl Roth, Némecko), 2 % Triton X-100 (Serva, Némecko) a 25 mM
hydrogenuhlicitanu triethylamonného - TEAB (Sigma-Aldrich, USA) a poté opét
sto¢ena pii 20.000 x g. Supernatanty zTEAB i ze sonikdtu byly smichany

dohromady a pouzity jako antigen pro immunoafinitni chromatografii.
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3.4.4. Imunoafinitni chromatografie

IgG izolované ze tifi skupin zvirat byly kovalentné navdzané na CNBr-
aktivovanou Sepharosu (GE Healthcare, Velkd Britanie) podle navodu vyrobce.
Sepharosou s navdzanymi imunoglobuliny byly naplnény tfi kolonky Econo-Pac
(BioRad, USA) a pouZity v chromatografickém sytému. Jako antigen byl pouZit
proteinovy lyzat z S. Typhimurium kultivované v LB médiu. Chomatografie
probihala ve vazném pufru - 20 mM fosfatovy pufr o pH 7,0 (Serva, Némecko), pro
eluci salmonelovych proteint z kolon byl pouzit 0,1 M glycin-HCl (Serva, Némecko)
elucni pufr o pH 2,7. K eluovanym proteinim byl priddn 1 M Tris-HCl (Carl Roth,
Némecko), pH 9,0 pro upraveni hodnot pH. Eluované proteiny byly poté

identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie.

3.4.5. LC-MS/MS

Stejny postup identifikace proteint z imunoafinitni chromatografie byl pouZzit
také pro stanoveni exprese salmonelovych proteint v zavislosti na kultivacnich
podminkach.

100 pg proteini (méireno pomoci PierceTM BCA Protein Assay Kit, Thermo
Scientific, USA) bylo pouZito pro pripravu kaZzdého vzorku metodou FASP
(Wisniewski a kol. 2009). Kazdy vzorek byl pétkrat promyt v 8 M mocoviné (Serva,
Némecko) v centrifugacnich kolonkach Vivacon 500 (Sartorius Stedim, Némecko)
s 10.000 MWCO membranovym filtrem. 10 mM dithiothreitol (Sigma-Aldrich, USA)
a 50 mM jodacetamid (Serva, Némecko) v 25 mM TEAB pufru (Sigma-Aldrich, USA)
byl pouzit pro redukci, respektive alkylaci proteinti. Proteiny byly poté Stépeny
trypsinem (Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega, USA) v poméru 1:50 po
dobu jedné hodiny pri 37°C, poté pres noc pri 25°C. Po centrifugaci Vivacon
kolonky byly nastépené peptidy odpareny (DNA120 SpeedVac, Thermo Savant,
USA) a peletka peptidi resuspendovdna v 0,1 % vodného roztoku Kkyseliny
mravenci (Sigma-Aldrich, USA), coZz je mobilni faze kapalinové chromatografie
(UltiMate 3000 RSLCnano, Dionex - Thermo Scientific, USA) pred samotnou
analyzou hmotnostnim spektrometrem. Pro separaci a eluci peptidd byl pouzit
dvouhodinovy gradient se zvySujici se koncentraci acetonitrilu (0,1 % kyseliny

mravenci v acetonitrilu, obé Sigma-Aldrich, USA) (0 min - 4 %, 4 min - 4 %, 98 min -
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45 %, 98,5 min - 90 %, 112 min - 90 %, 112,5 min - 4 %, 120 min - 4 %). Peptidy
byly separovany na 25 cm koloné (Acclaim PepMap RSLC C18, 2 pm, 100 4, 75 pm
.D., Thermo Scientific, USA) pti pritoku 300 nl/min. uHPLC byl napojen na iontovy
zdroj EASY-Spray a hmotnostni spektrometr Orbitrap Velos Pro (Thermo Scientific,
USA). Skenovani probihalo vrozmezi m/z 390-1700 a protonované peptidy
s nabojovym cislem 2 a vice byly automaticky vybrany pro data dependentni
analyzu MS/MS a fragmentovany kolizi s plynem helia. Deset fragmentacnich
spekter bylo naméreno po kaZzdém full skenu. Nameérena spektra byla poté
zpracovana pomoci softwaru Proteome Discoverer (ver. 1,4, Thermo Scientific,
USA) s prohledavacimi algoritmy Mascot (Matrix Science, USA) a Sequest HT
(Thermo Scientific, USA). Oxidace methioninu a karbamidomethylace cysteinu byly
pridany jako dynamické, respektive statické modifikace peptidd. Hmotnostni
tolerance byly nastaveny na 10 ppm pro prekurzorové a 0,5 Da pro fragmentové
ionty. Naméiena spektra byla prohledana proti Swiss-Prot databazi kmene
Salmonella (2014/06) pro Mascot a Uniprot databazi kmene Salmonella (2013/04)
pro Sequest HT. Pouze peptidy s FDR (false discovery rate) 0,05 byly povazovany

za spravneé identifikované.

3.4.6. Priprava rekombinantnich proteini a jejich purifikace

Primery pro vSechny vybrané salmonelové proteiny byly navrZeny pomoci
NCBI/Primer BLAST a jsou uvedeny v Tabulce 2. Salmonelova DNA - supernatant
zpromyté a po dobu 10 min povarené STM bakteridlni kultury - slouzil jako
templat pro PCR reakci s Taq polymerazou (Plain PP Master Mix, Top Bio, CR).
Produkty PCR reakci byly purifikovany pomoci soupravy MinElute PCR Purification
Kit (Qiagen, Némecko), klonovany do pTrcHis-TOPO vektoru (Invitrogen, USA) a
rekombinantni proteiny exprimovany v TOP10 One Shot chemicky kompetentnich
E. coli bunikach (Invitrogen, USA). IPTG v konec¢né koncentraci 1 mM byl pouZit pro
indukci exprese proteini. Rekombinantni proteiny s pripojenymi HisTag
sekvencemi na svych N koncich byly izolovany v HiTrap Chelating HP kolonkach
(GE Healthcare, VB) snavazanymi ionty niklu. Ve zkratce - nocni kultura
transformovanych E. coli v LB médiu byla promyta v PBS a burnky byly sonikaci
rozbity. Po stoCeni sonikatu byl supernatant s proteiny preveden to vazného pufru

(0,02 M fosfat sodny (Serva, Némecko), 0,5 M NaCl (Carl Roth, Némecko), 5 mM
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imidazol (Serva, Némecko), pH 7,4) svyuZitim odsolovacich kolonek (PD-10,
Sephadex G-25, GE Healthcare, VB). Afinitni chromatografie s vazanym kovem byla
provedena na FPLC systému (Pharmacia, Svédsko). Po promyti navazanych
proteinli pufrem s vys$$im obsahem imidazolu (40 mM) byly proteiny eluovany
elu¢nim pufrem (0,02 M fosfat sodny, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,4).

Pokud bylo potreba dalstho kroku purifikace, bylo toto provedeno pomoci
preparativni elektroforézy na systému Model 491 Prep Cell (BioRad, USA) podle
instrukci vyrobce. Pro ovéreni exprese a Cistoty proteint bylo vyuzito SDS-PAGE a
obarvenim geld pomoci Coomassie Briliant Blue R250 (BioRad, USA) a western
blotu s mysi anti-HisTag protilatkou (MA1-21315, Pierce, Thermo Scientific, USA).

Tabulka 2 Primery rekombinantnich salmonelovych proteinii a predpoklddand molekulovd
hmotnost produktii véetné sekvence HisTagu

Protein | Forward primer 5'-3° Expected
Reverse primer 5°-3" | protein MW

BamB ATGCAATTGCGTAAATTACTTCTGCC 45.8 kDa
TTAACGCGTAATCGCGTAGACC

FliC-frag | ACGCTGAATGTGCAACAAAAATATAAGGTC 25.8 kDa
ACCTTCGGCTTTACTTGCAGCG

MetQ ATGGCGTTCAAATTCAAAACCTTTGCGG 33.3 kDa
TTACCAGCCTTTCACCGCGCC

Prgl ATGGCAACACCTTGGTCAGGCTATC 12.7 kDa
TTAACGGAAGTTCTGAATAATGGCAGCATC

SipC ATGTTAATTAGTAATGTGGGAATAAATCCCGCC 46.8 kDa
TTAAGCGCGAATATTGCCTGCGAT

SipD ATGCTTAATATTCAAAATTATTCCGCT 41.0 kDa
TTATCCTTGCAGGAAGCTTIT

SseB ATGTCTTCAGGAAACATCTTATGGGGAA 25.4 kDa
TCATGAGTACGTTTTCTGCGCTATC

SurA ATGAAGAACTGGAAAACGCTGCTTC 51.1 kDa
TTAGTTACTCAAAATCTTAACGTAAGCGCTG

SipB ATGGTAAATGACGCAAGTAGCATTAGCCG 66.3 kDa
TTATGCGCGACTCTGGCGCAGAATAAAAC

OppA ATGTCTAACATCACGAAAAAAAGTTTG 65.1 kDa
TTAATGTTTGATAATATATAAGTTTTTCACATAAAT

3.4.7. Sérologické testovani

3.4.7.1. Western blot

Purifikované rekombinantni proteiny v Laemmli pufru (viz kapitola 3.2.5.3.)
byly separovany na 10% a 12% SDS-PAGE gelech a preneseny na PVDF membrany
(Amersham, GE Healthcare, VB), které byly nasledné blokovany 1% kaseinovym
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hydrolyzatem (Imuna, CR) pies noc pii 4°C. Poté byly membrany inkubovany se
100x fedénymi prasecimi séry po dobu jedné hodiny pri pokojové teploté. Po
promyti vPBS s0,05 % Tween-20 (PBS/T, Serva, Némecko) byly 1 hodinu
inkubovany pri pokojové teploté skozim anti-prase¢im IgG konjugovanym
s kfrenovou peroxidazou (A100-104P, Bethyl Laboratories, USA). Po dalSim promyti
byly komplexy Ag-Ab vizualizovany chromogennim substratem
diaminobenzidinem (Sigma-Aldrich, USA) s pridanym peroxidem vodiku (Penta,

Ceska republika).

3.4.7.2. ELISA

Postup stanoveni IgG protilatek proti rekombinantnim proteinim byl stejny,
jako je popsano vsekci 3.2.2. Hladiny IgG protilatek proti LPS byly stanoveny
pomoci komeréniho ELISA kitu Salmotype® Pig Screen ELISA (Qiagen, Némecko).

3.5. Analyza dat

VSechny grafy byly vytvoreny v programu GraphPad Prism, ver.5 (GraphPad
Software, USA). Statisticka vyznamnost rozdilt mezi skupinami v in vivo testech
kolonizace organi a hladin protilatek, a in vitro testech IL-13, LDH a testu motility
byla analyzovana ANOVA parovym testem s post-hoc Bonferroniho testem
vicenasobného porovnani. Rozdily mezi skupinami v ELISA byly vyjadieny pomoci

ANOVA s Dunnovym post-hoc testem.
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4.Vysledky

4.1. Srovnani patogeneze S. Typhimurium a S. Derby u prasat

Tato kapitola shrnuje vysledky prezentované v publikaci MatiasSovic a kol. 2014
(viz priloha). Na této prdci jsem se podilel odbérem a zpracovdnim orgdnii prasat,

mérenim protildtkové odpovédi a mérenim aktivace kaspdzy-1 pomoci western blotu.

4.1.1. Pocty salmonel ve sledovanych organech po in vivo infekci

Odstavena selata byla pred =zapocetim experimentu sérologicky i
bakteriologicky negativni na pritomnost salmonel. Na konci experimentu - po 28
dnech byla utracena a byla stanovena mira kolonizace nékterych organii bakteriemi
salmonel. Kontrolni skupina zvirat byla negativni ve vSech sledovanych organech.
Ve skupiné po infekci S. Typhimurium byla 4 z 5 selat bakteriologicky pozitivni na
piitomnost salmonel vtonzile a 3 z5 vileocékdlnich miznich uzlinach. VSechny
dalsi sledované organy byly po 28 dnech negativni. U S. Derby infikovanych zvitat
byla prokazana ptitomnost salmonel v tonzile u vSech selat, ve sténé céka u 4 z 5
selat. V dal$ich organech - ileocékalnich miznich uzlinach, sténé ilea a kolonu bylo
vzdy alesponl jedno zvife pozitivni (Obr. 5). Kolonizace orgdnii selat po smésné
infekci S. Typhimurium a S. Derby se podobalo samostatné infekci S. Derby.
Kolonizace sleziny vsak byla oproti negativnimu pribéhu u obou monoinfekci
pozitivni u tii z deseti selat v pripadé smiSené infekce.
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Obrazek 5 Pocty salmonel ve vzorcich orgdnii 28 dni po infekci. Hodnoty jsou uddny jako logaritmus
priiméru poctu salmonel na gram tkdné, chybové tsecky reprezentuji smérodatnou odchylku priiméru.
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4.1.2. Vylucovani salmonel v trusu

Béhem celého infek¢niho experimentu byly odebirany smésné vzorky trusu
zvlaSt pro kaZdou skupinu. Zvirata kontrolni skupiny byla negativni v celém
pribéhu experimentu. U selat po infekci S. Typhimurium byl pozitivni zachyt od
prvniho po 14. den infekce, poté byl trus bakteriologicky negativni. U skupin selat
po infekci S. Derby a smésné infekci byly bakterie salmonel detekovany v celém

pribéhu experimentu.
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Obrazek 6 Priibéh vylucovdni bakterii jednotlivych sérovarii salmonel v trusu béhem experimentu.
Hodnoty jsou uddny jako logaritmus priméru poctu salmonel na gram vzorku trusu. DPI - dny po
infekci

4.1.3. Protilatkova odpovéd’

Dale byla zmétrena protilatkova odpovéd na salmonelové antigeny na thymu

nezavislé (LPS) a T-dependentni antigeny (protein SipB).

4.1.3.1. Protilatkova odpovéd na thymu nezavisla

VSechna zvirata kontrolni skupiny byla béhem celého experimentu sérologicky
negativni na IgM i IgG protilatky proti O-antigenim lipopolysacharidd. Zvysené
hladiny IgM protilatek byly u obou infikovanych skupin (STM i SD) detekovatelné
po 7 dnech od infekce s maximem ve 14. dni. Dale hladina téchto imunoglobulini u
infikovanych skupin konstantné klesala (Obr. 7 A).

Anti-LPS IgG protilatky (Obr. 7 B) vykazovaly pozdéjsi nastup tvorby. Rozdily
vindukci tvorby protilatek mezi infikovanymi skupinami byly v tomto pripadé

vyznamné. Zatimco u selat po SD infekci prekrocily IgG protilatky pozitivni hladinu
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az po 4 tydnech od infekce, zvySené hladiny IgG u STM infikovanych zvitrat byly

detekovatelné uz po 14 dnech s dalsSim nartstem v priibéhu experimentu.
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Obrazek 7 IgM protildtkovd odpovéd’ (A) a IgG protildtkovd odpovéd’ (B) proti O-antigeniim LPS u
prasat infikovanych S. Typhimurium nebo S. Derby. Zobrazeny jsou hodnoty jednotlivych zvirat,

s vz

spojovaci krivky reprezentuji priimérné hodnoty. Sedé ¢drkované linie zobrazuji prahovou hodnotu
pozitivity (viz sekce Materidl a metody). DPI - dny po infekci

4.1.3.2. Protilatkova odpovéd na thymu zavisla

Neinfikovana zvirata vykazovala negativni hodnoty IgM i IgG protilatek proti
SipB - povrchovému proteinu salmonel. Specifické IgM hladiny protilatek
prekrocily pozitivni hladinu pouze u jednoho zvitrete ze skupiny po SD infekci 21. a
28. den (Obr. 8 A). VSechna ostatni byla negativni na pritomnost anti-SipB IgM
protilatek v séru v celém priibéhu experimentu.

Vzestup hladin IgG protilatek proti SipB proteinu (Obr. 8 B) kopiroval pribéh
tvorby protilatek proti lipopolysacharidu u obou skupin. Vyssi hladiny IgG byly

naméieny u skupiny STM infikovanych selat od 14. aZ po 28. den experimentu.
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Obrazek 8 IgM protildtkovd odpovéd (A) a IgG protildtkovd odpovéd’ (B) proti proteinu SipB u prasat
infikovanych S. Typhimurium nebo S. Derby. Zobrazeny jsou hodnoty jednotlivych zvirat, spojovaci
krivky reprezentuji priimérné hodnoty. Sedé ¢drkované linie zobrazuji prahovou hodnotu pozitivity
(viz sekce Materidl a metody). DPI - dny po infekci

43



4.1.4. Bunécna odpovéd

Pro stanoveni schopnosti bunkami zprostfedkované sloZky imunity selat
odpovidat na specifické antigeny S. Typhimurium a S. Derby, byl proveden
Transformacni test lymfocyti (LTT) a méreni uvolnéni IFN-y specifickymi
lymfocyty infikovanych selat.

Proliferace a transformace T-bunék v odpovédi na specificky antigen (Obr. 9 A)
byla detekovana pouze u jednoho zvirete ze skupiny infikované S. Typhimurium 28.
den po infekci. Zadné ostatni zvie nevykazovalo zvy$enou aktivitu specifickych
lymfocytl v celém pribéhu experimentu.

ZvySené hladiny IFN-y vyplaveného ze stimulovanych bunék (Obr. 9 B) byly
naméieny pouze u dvou selat po STM infekci a aZ 28. den po infekci. Buiiky vSech

ostatnich zvirat byly negativni v celém priibéhu experimentu.
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Obrazek 9 Stimulacni indexy pro Lymfocyt transformacni test (A) a sekreci IFN-y (B) STM a SD
stimulovanych T lymfocytii. Zobrazeny jsou hodnoty bunék jednotlivych zvirat, spojovaci krivky
reprezentuji priimérné hodnoty. Vodorovné linie zobrazuji prahovou hodnotu pozitivity (viz sekce
Materidl a metody). DPI - dny po infekci

4.1.5. Invitro infekce MDM

Z dtivodti rozdilné protilatkové odpovédi selat na S. Tpyhimurium a S. Derby
infekci jsme analyzovali interakci makrofagii s témito sérovary. Po 24 hodinové in
vitro infekci z monocytli derivovanych makrofagl jsme naméfili témér identické
pocty salmonel (5,01+0,05 logio u STM a 5,02+0,02 logio u SD). I presto byla
odpovéd takto stimulovanych makrofagti rozdilna na nékolika trovnich.

Programovand smrt makrofagli, jako jeden zmechanismd obrany pii

salmonelové infekci, byla sledovana pomoci uvolnéni interleukinu-1f. Tomu
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predchazi stépeni prekurzoru IL-1 B vcytosolu buniky na maturovanou formu
cytokinu pomoci aktivni kaspazy-1. Zatimco zvySeni hladiny uvolnéného IL-1(
z MDM infikovanych S. Derby nebylo oproti kontrolnim bunkdm statisticky
vyznamné, STM infikované makrofagy vykazovaly vyznamné wvyssi hladiny
uvolnéného IL-1f oproti dvéma predchozim skupinam (Obr 10 A). Aktivace
kaspazy-1 koresponduje s témito vysledky, kdy bylo naméreno vysSsi procento
aktivni Casp-1 oproti prekurzoru pre-Casp-1 u MDM infikovanych S. Typhimurium
(Obr. 10 B).
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Obrazek 10 Aktivace pyroptotické drdhy infikovanych makrofdgii. Uvolnéni IL-18 do média (A) a
aktivace kaspdzy-1 (B) po stimulaci MDM S. Derby a S. Typhimurium. Rozdilné indexy u grafu A
naznacuji statistickou vyznamnost (p<0,05), chybové tisecky pak smérodatnou odchylku priiméru.
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Aktivace této pyroptotické drahy vede ke smrti bunky bez vytvoreni
apoptotickych télisek a tak se obsah buriky vyléva do okolniho prostredi, ¢imz se
indukuje zanét. Smrt makrofagli byla sledovdna pomoci méreni laktat
dehydrogenazy uvolnéné do média z téchto bunék (Obr. 11). Nejvétsi cytotoxicky
efekt na MDM méla infekce S. Typhimurium, coZ koresponduje s mnozstvim aktivni

kaspazy-1.
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Obrazek 11 Aktivace pyroptotické drdhy infikovanych makrofdgii. Uvolnéni LDH do extraceluldrniho
prostoru MDM po stimulaci S. Derby a S. Typhimurium. Rozdilné indexy naznaluji statistickou
vyznamnost (p<0,05), chybové usecky pak smérodatnou odchylku primeéru.

4.2. Vakcinace prasat

4.2.1. Vakcinace prasnic pired porodem

Tato kapitola shrnuje vysledky publikace Matiasovic a kol 2013 (viz Seznam
literatury), na které jsem se primo nepodilel, avsak vsechny ndsledujici vysledky a
probéhlé experimenty z ni vychdzeji nebo se na ni odkazuji.

Vtomto pokusu byla testovana potencidlni chranénost novorozenych selat
pasivnim prenosem imunity od vakcinovanych prasnic. Ttreti den po porodu, pied
samotnym infekénim pokusem, byla selatim odebrana krev a byly stanoveny
hladiny ziskanych, specifickych IgG a IgA protilatek proti LPS salmonel (Obr. 12).
Po dalSich tfech dnech - na konci infekéniho experimentu byly stanoveny specifické
IgA protilatky z vyplachu streva. U vSech selat byly zaznamenany nékolikanasobné
vys$si hodnoty IgG i IgA ziskanych z kolostra a mléka vakcinovanych matek oproti

selatim nevakcinovanych prasnic.
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Obrazek 12 Hladiny ziskanych, specifickych, anti-salmonelovych IgG a IgA protildtek selat od
vakcinovanych a nevakcinovanych prasnic. IgG a IgA v séru jsou méreny v den infekce, IgA v lavdZi
jejuna po 3 dnech - na konci experimentu. Hodnoty jsou zobrazeny jako priiméry vSech zvirat ve
skupiné, chybové tsecky zndzorniuji smérodatnou odchylku priméru. Hvézdicky pak miru statistické
vyznamnosti.

Po trech dnech trvani infek¢niho pokusu byla selata utracena a v jejich
organech stanovena mira kolonizace salmonelami. Ve sledovanych organech streva
- sténé ilea a céka a vobsahu ilea a také v miznich uzlinach - ileocékalni a
submandibuldrni byl signifikantné niz$i pocCet salmonel oproti selatim
nevakcinované prasnice, a to o jeden aZ dva rady. Ve sleziné a jatrech nebyly rozdily

v poCtu salmonel mezi obéma skupinami zvirat (Obr. 13).
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Obrazek 13 Pocty salmonel ve vzorcich orgdnii 3 dny po S. Typhimurium infekci selat vakcinovanych a
nevakcinovanych prasnic. Hodnoty jsou uddny jako logaritmus priiméru poctu salmonel na gram
tkdne, chybové tisecky reprezentuji smérodatnou odchylku priiméru. Hvézdicky pak miru statistické
vyznamnosti.
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4.2.2. KriZova protektivita sajicich selat po vakcinaci prasnic proti SD
infekci

Z divodii prokdzaného zvyseni chrdnénosti selat vakcinovanych prasnic pred
infekci homolognim kmenem, ale také rozdilné patogenezi onemocnéni vyvolané
infekci S. Typhimurium a S. Derby jsme chtéli zjistit, zda imunizace prasnic vakcinou
odvozenou od sérotypu Typhimurium bude chrdnit selata i pred infekci sérotypem
Derby. Tato kapitola zabyvajici se potencidlni kriZovou protektivitou selat popisuje
vysledky publikace Gebauer a kol 2016a (viz priloha), na které jsem se podilel
odbérem a zpracovdnim orgdnii a zpracovdnim vysledkii méreni protildtek i
kolonizace orgdnti.

U obou infekénich skupin doSlo kvysokému nartistu specifickych anti-
salmonelovych IgG i IgA protilatek ziskanych od vakcinované matky (Obr. 14).
Zatimco hladiny specifickych IgG protilatek byly stejné v den infekce i po trech
dnech po infekci, u specifickych IgA protilatek v séru selat doSlo k témér 50 %

sniZeni po trech dnech infekce u selat infikovanych jak STM, tak SD.
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Obrazek 14 Hiadiny ziskanych specifickych, anti-salmonelovych IgG a IgA protildtek selat od
vakcinovanych a nevakcinovanych prasnic. Hodnoty jsou zobrazeny jako priiméry vsech zvirat ve
skupiné, chybové tusecky zndzorruji smérodatnou odchylku. Hvézdicky pak miru statistické
vyznamnosti.

Zatimco paralelné probihajici experimentalni infekce S. Typhimurium
prokazala zvySenou chranénost selat vakcinovanych matek - bylo naméreno
vyznamné sniZeni poc¢tu salmonel ve stievé, miznich uzlinach a tonzile, po infekci S.

Derby selat prasnice vakcinované STM vakcinou nedoSlo ke statisticky

vyznamnému sniZeni kolonizace vnitinich organt (Obr. 15).
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Obrazek 15 Pocty salmonel ve vzorcich orgdnii 3 dny po S. Typhimurium a S. Derby infekci selat STM
vakcinovanych a nevakcinovanych prasnic. Hodnoty jsou uddny jako logaritmus priméru poctu
salmonel na gram tkdné, chybové tsecky reprezentuji smérodatnou odchylku priiméru. Hvézdicky pak
miru statistické vyznamnosti.

V nasledujicim in vitro experimentu jsme testovali uc¢inky protilatek ze séra
STM vakcinované prasnice na motilitu salmonel obou sérovard. Pohyblivost
bakterii byla méfena na agarovych miskidch bez a sriznym tedénim
hyperimunniho séra. Zatimco anti-STM protilatky uc¢inné inhibovaly pohyblivost S.
Typhimurium bakterii uZ po 4 hodinach interakce, v pripadé sérovaru Derby

’

nedoslo kZzadnému sniZeni motility ani po 8 hodindch v pritomnosti téchto

protilatek.
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Obrazek 16 Viiv anti-STM protildtek na motilitu bakterii S. Derby (A) a S. Typhimurium (B). Priimér
bakteridlnich krouzkii na agarovych miskdch bez séra a s riiznym redénim STM hyperimunniho séra,
byl méren v case. Po 8 hodindch byla motilita obou sérovarti porovndna (C). VSechny hodnoty v grafu
reprezentuji priimér Ctyr nezdvislych experimenti. *, § nebo # oznacluji statistickou vyznamnost
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(p<0,05). * - inhibice motility v 1000x a 100x redéném séru oproti kontrole bez séra; § - rozdil mezi
1000x a 100x redénym sérem; # - rozdily mezi S. Derby a S. Typhimurium motilitou ve stejném redéni
séra

4.2.3. Trivalentni inaktivovana vakcina

Z diivodu sniZené kriZzové protektivity monovalentni salmonelové vakciny proti
infekci nehomolognimi sérovary jsme pripravili inaktivovanou vakcinu obsahujici
antigeny tri v Evropé nejrozsirenéjsich sérovarti salmonel - S. Typhimurium, S. Derby
a S. Infantis (TDI vakcina). Priprava TDI vakciny je sepsdna do podoby funkéniho
vzorku Kosina a kol. 2015 (viz priloha), na kterém jsem se podilel.

Po podani trivalentni inaktivované vakciny jsme chtéli prokazat tvorbu
specifickych protilatek proti vSem tfem antigeniim. VyuZzili jsme rozdilu ve
strukture flagelarniho proteinu FliC mezi sérovary Typhimurium a Derby a dale
toho, ze povrchovy lipopolysacharid S. Infantis se lisi od obou zminénych sérovart.
Pripravili jsme proto rekombinantni fragmenty FliC proteinu specifické pro S.
Typhimurium a S. Derby (STM_FliC-frag a SD_FliC-frag) a z kultury S. Infantis
izolovali povrchovy LPS. Specifita téchto antigenti byla ovérena se séry mysi, které
byly imunizované inaktivovanou STM, SD, SI a TDI vakcinou. Z obrazki western
blotd (Obr. 17) je patrné, Ze na antigen STM_FliC-frag se vaZou protilatky mysi po
STM a TDI vakcinaci, s mnohem nizsi afinitou i protilatky mysi po SI vakcinaci,
avSak rozliSitelné od dvou predchozich skupin. Antigen SD_FliC-frag naopak
reaguje pouze se sérem mysi po SD vakcinaci a také po podani trivalentni vakciny.
Dostate¢nd specifita S. Infantis antigenu SI_LPS byla prokazana i pro SI a TDI

vakcinovand zvirata.
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Obrazek 17 Western blot antigenii STM_FliC-frag, SD_FIiC-frag a SI_LPS se séry mysi vakcinovanych
monovalentni inaktivovanou vakcinou STM, SD nebo SI a trivalentni TDI vakcinou. Anti HisTag
protildtka je pouZita pro potvrzeni pfitomnosti rekombinantniho proteinu.

Specificka ucinnost TDI vakciny byla prokazana v infekénim experimentu i na
prase¢im modelu. Selata vakcinovanych i nevakcinovanych prasnic byla rozdélena
do skupin a infikovana tfemi sérovary (STM, SD a SI). Ve sledovanych organech -
ileu, kolonu a IC mizni uzliné bylo naméreno sniZeni poctu bakterii u selat

vakcinovanych prasnic vSech tfi infekénich skupin. SniZeni po infekci SD ve sténé

kolonu nebylo statisticky vyznamné.

ileocékalni mizni uzlina sténa ilea sténa kolonu
STM SD Sl STM SD Sl STM SD SI

Selat kci 3 P=8

elata neva .cmovane 484 3,08 4,87 6,03 4,07 4,33 2,08 4,56
prasnice N=0

Selata vakcinované 0,20% | o071* | o8s* | 1,73* | 1,18* p=7 1,60% | 1,07 | 1,10*
prasnice N=6
Chiz2*

Obrazek 18 Pocty salmonel ve vzorcich orgdnii 3 dny po S. Typhimurium, S. Derby a S. Infantis infekci
selat TDI vakcinovanych a nevakcinovanych prasnic. Hodnoty jsou uddny jako logaritmus priiméru
poctu salmonel na gram tkdné, hvézdicky predstavuji statistickou vyznamnost (p<0,05, t-test). Chi2 -
statisticky vyznamny (p<0,05) rozdil v poctu salmonela pozitivnich (P) a salmonela negativnich (N)
vzorki po vySetieni metodou 1S06579 testovany Chi2 testem.
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4.3. RozliSeni post-infek¢nich a post-vakcinacnich protilatek

Pro S$irsi vyuZiti vakcin ve veterindrni mediciné je nutné disponovat
diagnostickym testem, ktery umoZiiuje rozIisit zvirata prirozené infikovand od téch
vakcinovanych. Zavedli jsme postup, ktery umoZruje toto rozliSeni i po aplikaci uz
hotové TDI vakciny, bez predchoziho zdsahu do genomu vakcinacniho kmene.
Kapitola 4.3. popisuje tento postup a i sjeho vysledky je prezentovan v publikaci
Gebauer a kol. 2016b (viz priloha). Na této prdci jsem se podilel kultivaci bakterii,
jejich  zpracovanim a analyzou hmotnostni spektrometrii a imunoafinitni
chromatografii, stejné jako pripravou a izolaci rekombinantnich proteinii a jejich
ndsledné testovdni.

PouZiti konkrétnich salmonelovych proteinii pro sérologické rozliseni je chrdnéno
ndrodnim patentem ¢. 305077 z roku 2015 (viz priloha) a sestaveni DIVA ELISA je
sepsdno do podoby funkcniho vzorku Matiasovic a kol. 2014 (viz priloha). Na obou

téchto vysledcich jsem se podilel.

4.3.1. Exprese salmonelovych proteini v zavislosti na kultiva¢nim
médiu

Nejdrive jsme testovali, zda se lisi spektrum proteinti exprimované salmonelou
v zavislosti na kultivacnim médiu. LB tekuté médium bylo pouZito jako standardni
médium pro kultivaci bakterii. Médium, ve kterém byly kultivovany vakcina¢ni
kmeny - BHI médium bylo pouZito pro porovnani exprese proteinii. Z hmotnostné
spektrometrické analyzy celého proteomu salmonel jsme nalezli rozdily
v relativnim zastoupeni a kvantité nékterych dilezitych salmonelovych proteint.
Zatimco LB médium indukovalo tvorbu SPI-1 proteindi, dilezitych pro invazi
salmonel do hostitelskych bunék, v BHI médiu byla exprese téchto proteini velmi
nizka. Proteiny patrici do SPI-2 lokusu, zodpovédné za preZivani salmonel
v pozdéjsi fazi infekce, nebyly ve velké mire exprimovany ani vjednom médiu.
Naopak flagelarni proteiny se tvorily ve velkém mnozstvi v obou médiich, relativné
vice pak v LB. Relativni kvantifikace je v Tabulce 3 znazornéna metodou spectral
counting a vyjadirena pomoci PSMs (shoda peptidovych spekter). SpiSe neZz

absolutni ¢islo PSM je porovnani hodnot stejného proteinu v rtizném médiu vice
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informativni. Proteiny PepN (Aminopeptidaza N) a GapA (Glyceraldehyd-3-fosfat

dehydrogendaza) jsou v tabulce uvedeny pouze jako referenc¢ni proteiny.

Tabulka 3 Vybrané salmonelové proteiny kédované SPI-1 nebo SPI-2 a proteiny biciku a jejich exprese
v LB nebo BHI médiu stanovend hmotnostni spektrometrii. Relativni kvantifikace jednotlivych proteinti
je zobrazena jako PSMs (peptide spectrum matches).

Locus Protein Accession PSMs
number LE BHI
SPI-1 SipA POCL32 a7 2
SPI-1 SipB 056019 31 a
SPI-1 SipC POCLAT a0 3
SPI-1 SipD Q56026 10 0
SPI-1 Pral pPa17E4 ] 2
SPI-1 SptP P7ABT3 20 0
SPI-1 Soph QEZMNR3 16 ]
SPI-1 SopB 030916 38 0
SPI-1 SopE2 Q7Ccab4 ] 0
SPI-1and -2 Sted QEZPD7 0 0
SPI-1and -2 SopD PaAQT22 ] 0
SPI1-2 SopD2 Q87QC8 3 0
SPI-2 SseB Q7BVHY 0 3
SPI-2 PipB Q87059 0 1
SPI-2 PipB2 QEZMME a4 0
flagellar FliC POG179 132 77
proteins FljB P52616 107 61
reference PepM Q8Z0a76 48 39
proteins GapA POA1PO 185 279

4.3.2. Imunoafinitni chromatografie s naslednou MS

Po izolaci IgG protilatek ze sér kontrolnich zvitat, zvirat po infekci a zvirat po
vakcinaci jsme provedli imunoafinitni chromatografii s proteinovym lyzatem S.
Typhimurium. Pomoci hmotnostni spektrometrie jsme identifikovali salmonelové
proteiny zachycené na protilatkach z kontrolnich sér, post-infek¢nich a post-
vakcinaCnich sér a eluované zchromatografickych kolon ve tfech nezavislych
bézich. Zatimco vétsSina proteint byla shodna ve vSech vzorcich, identifikovali jsme

’

nékolik proteind salmonel, které se vyskytovaly v relativné vyS$Sim mnozstvi v

»post-infek¢ni“ nebo ,post-vakcina¢ni frakci. Proteiny SipB, SipC a MetQ se ve vétsi

mire zachytavaly na protilatky post-infekéniho séra, zatimco OppA, BamB a SurA

53



proteiny byly nalezeny prevazné ve frakcich eluovanych z post-vakcinacnich

protilatek. Zaradili jsme také identifikaci dalSich salmonelovych proteina (SipD,

v

SseB, Prgl a FliC), zapojenych do infekéniho procesu, ovSem pritomnost vySsi
hladiny protilatek proti témto strukturam v nékteré frakci se nepotvrdila. Relativni

kvantifikace proteinti je v tabulce opét uvedena jako PSM.

Tabulka 4 MS identifikace a relativni kvantifikace salmonelovych proteinii svyssi afinitou
k protildtkdm z post-infekcniho nebo post-vakcinacniho séra. Relativni kvantifikace jednotlivych
proteint je zobrazena jako PSMs (peptide spectrum matches). Proteiny SipD, SseB, Prgl a FliC byly
zarazeny zdiivodu jejich zapojeni do infekéniho procesu spiSe neZ zvysledkii imunoafinitni
chromatografie.

PSMs (peptide spectrum matches)

Protein name Accession
number control post-infection  post-vaccination

Cellinvasion protein SipB Q36019 3,0, 22 29, 20, 27 13,7, 25
Cellinvasion protein SipC POCLAT 51,22 4,33, 31 0, 15, 26
D-methionine-binding lipoprotein MetQ, QBZRN1 31,10 12,5, 11 0,1,9
Periplasmic oligopeptide-binding protein OppA PO6202 1,00 1,00 25,9,14
Outermembrane protein assembly factor BamB H9L451 0,1, 0 0,00 7,10, 0
Chaperone SurA Q7CR87 0,0,1 0,0,0 21, 15, 4
Cellinvasion protein SipD Q56026 7.0, 0 4,15, 0 4,0,1
Secreted effector protein SseB Q7BVH7 0,0 2 2,0,0 0,01
Protein Prgl P41784 4,20 1,20 2,31
Flagellin Flic PO6179 0, 22, 29 5,29, 26 19, 54, 63

4.3.3. Priprava rekombinantnich proteint

VSechny proteiny uvedené zpredchozi tabulce byly pripraveny jako
rekombinantni proteiny v E. coli expresnim systému. Sekvence proteinti, které na
svém N-konci obsahuji signalni peptid, byly navrZeny bez téchto peptidi. Jinak
mély vSechny proteiny totoZnou sekvenci s divokym typem S. Typhimurium, kromé
flagelarniho FliC proteinu, ktery byl pripraven jako 26 kDa fragment nativniho
proteinu (viz kapitola 3.3.4.1.). Exprese rekombinantnich proteinii byla ovérena
pomoci SDS-PAGE a potvrzena na western blotu s anti-HisTag protilatkou (Obr. 19).
Ctyti z deseti vybranych proteintt (MetQ, SurA, Prgl a SipC) nebyly exprimovany
v dostatecném mnozstvi a Cistoté a nebyly tak zarazeny do nasledujiciho

sérologického testovani.
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Obrazek 19 Exprese rekombinantnich proteinii v case (0-5 hod po indukci, ON - overnight - 20 h po
indukci) zobrazend SDS-PAGE a western blotem. Sipky zobrazuji predpoklddanou molekulovou
hmotnost produktii. Western blot je vizualizovdn pomoci anti-HisTag protildtky.
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4.3.4. Sérologické testovani

4.3.4.1. Western blot

Purifikované rekombinantni proteiny byly pouzity jako antigeny pro
sérologickou analyzu pomoci western blotu. PVDF membrany byly inkubovany se
smésnymi séry tii zvirat z kazdé skupiny (kontrolni, infikované, vakcinované).
Proteiny SipB, SipD a SseB byly detekovany sérem infikovanych zvirat (sloupec C,
na Obr. 20) s vyssi intenzitou oproti kontrolnimu séru a séru vakcinovanych zvirat.
Naopak proteiny BamB, FliC-frag a OppA reagovaly s post-vakcina¢nim sérem
(sloupec B na Obr. 20) s vyssi intenzitou nez s kontrolnim a post-infekénim sérem.
Anti-HisTag protilatka byla pouzita jako pozitivni kontrola pritomnosti

rekombinantniho proteinu (sloupec D na Obr. 20).
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Obrazek 20 Western blot purifikovanych rekombinantnich proteint se smésnymi séry prasat
kontrolni skupiny (A), prasat vakcinovanych (B) a prasat po infekci (C). Jako pozitivni kontrola bylo
pouZito anti-HisTag protildtky (D). Napravo od obrdzkii western blotu jsou grafy relativnich denzit
Jjednotlivych prouzki.

4.3.4.2. ELISA

Z vysledkl western blotu byly vybrany proteiny SipB a FliC-frag pro testovani
kvantitativni specifické protilatkové odpovédi ELISA metodou. Individualni vzorky
sér 12 zvirat z kazdé skupiny byly pouZity pro méreni hladin IgG protilatek proti
témto proteintim. Hladiny protilatek proti SipB proteinu v sérech kontrolnich zvirat

vykazovaly hodnoty absorbanci mezi 0,062 a 0,126; séra vakcinovanych zvifat meéla
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hodnoty absorbanci mezi 0,075 a 0,147. Rozdily mezi témito dvéma skupinami
nebyly statisticky vyznamné. Séra infikovanych prasat s antigenem SipB vykazovaly
hodnoty absorbanci od 0,248 do 1,056. Hodnoty post-infek¢énich sér byly statisticky
vyznamneé (p<0,01) odliSné od hodnot sér dvou predchozich skupin (Obr. 21 A).

Hladiny protilatek proti FliC-frag proteinu vsérech kontrolnich zvirat
vykazovaly hodnoty absorbanci mezi 0,018 a 0.271; séra infikovanych zvirat méla
hodnoty absorbanci mezi 0,060 a 0,891. Rozdily mezi témito dvéma skupinami
nebyly statisticky vyznamné. Séra vakcinovanych prasat s antigenem FliC-frag
vykazovaly hodnoty absorbanci od 1,727 do 2,159. Hodnoty téchto post-
vakcinac¢nich sér byly statisticky vyznamné (p<0,01) odliSné od hodnot sér
kontrolnich a post-infek¢nich (Obr. 21 B).

Proteiny SipB a FliC-frag tak mohou slouZit jako markerové antigeny
pouZitelné v sérologickych diagnostickych testech pro rozliseni zvitat infikovanych,

vakcinovanych a zvirat, které nepriSly do kontaktu skmenem Salmonella

Typhimurium.
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Obrazek 21 Grafy absorbanci IgG ze séra kontrolnich (N=12), vakcinovanych (N=12) a infikovanych
(N=12) prasat s rekombinantnimi proteiny SipB (A) a FliC-frag (B) pomoci ELISA.

4.3.4.3. Casovy priibéh tvorby protilatek

Z nasledujicich grafi casového priibéhu tvorby imunoglobulini miiZeme vidét,
Ze post-infek¢ni IgG protilatky proti SipB proteinu (Obr. 22 A) se tvoii mezi druhym
a tretim tydnem po infekci a jejich hladina nadale roste, zatimco hladina post-
infek¢nich protilatek proti flagellinu (Obr. 22 B) prekrocila pozitivni hranici pouze
u tff z péti zvirat a aZ 28. den od infekce. Naopak po vakcinaci neprekrocily hladiny

anti-SipB protilatek (Obr. 22 D) hrani¢ni hodnotu béhem 28 dni a IgG protilatky

57



proti FliC proteinu (Obr. 22 E) se ve vétsi mife tvoii po revakcinaci, tj. od 14. dne od
prvotni imunizace. Pro porovnani byla zmérena protilatkovd odpovéd proti O-
antigenlim povrchovych lipopolysacharidi komercné dostupnym ELISA kitem, a to
jak po infekci (Obr. 22 C), tak i po vakcinaci (Obr. 22 F). Jak jsme ocekavali, namérili
jsme podobny pribéh tvorby IgG protilatek v obou skupinach - infikovanych i

vakcinovanych zvirat.
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Obrazek 22 Casovy priibéh tvorby IgG protildtek proti SipB (A, D), FliC-frag (B, E) a O-antigentim LPS
(C, F) u prasat po infekci (4, B, C) a po vakcinaci (D, E, F), ve srovndni s kontrolnimi zviraty. Sedé linie
vyjadruji prahovou hodnotu pozitivity (viz sekce Materidl a metody). DPI - dny po infekci, DPV - dny po
vakcinaci.
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5. Diskuze

Salmonelové infekce v chovech hospodarskych zvirat jsou stile problémem
v evropskych zemich a predstavuji potencialni riziko i pro c¢lovéka. Ackoli je
zastoupeni jednotlivych salmonelovych sérovara v chovech prasat v ramci stiedni a
zapadni Evropy zna¢né heterogenni, nejcastéji izolované jsou sérovary
Typhimurium a Derby, méné pak Infantis (EFSA 2009). Interakce prasat s kmenem
Salmonella Typhimurium je v literature relativné dobre popsana, infekce vyvolané
sérovarem Derby nejsou prili§ studovany (Osterberg a kol. 2009, Ivanek a kol.
2012). Podle pribéhu onemocnéni u prasat, které je témér bezpriznakové, lze
vétSinu kmenii obou sérovart povazovat za slabé virulentni. Je také dtlezité zminit,
ze infekce prasat stejnym sérovarem muze vést k riznému priibéhu a rozdilné
imunitni odpovédi u raznych jedinct, jak bylo dokumentovano v pripadé STM
infekci (Boyen a kol. 2008, Bergeron a kol. 2010, Xiong a kol. 2010).

Infekce odstavenych selat nasimi izolaty S. Derby (SD) a S. Typhimurium (STM)
skutecné vedlo k rozdilnému priibéhu a rozdilné imunitni odpovédi na piitomnost
patogenu. S. Typhimurium infikovana prasata vylucovala bakterie pouze dva tydny
po inokulaci, coZ koresponduje se zavéry studie Scherer a kol. (2008). Oproti tomu
byly bakterie sérovaru Derby prasaty vyluCovany vtrusu vcelém pribéhu
experimentu. A ackoli mnozstvi vylucovanych salmonel bylo od 21. dne nizké, muze
stale predstavovat rizikovy zdroj kontaminace prostfedi nebo jinych prasat. Jak
jsme predpokladali, vyluCovani salmonel koresponduje s kolonizaci vnitinich
organli u obou sérovart. S. Typhimurium byla po 28 dnech od infekce nalezena
pouze v lymfatickych uzlinach - tonzile a ileocékalni mizni uzliné, zatimco S. Derby
byla detekovdna i v ¢astech streva. Slezina byla kolonizovdna obéma sérovary
pouze u smiSené infekce. Ackoli klinické priznaky infikovanych prasat
nenaznacovaly zhorSeny pribéh S. Derby infekce, delsi prezivani salmonel ve
strevé prasat indikuje slabou imunitni odpovéd’ na antigeny S. Derby.

Tato hypotéza byla podporena mérenim protilatkové odpovédi na antigeny
obou sérovart. Vzestup hladin IgM imunoglobulini tvotrenych bez pomoci T-
lymfocyt (anti-LPS IgM) i v kooperaci saktivovanymi T buiikami (IgM proti
povrchovému proteinu SipB) nevykazoval rozdily mezi STM a SD infikovanymi

zviraty. IgM protilatky proti T-dependentnimu antigenu dokonce neprekrocily
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prahovou hodnotu. Oproti tomu tvorba IgG protilatek proti STM antigeniim je
prokazatelné rychlejsi a dosahuje vyssich hladin neZ odpovéd’ na SD antigeny. To je
v3ak ¢astecné v rozporu s vysledky $védské skupiny (Osterberg a kol. 2009), ktera
popsala vysoké hladiny protilatek u S. Derby infikovanych prasat uz od 14 dne po
inokulaci. Diivodem miiZe byt pravé zminovana rozdilnost kmend salmonel i
v ramci jednoho sérovaru.

Prvotni protilatkova odpovéd, ktera predstavuje tvorbu IgM protilatek bez
pomoci aktivovanych T lymfocyti, odpovida na LPS antigen bez rozdilu mezi
sérovary, zatimco tvorba protilatek tiidy G ve spolupraci s T lymfocyty, je v tomto
pripadé sérovar specificka.

Odpovéd bunkami zprostiredkované imunity - aktivace a proliferace
specifickych lymfocyti, byla studovana pomoci Transformacniho testu lymfocytii a
vyplaveni IFN-y. Obé metody prokazaly zvysSeni proliferac¢ni aktivity po stimulaci
antigenem STM pouze u lymfocytli jednoho zvitfete a az 28 dni po infekci. Buniky
ostatnich zvifat nevykazovaly zvySenou proliferaci. Toto zjiSténi C¢astecné
koresponduje s nizkymi hladinami IgM protilatek proti T-zdvislym antigentim a
zaroven to zvysuje dileZitost mechanismi tvorby protilatek proti konzervovanym
strukturam bakterii bez kooperace specifickych lymfocytt (Yang a kol. 2007).

Delsi prezivani bakterii S. Derby v orgdnech hostitele a zaroven niZsi hladiny
IgG specifickych protilatek proti SD antigeniim koresponduje také s nizs$i odpovédi
makrofagli derivovanych z monocyti po in vitro stimulaci. Odpovédi na
intracelularni pritomnost salmonel je casto aktivace kaspazy-1, sestaveni
inflamasomu, Stépeni prekurzort IL-18 a IL-18 na aktivni formy a jejich uvolnéni
z buiilky a nakonec kaspaza-1-dependentni bunécnd smrt pii soucasné indukci
zanétu (Fink a Cookson 2007, Yu a Finlay 2008, Yeretssian a kol. 2008). MDM
stimulované S. Typhimurium vS$ak vykazovaly signifikantné vyssi hladiny jak
cytosolické kaspazy-1, tak i extracelularni IL-1f v porovnani s MDM infikovanymi S.
Derby. Nizsi hladina uvolnéného LDH pak uz jen dokumentuje prezivani makrofagt
bez indukce zanétlivé odpovédi po SD stimulaci.

Celkova imunitni odpovéd prasat na pritomnost bakterii S. Derby je nizsi
oproti odpovédi na S. Typhimurium infekci, s ¢imzZ souvisi delsi prezivani S. Derby
uvniti hostitele. A to i presto, Ze S. Typhimurium a S. Derby patii do stejné

séroskupiny majici stejnou strukturu O-antigenti (Grimont a Weill 2007) a vrozené
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mechanismy imunity cilené na konzervované struktury bakterii, jako je povrchovy
lipopolysacharid, tak budou obdobné. OdliSnost imunitni odpovédi tak mize
souviset s rozdily v ostrovech patogenity mezi sérovary a také vyssi adaptovanosti
S. Derby na prasata oproti vice promiskuitnimu sérovaru Typhimurium (Hayward a

kol. 2013, Volf a kol. 2010, Hauser a kol. 2011).

Jednou z mozZnosti, jak sniZit mnozstvi salmonel v chovech zvirat, je zavedeni
vakcinace. Jedina komer¢né dostupna vakcina je zaloZena na Zivém atenuovaném
kmeni a neni dosud pftilis akceptovana chovateli. Z tohoto divodi jsme testovali
moznost vyvoje inaktivované vakciny. Podanim vakciny sestavené zinaktivované
kultury S. Typhimurium a adjuvans ISA50V2 selatim po odstavu, jsme nedocilili
jejich dostate¢né chranénosti pred infekci homolognim kmenem bakterie
(nepublikované vysledky). Vyuzili jsme vSak vysokych titrli specifickych protilatek
vytvorenych po aplikaci takové vakciny k jejich pasivnimu prenosu na potomstvo.
Kolostralni/laktogenni imunity a pfenosu protilatek na sajici potomky se vyuziva i
pii testovani Zivych vakcin proti S. Choleraesuis (Chu a kol. 2007) nebo S.
Typhimurium (Hur a Lee 2010). Vysokych hladin specifickych IgG i IgA protilatek
vséru a IgA ve vyplachu streva sajicich selat jsme docilili aplikaci inaktivované
vakciny prasnicim pred porodem. Takto ziskané protilatky z kolostra a mléka
snizuji celkové zatiZeni organi stieva a miznich uzlin salmonelami u ¢elenZzovanych
selat. Jelikoz pribéh infekce vyvolané S. Derby a S. Typhimurium je rozdilny,
v dalSim experimentu jsme se pokusili zjistit, zda vytvorené specifické protilatky
proti antigentim S. Typhimurium budou chranit sajici selata i pred infekci kmenem
S. Derby. ZkiiZena protektivita byla studovana i jinymi skupinami s rozdilnymi
vysledky. Zatimco Farzan a Friendship (2010) neprokazali sniZeni vylucovani
nehomolognich sérotypli salmonel u prasat vakcinovanych Zivou S. Choleraesuis
vakcinou, sniZeni séroprevalence na jatkach (Maes a kol. 2001, Schwarz a kol.
2011) a sniZeni poctu S. Typhimurium v ileu takto vakcinovanych prasat (Letellier a
kol. 2001) bylo dokumentovano jinymi skupinami.

V nasem experimentu doslo u vSech selat STM vakcinovanych matek k prenosu
vysokych hladin specifickych protilatek, a zatimco jsme pozorovali sniZeni
kolonizace orgdni selat infikovanych STM, u selat po SD infekci nedoslo

kvyraznému sniZeni poctu S. Derby. SniZend chranénost je pravdépodobné
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zplsobena rozdilnou antigenni vybavou obou sérovard. Zatimco S. Typhimurium
disponuje bifazickymi bic¢iky - dvéma strukturné mirné odliSnymi proteiny FliC a
FljB, S. Derby je monofazicky sérotyp, obsahujici pouze FliC protein ve své
flagelarni struktufe (Grimont a Weill 2007). Navic, proteiny FliC obou sérovarti
maji shodnou sekvenci ze 79 % a to pouze pro prvnich 190 aminokyselin,
z celkovych zhruba 500 (srovnani sekvence pomoci blastp
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)). Protilatky vytvorené proti bi¢iku jednoho sérotypu
tak budou mit omezenou reaktivitu proti druhému sérovaru. To se také potvrdilo
pri in vitro testech motility salmonel sinaktivovanymi hyperimunnimi séry
prasnice vakcinované vakcinou odvozenou od S. Typhimurium. Za pohyblivost
salmonel jsou zodpovédné prevazné biciky, a pokud dojde knavazani
imunoglobulinli na flagelarni struktury, dochazi kinhibici motility salmonel.
Z diivodu rozdilné struktury flagellinu mezi sérovary vsSak nedochazi kinhibici
motility bakterii S. Derby protilatkami proti STM antigentim. Predpoklddame, Ze
protilatky proti flagellinu, at uZ tfidy IgG nebo IgA, jsou velmi dileZité pfri
zabranovani prostupu salmonel pres stievni sténu. V pozdéjsich fazich totiz
salmonela flagelarni proteiny neexprimuje (Cummings a kol. 2005, Jantsch a kol.
2011, Zheng a kol. 2016) a tyto protilatky se tak uZ na bakterie nevaZou. Sérové
protilatky ziskané z kolostra a specifické IgG a sIgA vlumenu streva z mléka
prasnice tak velmi pravdépodobné hraji dileZzitou roli v kontrole infekce v prvnich
dnech Zivota selat, coZz potencialné sniZuje Sifeni salmonel mezi ostatni prasata
v chovu (Wales a kol. 2011, Wales a Davies 2016).

Z diivodu nizké krizové protektivity monovalentni vakciny byla ptipravena
multivalentni vakcina proti tfem nejrozsirenéjSim sérovartim salmonel v Evropé
(EFSA 2009) - S. Typhimurium, S. Derby a S. Infantis. Kromé prokazané ucinnosti
TDI vakciny ve smyslu sniZeni poctu salmonel (STM, SD i SI) v organech po infekci
selat vakcinovanych prasnic, jsme také pripravili antigeny umoziujici rozlisit
protilatky proti jednotlivym sérovariim. VyuZili jsme toho, Ze S. Infantis patii do
séroskupiny C; s O-antigeny typu 6, 7, zatimco Typhimurium a Derby jsou ve
skupiné B s O-antigeny stejného typu - 1, 4, 5, 12 (Grimont a Weill 2007). Sérovary
Derby a Typhimurium jsou zase rozliSitelné diky vySe zminéné rozdilnosti

flagelarniho proteinu FliC.
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Pro zavedeni vakciny pro hospodarska zvifata na trh je dtilezité, aby bylo
mozné rozliSit takto vakcinovana zvirata od zvifat prirozené infikovanych.
Pritomnost protilatek proti konkrétnimu patogenu je totiz indikatorem probéhlé
nebo probihajici infekce a takové zvire je povaZovano za potencialniho prenasSece
patogenu. Proto se pri vyvoji vakcin vyuziva pristupu DIVA (Differentiation of
Infected from VAccinated individuals) (van Oirschot 1999). V uzs$im slova smyslu se
jedna o vyvoj a pouZiti tzv. markerovych vakcin, presnéji negativnich markerovych
vakcin, kdy u vakcinatniho kmene chybi antigen, vyskytujici se u divokého typu,
ktery bézné indukuje tvorbu protilatek. Test zaloZeny na detekci sérovych
protilatek proti tomuto antigenu tak dokaZe rozliSit mezi zvitfaty infikovanymi a
vakcinovanymi. Jedna zprvnich takovych vakcin byla navrZena skupinou van
Oirschota proti viru zptsobujicimu Aujezskyho chorobu prasat (van Oirschot a kol.
1986). Co se tyce prasecich vakcin proti salmonele, bylo testovano nékolik piistupt
ve vyvoji prevazné zivych vakcin. Selke a kol. (2007) deletovali u vakcina¢niho
kmene S. Typhimurium gen pro povrchovy protein OmpD, Leyman a kol. (2011)
navrhli fadu mutantnich kmeni STM v genech zodpovédnych za sestaveni LPS,
Bearson a kol. (2016) ptipravili podobnou mutaci v LPS (ArfaH) spolecné s deleci
nékolika regulatornich RNA gent S. Choleraesuis. Tyto vakcina¢ni kmeny umoziuji
u prasat rozliSit post-vakcina¢ni a post-infekéni protilatky. Ve vSech téchto
piipadech vsSak miize byt problémem pouzivani geneticky modifikovanych
organismu, a to jak z hlediska legislativy, tak i z vSeobecné neochoty prijimat GMO.
My jsme v této praci vyuZili jiného pristupu, a to analyzy jiZ vytvorenych protilatek
prasat po infekci nebo vakcinaci nemodifikovanou inaktivovanou vakcinou. VyuZili
jsme toho, Ze salmonela, a obecné patogenni bakterie, exprimuji rtizné spektrum
proteint v zavislosti na okolnim prostiedi (Mekalanos 1992, Altier 2005, Blair a
kol. 2013, Zheng a kol. 2016). BHI médium, pouZzité ke kultivaci vakcina¢niho
kmene, neindukuje expresi pro invazi dilezitych SPI-1 proteind oproti LB médiu a
také oproti prirozené infekci, kdy salmonela vyuziva pravé téchto proteini k invazi
do hostitele. LB médium v tomto pripadé Castecné napodobuje prostredi in vivo a
spousti expresi SPI-1 proteint, zatimco bohaté BHI médium neindukuje produkci
virulentnich faktori salmonely. Podobnych vysledkd dosahli Jaradat a Bhunia

(2002) wvpraci studujici rzné kultivacni podminky bakterie Listeria
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monocytogenes, naznacujici, Ze bakterie produkuji vice virulentnich faktort
v nutri¢né chudych podminkach pro snazsi adaptaci na nové prostredi.

Pomoci imunoafinitni chromatografie a hmotnostni spektrometrie jsme
ukazali, Ze po infekci prasat se skute¢né tvoii protilatky proti jinym antigentim, nez
po vakcinaci inaktivovanou STM vakcinou. Pomoci téchto metod bylo vytipovano
nékolik salmonelovych proteinti, které byly pripraveny jako rekombinantni
proteiny (SipB, SipC, MetQ, OppA, BamB a SurA). Navic jsme pripravili i proteiny,
které se sice témito metodami nepotvrdily jako post-infekéni nebo post-vakcinac¢ni
antigeny, ale také se uUcastni infek¢niho procesu jako zastupci SPI-1 nebo SPI-2
lokusu - SipD, SseB a Prgl, a také vyznamny imunogenni flagelarni protein FIiC.
Proteiny SipB, SipC a SipD jsou zastupci SPI-1 systému, ktery je dllezity pro invazi
salmonel do hostitelskych bunék. Tyto proteiny tvofi koncovou strukturu
sekre¢niho systému 3. typu (T3SS), ktery interaguje s eukaryotickymi burikami
(Mirold a kol. 2001, Marlovits a Stebbins 2010). SseB protein kédovany SPI-2
lokusem funguje jako translokator efektorovych proteinti do hostitelskych bunék a
podporuje intracelularni prezivani bakterii (Waterman a Holden 2003). Tyto
proteiny jsou tak nezbytné pro virulenci salmonel a také jsou kandidaty pro indukci
tvorby protilatek. To bylo také potvrzeno sérologickou analyzou western blotem
s post-infek¢nimi séry a je to v souladu s predchozimi zjisténimi (Desin a kol. 2010,
Lee a kol. 2012). Na druhou stranu, pokud je salmonela kultivovana in vitro v BHI
médiu, tyto proteiny nejsou exprimovany v takovém mnoZstvi, aby se proti nim u
vakcinovaného jedince protilatky vytvorily. Je vSak tfeba mit na paméti, Ze pravé
virulentni faktory jsou cCastymi induktory protilatkové odpovédi, s ¢imZz miize
souviset i samotna uc¢innost vakciny. V predchozi praci jsme vSak demonstrovali
dostatecnou chranénost po podani vakcina¢niho kmene kultivovaného pravé
v médiu, které neindukuje expresi SPI-1 proteind.

[ pres to, Ze flagellin ma imunostimulac¢ni vlastnosti a také mize fungovat jako
ucinné adjuvans pro nejriznéjsi bakteridlni vakciny (das Gracas Luna a kol. 2000,
Smith a kol. 2003, Honko a kol. 2006), exprese flagelarnich proteint je selektivné
tlumena pri intracelularni lokalizaci salmonel béhem infekce (Cummings a kol.
2005, Jantsch a kol. 2011, Zheng a kol. 2016). Biciky, jako extracelularni struktury
povrchu bakterii tak mohou byt dobrymi kandidaty post-vakcina¢nich antigenf,

pokud je pouZito kultiva¢nich podminek vedoucich k indukci flagelarnich proteint.
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To se potvrdilo pro FliC rekombinantni protein pomoci western blotu i ELISA, ale
prekvapivé ne imunoafinitni chromatografii. MiZeme tak spekulovat, zda je to
zplisobeno obecné velkym mnoZstvim FliC proteinu v lyzatech a saturaci protilatek
proti tomuto proteinu, zkrfiZzenou reaktivitou anti-flagelarnich protilatek
indukovanych jinymi bakteriemi nebo prosté nespecifickou interakci s matrici
chromatografické kolony. Sérologické testy western blot a ELISA vSak potvrdily
vys$i hladiny post-vakcinacnich protilatek oproti kontrolnim a post-infekénim
sérim. Proteiny BamB (Outer membrane protein assembly factor) a OppA
(Periplasmic oligopeptide-binding protein) jsou lokalizovany ve vnéjSi membrané,
respektive periplasmé a oba jsou zapojeny do procesi transmembranového
transportu latek - OppA jako permeaza (Hiles a kol. 1987) a BamB jako soucast
komplexu vnéjsi membrany zodpovédného za inzerci beta-barelti (Hagan a kol.
2011). Jejich role vinfekénim procesu neni znama, ale je zajimavé, Ze jsou tyto
proteiny mnohem méné imunogenni pti infekci nez pti vakcinaci. Spole¢né s FliC
tak mohou byt dobrymi kandidaty pro sérologické rozliSeni zvitat vakcinovanych a
infikovanych.

Podobnou diskrepanci vysledki imunoafinitni chromatografie a sérologickych
testl jako pro FliC fragment, jsme sledovali také pro SseB protein. To, Ze nebyl
identifikovan ani v jedné chromatografické frakci, je vSak zplisobeno nulovou
expresi tohoto proteinu pfi kultivaci salmonel in vitro. SPI-2 kultiva¢ni podminky,
které by mély napodobovat intracelularni prostiedi makrofagli, vyzaduji odlisné
sloZeni kultivacniho média a Gpravu jeho pH (Beuzdn a kol. 1999, Coombes a kol.
2004, Sherry a kol. 2011).

Rekombinantni antigeny proteinti SseB, SipB a SipD byly pomoci western blotu
testovany jako post-infekéni antigeny. Hladina protilatek proti témto proteintim,
meérend jako denzita prouzkii western blotu, byla nejméné desetkrat vyssi u post-
infekénich sér, oproti kontrolnim a post-vakcinacnim sértim. Na druhé strané,
proteiny BamB, OppA a fragment FliC proteinu byly potvrzeny jako post-vakcinacni
antigeny. Hladina protilatek proti témto proteintim byla alesponi desetkrat vyssi u
skupiny zvirat po vakcinaci, nez u kontrolni nebo infikované skupiny. Nakonec byly
dva vybrané proteiny - SipB a FliC-frag pouzity pro kvantitativni sérologické
testovani na jednotlivych zvitratech. VSech 12 post-infek¢nich sér vykazovalo vyssi

hodnoty absorbance se SipB proteinem neZ 12 kontrolnich a 12 post-vakcina¢nich
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sér (p<0.01). Naopak vSech 12 post-vakcina¢nich sér vykazovalo vyssi hodnoty
absorbance s FliC-frag proteinem neZ 12 kontrolnich a 12 post-infekénich sér
(p<0.01). Vyvoj tvorby protilatek proti témto proteiniim v ¢ase kopiruje priibéh
anti-LPS protilatek. Méfeni hladin protilatek proti O-antigenim salmonel je
standardizovand, komer¢né dostupna metoda pro prikaz salmonelové infekce
(Szab6 2008). ZvySené hladiny IgG protilatek proti SipB jsou detekovatelné zhruba
tri tydny po infekci, podobné jako LPS protilatky. Hladiny anti-FliC IgG protilatek
ockovanych jedincii se zvysuji po revakcinaci, tj. mezi 14 a 21 dnem od aplikace
prvni davky, stejné jako anti-LPS protilatky mérené komerc¢ni soupravou.

Indukce exprese rtizného spektra bakteridlnich proteint, jejich potencialni
expozice rozpoznavacim mechanismim imunitniho systému a analyza vytvoienych
specifickych protilatek miiZe byt s vyhodou pouzita pro rozliSeni mezi infikovanymi
a vakcinovanymi zviraty bez jakéhokoli zasahu do genomu vakcina¢niho kmene.
Tento postup analyzy vytvorenych protilatek a hleddni bakteridlnich antigent
rozliSujicich post-infekéni a post-vakcinacni protilatky miize byt teoreticky vyuzit i

pro jiz vyvinuté a fungujici inaktivované bakterialni vakciny.
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6.Zaver

>

>

Priibéh onemocnéni prasat vyvolané pouzitymi kmeny S. Typhimurium a S.
Derby je rozdilny. Imunitni odpovéd na S. Typhimurium antigeny je
mnohem vyraznéjsi, a to jak ve smyslu protilatkové odpovédi, tak i po in
vitro infekci prasecich makrofagl. Kolonizace orgdnii je v prvnich dnech
infekce méné vyrazna u S. Derby infikovanych selat, ale bakterie pretrvavaji
v téchto organech po delsi dobu a jsou béhem této doby vylucovany do

prostredi.

Prokazali jsme dulezitost maternalni - kolostralni a laktogenni imunity u
prasat. Vakcinace prasnic pred porodem vakcinou pripravenou
z inaktivované kultury S. Typhimurium, zptsobuje sniZeni kolonizace

organt sajicich selat po infekci S. Typhimurium, ale ne po infekci S. Derby.

Trivalentni vakcina pripravena z inaktivovanych kultur S. Typhimurium, S.
Derby a S. Infantis chrani sajici selata pred infekci jednotlivymi sérovary

salmonel.

Analyzou vytvorenych protilatek zvirat po infekci a vakcinaci jsme nalezli
salmonelové antigeny, které lze pouzit pro sérologické rozliSeni
infikovanych prasat a prasat vakcinovanych inaktivovanou salmonelovou
vakcinou. Tento postup lze vyuZit pro navrh DIVA bakteridlnich vakcin

zvlasté tam, kde genetické zasahy do vakcina¢niho kmene nejsou zadouci.
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Interaction between pigs and Salmonella enterica serovar Derby (Salmonella Derby) is much
less understood in comparison with Salmonella enterica serovar Typhimurium (Salmonella
Typhimurium). To study interactions of weaned piglets with Salmonella Derby, we
compared the course of infections with Salmonella Derby Del and Salmonella
Typhimurium DT104 strains, both isolated from pig herds with a long history of
asymptomatic infection.

Salmonella Derby strain used was shed during the 28-day experiment period, while
Salmonella Typhimurium strain was not found in faeces after day 17 post-infection. When
the piglets were co-infected with both strains, Salmonella Derby was present in faeces until
the end of the experiment, whilst Salmonella Typhimurium disappeared after day 21 post-
infection. At the end of the experiment, Salmonella Derby was present in more tissues
when compared with Salmonella Typhimurium. Piglets infected with Salmonella
Typhimurium responded earlier with synthesis of anti-lipopolysaccharide IgM and IgG
antibodies and with higher antibody levels compared to piglets infected with Salmonella
Derby. Cellular immune response to both strains was very low and was detected later than
was the onset of IgG antibody production.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

isolates in Europe (Hauser et al., 2011; Kerouanton et al.,
2013).

Salmonella enterica serovar Typhimurium (Salmonella
Typhimurium) and Salmonella enterica serovar Derby
(Salmonella Derby) are two of the most frequent Salmonella
enterica serovars found in pigs across the EU. While
Salmonella Typhimurium can colonise many animal
species, Salmonella Derby is adapted to pigs. Contaminated
pork is a common source of human Salmonella Derby

* Corresponding author. Tel.: +420 53333 1317; fax: +4205 4121 1229.
E-mail address: matiasovic@vri.cz (J. Matiasovic).

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2014.02.003
0378-1135/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

In this work, focused on comparing infections of pigs
with Salmonella Derby and with Salmonella Typhimurium,
we used strains isolated from herds with a long history of
asymptomatic infection with Salmonella spp. in sows and
piglets. These low-virulence strains could represent a
higher risk for food safety than virulent strains due to their
inapparent presence over a long period of time on farms.

Natural infection of pigs with Salmonella Typhimurium
is usually asymptomatic and is relatively well known
(Wood et al., 1989; Boyen et al., 2008; Scherer et al., 2008;
Volf et al., 2012). The course of infection with Salmonella
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Derby in pigs is less well understood, but data available
indicate that it is less severe than following Salmonella
Typhimurium infection (Osterberg et al., 2009; Ivanek
et al., 2012). Moreover, pigs can be naturally co-infected
with both serovars (Rowe et al., 2003; Si3ak et al., 2011),
but such conditions have never been addressed experi-
mentally.

To characterise the course of infection and the immune
response of pigs to a low-virulence Salmonella Derby Del
PFGE type strain and to compare the infection with a low-
virulence strain of Salmonella Typhimurium DT104 phage
type we performed experimental infections in pigs with
each strain separately, and also with a mixture of both
strains.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains

Salmonella enterica serovar Typhimurium phage type
DT104 strain (strain number 19H4), hereinafter referred to
as Salmonella Typhimurium, and Salmonella enterica
serovar Derby strain Del (strain number 19H3) (Volf
et al., 2010), hereinafter referred to as Salmonella Derby,
isolated from asymptomatic carrier sows were used in this
study. To enable discrimination between Salmonella
Typhimurium and Salmonella Derby in mixed infections,
a spontaneous nalidixic acid resistant mutant was selected
in Salmonella Derby strain. The same nalidixic acid
resistant Salmonella Derby strain was used also for
Salmonella Derby only infection. Static 16-hour-old cul-
tures grown in LB broth (Difco, BD, Franklin Lakes, NJ, US)
at 37 °C were used for inoculation in all the experiments.

2.2. Animal infection

The experimental protocol was approved by the Branch
Commission for Animal Welfare of the Ministry of
Agriculture of the Czech Republic (Ref. No. MZE 921).
Piglets used were confirmed to be both serologically and
bacteriologically negative (as determined by the methods
mentioned below). The breed chosen was mixed white
breed from a commercial pig farm. Piglets weaned at day
21 of life were divided into 4 groups and infected on day 28
of life. All groups were strictly separated in a barrier facility
at the Veterinary Research Institute. Five animals in group
1 served as non-infected controls. Five piglets in group 2
were orally infected with 5x 108CFU of Salmonella
Typhimurium. Five animals in group 3 were orally infected
with 5 x 108 CFU of Salmonella Derby. The last group,
consisting of 10 piglets, was orally infected with a mixture
of half dose of each strain (2.5 x 108 CFU of Salmonella
Typhimurium + 2.5 x 108 CFU of Salmonella Derby). During
the first week post-infection, faeces were collected
separately for each group as a pooled sample per pen on
a daily basis. From week 2 till the end of experiment on day
28 post-infection (pi), faeces were collected twice a week.
At the end of the experiment, animals were sacrificed by
exsanguination from arteria brachialis in deep anaesthesia
induced by a mixture of tiletamine, zolazepam (Zoletil,
Virbac, Carros, France), xylazine (Xylazin Riemser, Bioveta,

Czech Republic) and ketamine (Narketan, Vétoquinol S.A.,
Lure, France). Then, tissue samples from the tonsils, spleen,
ileocaecal lymph nodes, ileum, caecum and colon were
taken for Salmonella enumeration. Quantitative bacteriol-
ogy was performed by plating ten-fold serial dilutions of
faeces and homogenised samples of organs on XLD agar
plates containing 20 mg/l of novobiocin (Sigma-Aldrich,
Munich, Germany). Counts of Salmonella after direct
plating were logarithmically (log10) transformed. Samples
negative for Salmonella after direct plating were subjected
to enrichment in modified semi-solid Rappaport-Vassilia-
dis medium (Oxoid, Basingstoke, United Kingdom) for
qualitative Salmonella determination. Samples positive
only after the enrichment were assigned a value of one, and
negative samples were assigned a value of zero. Differ-
entiation between Salmonella Typhimurium and Salmo-
nella Derby in organ samples from animals with mixed
infection was performed by individual testing of all
colonies grown on XLD plates taken from the appropriate
dilution for nalidixic acid resistance on XLD plates
containing 20 mg/l of nalidixic acid (Merck, Whitehouse
Station, NJ, US).

2.3. Antibody response

Ten ml of heparinised peripheral blood was taken prior
to infection and then each 7 days till the end of the
experiment. IgG antibodies were determined using Sal-
motype® Pig Screen ELISA (Labor Diagnostik, Leipzig,
Germany). IgM antibodies were determined by an in-house
ELISA, prepared as follows: plates were coated with
antigen (Salmonella Typhimurium LPS purified by phenol
extraction, Sigma-Aldrich, Munich, Germany) and incu-
bated with a 100x diluted plasma sample. Secondary
antibody conjugated with horseradish peroxidase (Goat
anti-pig IgM conjugate, Bethyl Laboratories, Inc., Mon-
tgomery, TX, US) and TMB substrate (Test-line, Brno, Czech
Republic) were then used for the development of a colour
reaction. ELISA plates were measured on multi-detection
microplate reader Synergy 2 (BioTek Instruments,
Winooski, VT, US). The cut-off level for serological
positivity was 10% of internal positive control in the case
of Salmotype ELISA and mean of absorbance values plus 2 x
standard deviation of the non-infected control animals in
the case of home-made IgM ELISA (Jacobson, 1998).

2.4. Salmonella antigen preparation

Salmonella Typhimurium and Salmonella Derby anti-
gens for lymphocyte transformation test and IFN+y release
test were prepared from an overnight culture of Salmonella
Typhimurium or Salmonella Derby grown in LB broth
(Difco, BD, Franklin Lakes, NJ, US). Bacterial cultures were
washed twice in phosphate-buffered saline, sonicated and
centrifuged. Supernatants were filter-sterilised, protein
concentration was determined colorimetrically (BCA
Protein Assay, Thermo Scientific, Waltham, MA, US) on
multi-detection microplate reader Synergy 2 (BioTek
Instruments, Winooski, VT, US) and diluted to protein
concentration as indicated below for LTT and IFN+y release
test.
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2.5. Lymphocyte transformation test (LTT)

The ability of blood lymphocytes to respond to the
specific antigens by proliferation was tested by using the
lymphocyte transformation test. Blood samples supple-
mented with antibiotics (100 IU/ml of penicillin, Biotika,
Slovenska Iupca, Slovak Republic, and 0.2 mg/ml of
streptomycin, Sigma-Aldrich, Munich, Germany) were
incubated with or without a specific antigen (2.5 g of
Salmonella Typhimurium or Salmonella Derby proteins per
ml of blood) or with 10 g/ml of concanavalin (Sigma-
Aldrich, Munich, Germany) as a mitogen positive control
(Jeklova et al., 2007) for 5 days at 37 °C in 5% CO,. Twenty
hours prior to harvesting, 50 ul of RPMI (PAA, Velizy-
Villacoublay, France) medium with *H-thymidine (5 n.Ci/
ml) was added. The incorporation of *H-thymidine as a
marker of DNA replication and clonal expansion was
analysed by a TopCount NXT™ microplate scintillation
counter (Packard Bioscience Instrument Company, Perki-
nElmer, Waltham, MA, US). The results were expressed as
stimulation indices which have been calculated as the ratio
of counts per minute (CPM) in the stimulated samples to
CPM in the non-stimulated controls. The cut-off level was
set as a mean of fold change values of control animals plus
3x standard deviation (Jacobson, 1998).

2.6. IFN+vy-release test

IFN+y released by lymphocytes in response to a specific
antigen (Salmonella Typhimurium or Salmonella Derby
lysates) was measured on heparinised blood samples
collected prior to the infection and then every 7 days post-
infection till the end of the experiment. Blood was
incubated with a specific antigen (2.5 g of Salmonella
proteins per ml of blood) for 24 h at 37 °C in 5% CO,. After
incubation, plasma was separated by centrifugation at
2400 x g for 10 min and used for the detection of released
IFNvy by ELISA (Invitrogen, Carlsbad, CA, US) on multi-
detection microplate reader Synergy 2 (BioTek Instru-
ments, Winooski, VT, US). [FNy expression at the mRNA
level was measured by qPCR as described previously
(Stepanova et al., 2011).

3. Results
3.1. Salmonella shedding in faeces

Faeces of all animals in the control group remained
culture negative during the entire experiment.

In Salmonella Typhimurium infected piglets, Salmonella
was detected from day 1 to day 14 pi, ranging from log
3.19 to log 5.57 CFU/g of faeces. From day 17 pi until the
end of the experiment, cultures of faeces from piglets
infected with Salmonella Typhimurium yielded negative
results (Fig. 1A). Piglets infected with Salmonella Derby
shed Salmonella at higher levels than those infected with
Salmonella Typhimurium. Moreover, faeces from Salmo-
nella Derby infected piglets remained culture positive until
the end of the experiment on day 28 pi (Fig. 1A), but the
level of Salmonella Derby shedding was low.

In the group infected with a mixture of Salmonella
Typhimurium and Salmonella Derby, the faecal shedding
was similar to that observed in Salmonella Derby infected
piglets, i.e. higher Salmonella counts were detected in
faeces than in the case of Salmonella Typhimurium infected
piglets. Also, the faecal samples remained Salmonella
positive until the end of the experiment (Fig. 1A). The
percentage of Salmonella Typhimurium in faecal samples
has never exceeded 50% and Salmonella Derby usually
predominated over Salmonella Typhimurium. From day 21,
only Salmonella Derby was present in faeces of piglets
infected with both Salmonella Typhimurium and Salmo-
nella Derby. The level of Salmonella Derby shedding was
low, similarly to Salmonella Derby monoinfection (Fig. 1B).

3.2. Salmonella tissue colonisation 28 days post-infection

Organs of all animals in the control group were culture
negative at 28 days pi.

Out of 5 piglets infected with Salmonella Typhimurium,
only the tonsils in four animals and ileocaecal lymph nodes
in three animals remained culture positive at 28 days pi. All
other tissue samples yielded culture negative results
(Fig. 2; Table 1 in the Supplement). In Salmonella Derby
infected piglets, all tonsil samples were culture positive
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Fig. 1. Salmonella faecal shedding. Panel A, Salmonella counts in faecal samples from piglets infected with Salmonella Typhimurium (STM), Salmonella Derby
(SD) or with a mixture of Salmonella Typhimurium and Salmonella Derby. Panel B, percentage of Salmonella Typhimurium in faecal samples from piglets
infected with a mixture of Salmonella Typhimurium and Salmonella Derby. DPI - day post-infection.
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Fig. 2. Salmonella counts in tissue samples 28 days after oral infection. Salmonella Derby was present in the tested tissues in a higher amount when compared
with Salmonella Typhimurium infected piglets. Values shown are medians of Salmonella counts per gram of tissue, error bars represent Q3-Q1 intervals.
White columns - animals infected with Salmonella Derby (SD), grey columns - animals infected with Salmonella Typhimurium (STM), shaded columns -

animals infected with both serovars. w. - wall.

28 days pi but caecum wall samples were culture positive
in four out of five animals. Other organs such as ileocaecal
lymph nodes, ileum wall and colon wall were culture
positive in at least one animal at 28 days pi (Fig. 2; Table 1
in the Supplement). In the piglets infected with a mixture
of Salmonella Typhimurium and Salmonella Derby, the
colonisation profile was similar to that recorded in the
piglets infected with Salmonella Derby alone, except for the
spleen, which was culture positive in three out of ten
animals, but negative in both monoinfection groups (Table
1 in the Supplement). The percentage of Salmonella
Typhimurium in the positive samples ranged from 0 to
60% (Table 2 in the Supplement).

3.3. Antibody response

All animals in the control group remained serologically
negative during the entire experiment.

Salmonella Typhimurium-infected animals developed
average IgM antibody level above the cut-off value (0.41)
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on day 7 or 14 pi, with the maximum IgM production
recorded on day 14 pi (Fig. 3A). Individually, it was two out
of five animals on day 7 pi, four animals on day 14 pi and
one animal on day 21 pi. Salmonella Derby infected animals
developed average IgM antibody level above the cut-off
value on day 14 or 21 pi (Fig. 3A). Individually, it was one
out of five animals on day 7 pi, four animals on day 14 pi,
three animals on day 21 pi and one animal on day 28 pi.
The IgM antibody response was therefore delayed by one
week when compared with Salmonella Typhimurium
infected piglets.

IgG levels began to increase above the cut-off level
(10.00) from day 14 in Salmonella Typhimurium infected
piglets. IgG antibody levels further increased until day 28
pi. Individually, it was three out of five animals on day 14 pi
and four on day 21 and day 28 pi. One animal remained
unresponsive during all the experiment. IgG levels in
Salmonella Derby infected piglets exceeded the cut-off
level on day 28 pi (Fig. 3B). Individually, it was three out of
five animals on day 28 pi. The IgG antibody response was
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Fig. 3. IgM antibody response (panel A) and IgG antibody response (panel B) of piglets infected with Salmonella Typhimurium (STM) or Salmonella Derby
(SD). Individual piglet values and lines linking averages of each group are shown. Cut-off value for serological positivity is shown in the diagram. DPI - day

post-infection.
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Fig. 4. Cell-mediated immune response to Salmonella Typhimurium (STM) and Salmonella Derby (SD) infection. Panel A, lymphocyte transformation test.
Panel B, INFy release test. In each panel, individual values of stimulation index plus average values linked with lines are shown. Cut-off values for LTT or
INFy release test positivity are shown in the diagram. DPI - day post-infection.

therefore delayed by two weeks when compared with
Salmonella Typhimurium infected piglets.

Due to the fact that Salmonella Typhimurium and
Salmonella Derby express the same O-antigens, antibody
response was not determined in piglets infected with a
mixture of both serovars.

3.4. Cell-mediated immune response to Salmonella
Typhimurium and Salmonella Derby infection

Cell-mediated immune response of piglets to Salmo-
nella Typhimurium and Salmonella Derby infection was
characterised by using the lymphocyte transformation test
(LTT) and INF+y release test. All animals in the control group
were negative in both tests during the entire experiment.

Using LTT, a stimulation index higher than the cut-off
value (stimulation index 19.08) was detected only at day
28 pi in one out of the five animals infected with Salmonella
Typhimurium. Lymphocytes of none of the piglets infected
with Salmonella Derby proliferated in response to Salmo-
nella Derby antigen above the cut-off value in any time
point (Fig. 4A).

No IFN+y release by lymphocytes was detected by ELISA
at any time point and in any group of piglets (data not
shown). However, an increase of IFN+y in stimulated cells
above the cut-off (16.58) level was detected at the mRNA
level in two out of five animals on day 28 pi in the
Salmonella Typhimurium infected group and in one out of
five animals at day 21 pi in the Salmonella Derby infected
group (Fig. 4B).

4. Discussion

Although some data regarding the pathogenesis of
Salmonella enterica serovar Derby in pigs has emerged
recently (Osterberg et al., 2009; Ivanek et al., 2012), the
interaction of this serovar with pigs is still far from being
completely understood. For this reason, we compared the
course of infection and immune response of pigs infected
with the selected Salmonella enterica serovar Derby Del
strain and infected with Salmonella enterica serovar
Typhimurium DT 104 strain.

Strains of Salmonella Derby Del and Salmonella
Typhimurium DT104 used in our experiment were

selected on the basis of their similar behaviour in pig
herds, where they were present without clinical signs of
disease in sows or piglets and thus considered as low-
virulence strains. The Salmonella Derby strain was
previously identified as a strain having a prevalent Del
PFGE profile (47% of all Salmonella Derby isolates) within
the Czech Republic (Volf et al., 2010). Similar prevalence of
one dominant PFGE profile in Salmonella Derby isolates
was lately also reported in Sardinia (Piras et al., 2011) and
in Germany (Hauser et al., 2011). The relationship between
prevalent strains described in all three articles is unknown,
but it suggests that the epidemiological situation con-
nected with Salmonella Derby may be similar to that with
Salmonella Typhimurium, where the DT104 strain is
common in pigs around Europe (Baggesen et al., 2000;
Bolton et al., 2013). It is important to note that infection of
pigs with different strains, even of the same serovar, may
lead to a different course of infection and immune
response development, as documented in the case of
Salmonella Typhimurium (Boyen et al.,, 2008; Bergeron
et al, 2010; Xiong et al.,, 2010; Van Parys et al., 2013).
Although frequently used in similar type of experiments,
using a spontaneous nalidixic acid-resistant Salmonella
Derby mutant may influence the course of infection and
immune response development to this strain (Bjorkman
et al., 1998; Revolledo and Ferreira, 2010). Thus, strains
used could be considered as examples of particular types of
strains, rather than their representatives.

Faecal shedding of Salmonella Typhimurium strain
used, its tissue distribution and IgM and IgG responses
of pigs were similar to those reported in several previous
papers (Wood et al., 1989; Vieira-Pinto et al., 2005; Scherer
et al., 2008; Volf et al., 2012). In contrast to Salmonella
Typhimurium, shedding of Salmonella Derby strain used in
this study was detected during the entire experiment.
Although the level of Salmonella Derby shedding was low
from day 21 pi, it could still become a source of
contamination for other pigs and the environment. As
expected, shedding of both strains corresponded with the
intestinal colonisation. In comparison with Salmonella
Typhimurium found in tonsils and ileocaecal lymph nodes,
Salmonella Derby was found 28 days pi also in all parts of
the intestinal tract. Interestingly, Salmonella Typhimurium
was also present in the caecum and ileum, but only in the
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case of co-infection with both strains. Moreover, the co-
infection led to the presence of both strains in the spleen,
which was not observed in any of the groups following
monoinfection. We thus did not observe any apparent
competition between both strains during the co-infection
of pigs.

Concerning the antibody response, IgM antibody
response to Salmonella Typhimurium was observed
earlier than the IgM response to Salmonella Derby
infection and the same was true also for IgG response.
However, our findings contradict the results published by
a Swedish group (Osterberg et al., 2009; Ivanek et al.,
2012) who detected high levels of IgG antibodies after
Salmonella Derby infection from day 14 pi when using a
lower infection dose than in our experiment, or even
earlier when using a higher infection dose. In our
experiment, only Salmonella Typhimurium infected pig-
lets developed IgG antibodies as early as from day 14 pi.
The relationship between Salmonella Derby strains used
in Osterberg’s and our experiments is unknown, but the
differences in the immune response observed were
probably strain-dependent.

The relative contribution of T helper cells to antibody
production was tested in the lymphocyte transformation
test and IFNvy release assay. Both tests addressing the
antigen-specific cell-mediated response detected very
weak response only in some animals and as late as day
28 pi. Since the IgM-IgG switch in Salmonella Typhimurium
infected piglets was detected on day 14 pi, this suggests
that the switch was independent of the presence of
antigen-specific T helper cells.

5. Conclusions

In our experiment Salmonella Derby Del strain used
induced a lower immune response than Salmonella
Typhimurium DT104 strain, but colonised the intestine
more heavily. No competition between both strains was
observed in the group co-infected with both strains. Next,
we have shown that the IgG immune response to
Salmonella Typhimurium infection was independent on
the presence of antigen-specific cell response.
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ABSTRACT: Salmonella enterica serovar Typhimurium and Salmonella enterica serovar Derby are the most
common serovars of Salmonella enterica ssp. enterica found in pigs in Europe. We previously observed that suckling
piglets of sows vaccinated with an S. Typhimurium-based inactivated vaccine are protected against homologous
strain challenge. To develop this vaccine for commercial use, potential crossprotectivity of this vaccine to chal-
lenge with S. Derby was tested. Two sows were vaccinated with an S. Typhimurium-based inactivated vaccine
while two other sows remained serologically negative. Four-day-old suckling piglets from both groups were orally
challenged with S. Derby or S. Typhimurium. Maternally-derived immunity against S. Typhimurium protected
piglets against S. Typhimurium challenge, when a significant (P < 0.05) decrease in S. Typhimurium count was
found in ileocaecal and submandibular lymph node, tonsil, ileum and ileum content. On the other hand, after
S. Derby challenge, significant (P < 0.05) decrease in S. Derby count was detected only in ileum content. Although
both serovars belong to the same O:4 serogroup, other antigenic structures, for example the flagellin, are differ-
ent. In a subsequent in-vitro experiment, we found that serum from vaccinated sows inhibited the motility of
S. Typhimurium but not the motility of S. Derby. Our results indicate that protectivity of S. Typhimurium vaccine
against S. Derby infection is limited.

Keywords: vaccination; crossprotectivity; antibody

Abbreviations

BHI = brain-heart infusion, ELISA = Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay, LPS = lipopolysaccharide, SD =
Salmonella enterica serovar Derby, STM = Salmonella enterica serovar Typhimurium

Pigs are the second most important source of
Salmonella infection for humans in Europe after
poultry (Anonymous 2009). One way to decrease a
risk of Salmonella transmission from pig meat and
slaughter products to humans is to decrease the
number of Salmonella-positive pigs at slaughter.
Piglets can be infected soon after birth when the

infected sow or its environment is the infection
source (Proux et al. 2001; Boughton et al. 2007).
The immunity of newborn piglets could be crucial
for eliminating this source of infection. Previously,
we demonstrated that vaccination of pregnant sows
with experimental inactivated Salmonella enterica
serovar Typhimurium (S. Typhimurium) vaccine

Supported by the Ministry of Agriculture of the Czech Republic (Project No. QJ1210115) and the MEYS of the
Czech Republic under the NPU I program (Project No. LO1218).
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induces colostral immunity responsible for the
protection of suckling piglets when challenged
with a homologous strain (Matiasovic et al. 2013).
Because Salmonella enterica serovar Derby (S.
Derby) and S. Typhimurium belong to the same
0:4 group (Grimont and Weill 2007), the aim of
the study was to test potential crossprotectivity of
S. Typhimurium vaccine to S. Derby challenge.

MATERIAL AND METHODS

The animal care protocol and its use in this exper-
iment were approved by the Branch Commission
for Animal Welfare of the Ministry of Agriculture
of the Czech Republic (MZE1358). Four sows nega-
tive for Salmonella- specific antibodies, tested with
Salmotype pig screen ELISA Kit (Labor Diagnostik,
Germany) were used in the experiment. Two sows
were vaccinated intramuscularly into the neck with
1 ml of inactivated S. Typhimurium vaccine four
and two weeks before parturition and developed
antibody response to the vaccine. The in-house vac-
cine was prepared from S. Typhimurium DT104
incubated overnight in BHI medium to 1 x 10°
CFU per ml, inactivated with 1% formaldehyde
and mixed with ISA50V2 adjuvant (Seppic, France)
(Matiasovic et al. 2013). None of the sows shed
Salmonella sp. one week before and four days after
parturition when checked daily by the ISO 6579:
2002 bacterial culture method.

IgG antibodies were measured using Salmotype pig
screen ELISA Kit and IgA antibodies with a home-
made ELISA based on S. Typhimurium O-antigens
(Matiasovic et al. 2013). Briefly, Maxisorp plates
(Nunc, Denmark) were coated with S. Typhimurium
LPS (Sigma-Aldrich, USA). Serum samples were di-
luted 100 times and jejunal lavage two times in PBS
and applied to coated plates. After incubation, the
secondary antibody (Goat anti-pig IgA conjugate,
Bethyl Laboratories, USA) conjugated with horse-
radish peroxidase was added. Subsequently, TMB
substrate (Test-line, Czech Republic) was applied
and the signal was measured at 450 nm on micro-
plate reader Synergy H1 (Biotek, USA).

Four days after birth, suckling piglets of one vac-
cinated (n = 10) and one serologically negative sow
(n = 8) were orally inoculated with 2.4 x 10" CFU of
S. Typhimurium (STM challenge group) homologous
to the vaccine strain (dose volume 2 ml). Similarly,
piglets of two other sows (# = 10 in each group) were
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orally inoculated with 2.6 x 107 CFU of S. Derby
(SD challenge group) (Matiasovic et al. 2014). All
animal groups were individually housed in barrier
pens. All piglets remained with their mothers un-
til euthanized by exsanguination from the arteria
brachialis under deep anaesthesia at 72 h post in-
oculation, i.e. at the end of the experiment when
the Salmonella load within tissues was anticipated
to be maximal (Wood and Rose 1992).

Quantitative bacteriology was performed by plat-
ing ten-fold serial dilutions of homogenised organ
samples on XLD agar plates. After direct plating,
counts of Salmonella were logarithmically trans-
formed. Samples negative for Salmonella according
to the aforementioned method, were subjected to the
enrichment in semi-solid Rappaport-Vassiliadis me-
dium (Oxoid, Basingstoke, United Kingdom) for qual-
itative Salmonella determination. Samples positive
only after enrichment were taken as a value of one,
and a value of zero was assigned to negative samples.

Influence of anti-S. Typhimurium antibodies on
S. Typhimurium and S. Derby motility was tested in
vitro according to Forbes et al. (2008). LB agar (0.3 g
of agar per 100 ml, Invitrogen, USA) plates without
antibodies or containing 100 x or 1000 x diluted
heat-inactivated serum from both vaccinated sows
were inoculated with 1 pl of overnight culture of
S. Typhimurium or S. Derby. The diameter of mi-
grating bacteria was measured in duplicates each
hour of 8 h of cultivation. A test was performed four
times, twice for serum from each sow. Salmonella-
specific antibody levels in the serum samples of
both sows were 86% and 116% of positive control
of Salmotype pig screen ELISA Kit.

The significance of differences among groups
for in vivo and for in vitro experiments was tested
by ANOVA followed by the Bonferroni’s Multiple
Comparison Test. Differences with P < 0.05 were
considered significant.

RESULTS

On Day Two after inoculation, piglets in all
groups developed mild diarrhoea. The only clini-
cal difference among groups was a slightly, but sig-
nificantly higher body temperature at day two after
inoculation in piglets from the serologically nega-
tive sow (39.8 °C + 0.3), when compared to their
counterparts from the vaccinated sow (39.3 °C +
0.3) in S. Typhimurium challenge group.
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Table 1. Salmonella-specific antibody levels in the blood and jejunal lavage from suckling piglets

Challenge group IgG DP10 IgG DPI 3 IgA DPIO IgA DPI 3 IgA DPI 3 jejunum
SD; Ab neg.; n = 10 -0.52+0.37*  -1.08 + 0.30° 0.20 + 0.02? 0.12 + 0.01* 0.31 + 0.05*
STM; Abneg.; n =8 6.41 +2.18° 4.20 + 1.52° 0.25 + 0.03? 0.13 + 0.01° 0.63 + 0.15%
SD; vacc.; 1 = 10 110.70 + 2.43>  102.70 + 3.38" 1.92 + 0.09° 1.07 + 0.04° 1.51 +0.10°
STM; vacc.; n = 10 100.10 + 1.47°  95.89 + 1.19° 2.02 + 0.06 1.14 + 0.07° 0.76 + 0.09°

DPI = day post infection, SD = S. Derby challenge, STM = S. Typhimurium challenge, Ab neg. = piglets from the sow negative

for Salmonella-specific antibodies, vacc. = piglets from the vaccinated sow, n = number of animals in group

Values are presented as a mean + SEM. Within a column, values with different superscripts (*) differ significantly (P < 0.05)

Piglets from both vaccinated sows had signifi-
cantly higher amounts of Salmonella-specific IgG
and IgA antibodies in the blood (Table 1) than pig-
lets from serologically negative sows. Piglets from
the vaccinated sow in the SD challenge group had
slightly, but significantly higher amounts of IgG at
Day 0 post infection (DPI 0) than piglets from the
vaccinated sow in the STM challenge group. The
levels of specific IgA in jejunal lavage in piglets of
the vaccinated sow in the SD challenge group were
significantly higher than in piglets from the sero-
logically negative sow, whereas in the STM chal-
lenge group, the difference between piglets from
vaccinated and serologically negative sows was not
significant.

Piglets from the vaccinated sow in the STM chal-
lenge group had a significantly lower Salmonella
Typhimurium count in the ileocaecal lymph node,
submandibular lymph node, tonsil, ileum wall and
ileum content than piglets from the serologically
negative sow (Table 2). The spleen was not colo-
nised in any animal and the liver was positive only
after enrichment in two piglets from the serologi-
cally negative sow. This difference was not statisti-
cally significant.

Piglets from the vaccinated sow in the SD challenge
group had a significantly lower S. Derby count in il-
eum content than piglets from the serologically nega-
tive sow (Table 2). However, S. Derby counts in the
ileocaecal lymph node, submandibular lymph node,
tonsil and ileum were not significantly different. The
spleen and liver were S. Derby negative in all animals.

DISCUSSION

Although piglets from the vaccinated sow chal-
lenged with S. Derby acquired high levels of anti- S.
Typhimurium antibodies (even higher than pig-
lets from the vaccinated sow challenged with S.
Typhimurium), their protection against S. Derby
infection, measured as a significant decrease in
Salmonella counts in tissues, was lower than in the
S. Typhimurium challenge group. This might have
been influenced by overall lower colonisation of or-
gans by S. Derby, but also by differences in protein
sequences between S. Derby and S. Typhimurium.
Although both serovars have the same structure of
O-antigens, the sequence of fliC protein, the major
component of the flagellum, shows 78% similarity

Table 2. Salmonella enterica serovar Derby or Typhimurium counts in tissues

Challenge group Spleen Liver ICLN SM LN Tonsil Ileum wall Ileum content
SD; Ab neg.; n =10 0.00 0.00 1.24 + 0.26 1.75+£042 030+0.15 250+£046 2.49+0.72
SD; vacc; n =10 0.00 0.00 0.30£0.15 0.68+0.39 0.10+£0.10 2.37+0.56 1.00 + 0.00*
STM; Ab neg.; n =8 0.00 025+0.16 4.71+0.17 390+0.29 251+040 6.11+0.28 4.94+1.37
STM; vacc; n =10 0.00 0.00 1.91 £0.47* 1.08 £0.42* 0.81 £0.50* 4.02+0.27* 2.50 +0.22*

SD = S. Derby challenge, STM = S. Typhimurium challenge, Ab neg. = piglets from the sow negative for Salmonella-specific

antibodies, vacc. = piglets from the vaccinated sow, IC = ileocaecal, LN = lymph node, SM = submandibular, #» = number

of animals in group

Data for the sampled tissues are presented as a mean + SEM of log 10 values of S. Typhimurium or S. Derby CFU/g for

each group. Asterisks indicate the significance of differences (P < 0.05) between piglets from vaccinated and serologically

negative sow within challenge group
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Figure 1. Influence of anti-S. Typhimurium antibodies on S. Typhimurium and S. Derby motility. The diameter of

S. Derby (A) and S. Typhimurium (B) bacterial ring was gradually measured in agar plates with different concentra-
tions of antibodies against S. Typhimurium (0 x= without serum, 1000 x and 100 x diluted serum) incubated for 8 h.
The last hour, motility of S. Derby and S. Typhimurium was compared (C). Each image represents the average of four

separated experiments. *, # or § represents P-value of less than 0.05 that was considered significant. SD = S. Derby;

STM = S. Typhimurium

* = inhibition of bacterial motility in 1000 x and 100 x diluted serum when compared to plates without serum

§ = difference in motility between 1000 x and 100 x dilution of serum

# = significance between S. Derby and S. Typhimurium motility on the plates with the same serum dilutions

only to the first 190 amino acids (aa) from about
500 aa forming the whole protein (STM 495 aa, SD
504 aa) when compared by blastp using default set-
tings (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). In accordance
with this finding, the motility test showed that in
vitro anti-S. Typhimurium antibodies significantly
reduced the motility of S. Typhimurium but not
S. Derby (Figure 1). In this test, the presence of anti-
S. Typhimurium antibodies in LB semi-solid agar
significantly reduced motility of S. Typhimurium
from 4 h post inoculation. Under the same condi-
tions the motility of S. Derby was not significantly
reduced. The motility of both serovars on plates
without antibodies was not significantly different.
Another important antigenic target for protective
antibodies is membrane protein ompD (Gil-Cruz et
al. 2009), which has 89% similarity between these
two serovars. Different epitopes of S. Derby pro-
teins thus may limit the protectivity of antibodies
induced by S. Typhimurium vaccine.

26

In the past, an effort was made to test crosspro-
tectivity of S. Choleraesuis live attenuated vaccine
to S. Typhimurium challenge. In a controlled study
it was found that live attenuated S. Choleraesuis
vaccine did not reduce shedding (Letellier et al.
2000), but could stimulate local immunity and re-
duce the presence of S. Typhimurium in the ileum
in swine (Letellier et al. 2001). Some field studies
found that live attenuated S. Choleraesuis vaccine
reduced seroprevalence and Salmonella isolation
in pigs at slaughter (Maes et al. 2001; Schwarz et
al. 2011), whereas others, working with a vaccine
based on S. Typhimurium var. Copenhagen, the
crossprotectivity did not observed (Farzan and
Friendship 2010).

It has to be taken into account that our data were ob-
tained from a limited number of animals. Nevertheless,
it was found that crossprotectivity of antibodies de-
veloped after vaccination was reduced between
Salmonella Typhimurium and Derby serovars.
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Abstract

Background: Salmonella enterica serovar Typhimurium is one of the most common enteropathogenic bacteria
found in pigs in Europe. In our previous work, we demonstrated the protective effects in suckling piglets when
their dams had been vaccinated with an S. Typhimurium-based inactivated vaccine. This study is focused on a
procedure leading to serological discrimination between vaccinated and infected pigs. As we supposed, distinct
environment during natural infection and in bacterial cultures used for vaccine preparation led to a slightly different
spectrum of expressed S. Typhimurium proteins. The examination of porcine antibodies produced after the
experimental infection with S. Typhimurium or after vaccination with S. Typhimurium-based inactivated vaccine by
affinity chromatography and mass spectrometry revealed differences in antibody response applicable for serological
differentiation of infected from vaccinated animals.

Results: Antibodies against Salmonella SipB, SipD and SseB proteins were detected at much higher levels in post-
infection sera in comparison with control and post-vaccination sera. On the other hand, proteins BamB, OppA and
a fragment of FliC interacted with antibodies from post-vaccination sera with a much higher intensity than from
control and post-infection sera. In addition, we constructed ELISA assays using post-infection antigen - SipB protein
and post-vaccination antigen - FliC-fragment and evaluated them on a panel of individual porcine sera.
Conclusions: The analysis of antibody response of infected and vaccinated pigs by proteomic tools enabled to
identify S. Typhimurium antigens useful for distinguishing infected from vaccinated animals. This approach can be
utilized in other challenges where DIVA vaccine and a subsequent serological assay are required, especially when
genetic modification of a vaccine strain is not desirable.
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Background

Infections caused by non-typhoid Salmonella enterica sero-
var Typhimurium (Salmonella Typhimurium) constitute a
persistent problem in human and veterinary medicine. Sal-
monella Typhimurium is the most frequent serotype found
in pigs. Contaminated pork and porcine products are thus
a source of infection for human consumers [1]. A possible
way to moderate the Salmonella burden in pigs is vaccin-
ation. A successful and widely used vaccine should allow
distinguishing vaccinated animals from those that were nat-
urally infected, so-called DIVA approach (Differentiating
Infected from Vaccinated individuals) [2]. Available diag-
nostic serological tests for the evaluation of Salmonella in-
fections in pigs are based on measurements of the level of
antibodies induced by O-antigens, the outer segment of
bacterial lipopolysaccharide (LPS) [3]. These assays do not
allow us to distinguish infected and vaccinated animals
when Salmonella strain without any deletion in genes re-
sponsible for lipopolysaccharide formation is used for vac-
cination [4]. On the other hand, LPS plays a role as an
inducer of the immune response, which might be beneficial
for the vaccination itself [5, 6]. Selke et al. [7] introduced a
live negative-marker vaccine based on Salmonella Typhi-
murium strain with deleted gene for the outer membrane
protein ompD. Bearson et al. [8] prepared a similar attenu-
ated live negative-marker vaccine with a deletion of mul-
tiple small regulatory RNAs combined with rfaH mutation.
However, using a genetically modified live bacterial strain
as a vaccine may be questionable because of current regula-
tion and public non-acceptance of genetically modified or-
ganisms in Europe.

With  an  unmodified inactivated - Salmonella
Typhimurium-based vaccine for pigs developed in our pre-
vious work we achieved a similar level of protectivity for
suckling piglets [9] as Selke et al. [7]. In this study, we ex-
tend the development of this vaccine to include DIVA test-
ing. We took advantage of the fact that Salmonella express
virulence factors (proteins from SPIs - Salmonella patho-
genicity islands) in an environment-dependent manner. We
thus expected differences in bacterial protein expression
under in vitro and in vivo conditions. We analysed the anti-
body response to the vaccine based on inactivated Salmon-
ella Typhimurium cultivated in vitro and the antibody
response of animals infected with live bacteria.

Based on this, we introduced a method for discovering
Salmonella proteins able to induce condition-specific
antibody production, which allows us to serologically
distinguish animals that were vaccinated from those in-
fected with Salmonella Typhimurium.

Methods

Bacterial strain

Salmonella enterica serovar Typhimurium phage type
DT104 strain (strain number 1A5, from bacterial
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collection at Veterinary Research Institute, originally iso-
lated from healthy sow), hereinafter referred to as Sal-
monella Typhimurium, was used in this experiment.
Bacteria were cultivated overnight at 37 °C in Miller's LB
Broth Base (Invitrogen, USA) or brain heart infusion
(BHI) broth (Oxoid, UK) for certain analyses as de-
scribed below.

Vaccination and infection of pigs

Three groups of animals consisting of twelve white
mixed-breed piglets (bought from a commercial stud)
weaned 21 days after birth were used in the experiment.
Pigs in the first group remained serologically negative
for anti-Salmonella antibodies (determined by Pig
Screen ELISA, Qiagen, Germany). Another twelve ani-
mals were orally infected one week after housing with
1x10* CFU of Salmonella Typhimurium grown in BHI
medium and blood was collected 28 days after the infec-
tion. The last group of animals was vaccinated intramus-
cularly into the neck with 1 ml of a vaccine prepared
from 1 x 10° CFU of Salmonella Typhimurium grown in
BHI medium, inactivated with formaldehyde and adju-
vanted with Montanide ISA50V2 (Seppic, France). The
first dose was administered one week after housing and
the second dose two weeks later. Blood was collected
14 days after the second dose of a vaccine.

Antibody fraction preparation

Serum samples from three random animals from each
group were pooled together and IgG fractions were iso-
lated using Protein G columns (HiTrap Protein G HP,
GE Healthcare, UK) according to the manufacturer’s
protocol. Affinity chromatography was performed on an
FPLC instrument (Pharmacia, Sweden).

Antigen preparation
The same procedure of preparing bacterial protein lysate
was used for the comparison of Salmonella Typhimurium
protein expression when cultivated in LB or BHI medium
using MS and for immunoaffinity chromatography.
Salmonella Typhimurium was grown overnight at 37 °C
in LB and BHI medium, as noted above. The culture was
then centrifuged (3,500 x g, 10 min), and a cell pellet was
washed 3 times in PBS (Dulbecco’s, Lonza, Switzerland).
The cell pellet was resuspended in PBS and sonicated
(Sonopuls HD 3100, Bandelin, Germany) with zirconia/sil-
ica beads (BioSpec Products, USA). The sonicate was cen-
trifuged at 20,000 x g and the supernatant with proteins
was taken. The pellet was then resuspended in 8 M urea
(Serva, Germany), 0.1 % SDS (Carl Roth, Germany), 2 %
Triton X-100 (Serva, Germany) and 25 mM triethylam-
monium bicarbonate (Sigma-Aldrich, USA) and centri-
fuged at 20,000 x g again. The supernatant was mixed
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with the supernatant from the previous step and together
used as an antigen for subsequent analysis.

Immunoaffinity chromatography

IgGs from all three sample groups were covalently
bound to CNBr-activated Sepharose (GE Healthcare,
UK) according to the manufacturer’s protocol. Sepharose
with bound immunoglobulins was loaded into 3 plastic
cartridges (BioRad, USA) creating liquid chromatog-
raphy columns. The same antigen (protein lysate from
Salmonella Typhimurium grown in LB) was used for all
three IgG columns - column with antibodies from nega-
tive control animals, from vaccinated animals and from
infected animals. 20 mM sodium phosphate buffer,
pH 7.0 (Serva, Germany) served as a binding buffer.
0.1 M glycine-HCl (Serva, Germany), pH 2.7 was used
for elution of bound proteins and 1 M Tris—HCI (Carl
Roth, Germany), pH 9.0, was added to collection tubes
for pH adjustment. Protein eluates were then used for
analysis by mass spectrometry.

LC-MS/MS analysis

100 pg of proteins (measured with Pierce™ BCA Protein
Assay Kit, Thermo Scientific, USA) was used for each
sample preparation with the FASP (filter-aided sample
preparation) method [10]. Each sample was washed five
times with 8 M urea (Serva, Germany) in Vivacon 500
centrifugal tubes (Sartorius Stedim, Germany) with
10,000 MW CO membrane filter. Dithiothreitol (10 mM,
Sigma-Aldrich, USA) and iodoacetamide (50 mM, Serva,
Germany) in triethylammonium bicarbonate buffer
(25 mM, Sigma-Aldrich, USA) were used for reduction
and alkylation, respectively. Proteins were then digested
with trypsin (Promega, USA) in 1:50 ratio, for one hour,
at 37 °C and then overnight at 25 °C. After centrifuga-
tion, the eluate with digested peptides was evaporated
(DNA120 SpeedVac, Thermo Savant, USA), peptide pel-
let was resuspended in 0.1 % aqueous formic acid
(Sigma-Aldrich, USA) which serves as a mobile phase
for liquid chromatography (UltiMate 3000 RSLCnano,
Dionex -Thermo Scientific, USA). For separation and
elution of peptides, 2-h gradient with increasing (0 min -
4 %, 4 min - 4 %, 98 min - 45 %, 98.5 min - 90 %,
112 min - 90 %, 112.5 min - 4 %, 120 min - 4 %) concen-
trations of acetonitrile (0.1 % formic acid in acetonitrile,
Sigma-Aldrich, USA) at a flow rate of 300 nl/min was
used. Peptides were separated on a 25 ¢cm column (Ac-
claim PepMap RSLC C18, 2 um, 100 A, 75 pym LD,
Thermo Scientific, USA). uHPLC was connected to
EASY-Spray ion source and Orbitrap Velos Pro mass
spectrometer (Thermo Scientific, USA). A survey scan
over the m/z range 390—1700 was used to identify pro-
tonated peptides with charge states of at least 2, which
were automatically selected for data-dependent MS/MS
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analysis and fragmented by collision with helium gas.
Ten fragment mass spectra after each full scan were re-
corded. Measured spectra were then searched using
Proteome Discoverer (version 1.4, Thermo Scientific,
USA) software with Mascot (Matrix Science, USA) or
Sequest HT (Thermo Scientific, USA) as a searching al-
gorithm. Oxidation of methionine as a dynamic, and car-
bamidomethylation of cysteine as a static modification
was used. Precursor and fragment mass tolerances were
set up as 10 ppm and 0.5 Da, respectively. Swiss-Prot
database for Salmonella strain was used (based on 2014/
06 release) in Mascot and Uniprot database for Salmon-
ella strain (from 2013/04) was used in Sequest HT. Only
peptides with a false discovery rate less than 0.05 were
considered as well identified. Proteins that were uniquely
found in each sample - proteins bound to the IgG frac-
tion from sera from either vaccinated or infected ani-
mals, but not from control pigs were then pinpointed as
candidate antigens for serological discrimination.

Recombinant protein preparation and its purification
Appropriate primers (Tab. 1) for each selected protein were
designed using NCBI/Primer-BLAST. PCR reaction with
Salmonella DNA (supernatant from washed cell culture
heated in distilled water for 10 min at 95 °C) as a template
and Taq polymerase (Plain PP Master Mix, Top Bio, Czech
Republic) was carried out. PCR products were purified
(MinElute PCR Purification Kit, Qiagen, Germany), then
cloned into the pTrcHis-TOPO vector (Invitrogen, USA)
and recombinant proteins were expressed in TOP10 One
Shot chemically competent E. coli cells (Invitrogen, USA).
IPTG was used as an inducer of the expression. Recombin-
ant proteins with N-terminal His-Tag were isolated on
HiTrap Chelating HP columns (GE Healthcare, UK) with
attached nickel ions. Briefly, an overnight E. coli culture in
LB broth (Invitrogen, USA) was centrifuged and washed in
PBS (Dulbecco’s, Lonza, Switzerland) and cells were dis-
rupted by sonication (Sonopuls HD 3100, Bandelin,
Germany). After centrifugation, supernatant with proteins
was transferred to a binding buffer (0.02 M sodium phos-
phate, 0.5 M NaCl, 5 mM imidazole, pH 7.4) using desalt-
ing columns (PD-10, Sephadex G-25 M, GE Healthcare,
UK). Metal-chelate affinity chromatography was performed
on an FPLC system (Pharmacia, Sweden). After washing
with a buffer containing an increased concentration of
imidazole (40 mM), His-Tagged proteins were finally eluted
with the elution buffer (0.02 M sodium phosphate, 0.5 M
NaCl and 250 mM imidazole, pH 7.4).

If further purification was needed, we performed a pre-
parative electrophoresis in a polyacrylamide gel (Model
491 Prep Cell, BioRad, USA) according to the manufac-
turer’s protocol. For protein expression and purity verifica-
tion, SDS-PAGE and western blot with a mouse anti-
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Table 1 Primer pairs of DNA sequences for used proteins (or polypeptide fragments) and their expected molecular weight

including HisTag

Protein Forward primer 5-3' Reverse primer 5-3' Expected protein molecular weight
BamB ATGCAATTGCGTAAATTACTTCTGCC TTAACGCGTAATCGCGTAGACC 45.8 kDa
FliC-frag ACGCTGAATGTGCAACAAAAATATAAGGTC ACCTTCGGCTTTACTTGCAGCG 25.8 kDa
MetQ ATGGCGTTCAAATTCAAAACCTTTGCGG TTACCAGCCTTTCACCGCGCC 333 kDa
Prgl ATGGCAACACCTTGGTCAGGCTATC TTAACGGAAGTTCTGAATAATGGCAGCATC 12.7 kDa
SipC ATGTTAATTAGTAATGTGGGAATAAATCCCGCC TTAAGCGCGAATATTGCCTGCGAT 46.8 kDa
SipD ATGCTTAATATTCAAAATTATTCCGCT TTATCCTTGCAGGAAGCTTTT 41.0 kDa
SseB ATGTCTTCAGGAAACATCTTATGGGGAA TCATGAGTACGTTTTCTGCGCTATC 254 kDa
SurA ATGAAGAACTGGAAAACGCTGCTTC TTAGTTACTCAAAATCTTAACGTAAGCGCTG 51.1 kDa
SipB ATGGTAAATGACGCAAGTAGCATTAGCCG TTATGCGCGACTCTGGCGCAGAATAAAAC 66.3 kDa
OppA ATGTCTAACATCACGAAAAAAAGTTTG TTAATGTTTGATAATATATAAGTTTTTCACATAAAT 65.1 kDa

HisTag antibody (Pierce, Thermo Scientific, USA) was
used.

Western blot

Purified recombinant proteins were resolved on a 10 %
SDS-PAGE gel and transferred to PVDF membranes
(Amersham, GE Healthcare, UK), which were subse-
quently blocked in 1 % casein hydrolysate (Imuna, Czech
Republic) overnight at 4 °C. The membranes were incu-
bated with 100x diluted porcine sera for one hour at
room temperature (RT), washed in PBS with 0.05 %
Tween-20 (PBS/T, Serva, Germany) and then incubated
(one hour, RT) with goat anti-pig IgG conjugated with
HRP (Bethyl Laboratories, USA). After a washing step,
the protein bands were visualized with diaminobenzidine
(Sigma-Aldrich, USA). Western blots were performed
with group-specific pooled sera samples.

ELISA assay

Purified recombinant proteins in 0.05 M sodium
carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6) were coated (4 °C
overnight) on microtiter plates (MaxiSorp, Nunc,
Denmark) that were blocked afterwards with 1 % casein
hydrolysate in PBS/T (30 min). The plates were subse-
quently incubated (one hour, RT) with 100x diluted por-
cine sera, washed with PBS/T and then incubated (one
hour, RT) with goat anti-pig IgG conjugated with HRP
(Bethyl Laboratories, USA). After a washing step, the
colour was developed by adding the chromogenic sub-
strate TMB Complete (Test-line, Czech Republic) and
the reaction was stopped with 2 M sulfuric acid (Penta,
Czech Republic). The absorbance was measured at
450 nm on Synergy H1 (Biotek, USA). IgG antibody re-
sponse to LPS was determined by commercially available
Pig Screen ELISA (Qiagen, Germany). The individual
serum samples were tested in duplicate by ELISA. Posi-
tive thresholds in time course graphs were counted as
an average plus three standard deviations of all control

samples and time zero samples of respective groups [11].
Positive thresholds for LPS commercial kit were pro-
vided by a manufacturer.

Statistical evaluation

Densities of western blot bands were calculated using
Image] software (ver. 1.48). Differences between groups
in ELISA assays were evaluated by ANOVA with Dunn’s
post test using GraphPad Prism (ver. 5). All graphs were
also made using GraphPad Prism software (GraphPad
Software, USA).

Results

Protein expression profiles in different media

At first, we examined protein expression profiles of Sal-
monella growing in different cultivation media. LB broth
was used as a standard growth medium for cultivation of
bacteria. For comparison, brain heart infusion (BHI), a
highly nutritious medium was used as a vaccine prepar-
ation medium when the vaccine was proved to be pro-
tective [9]. From the whole-proteome mass spectrometry
analysis, we observed the differences in LB and BHI cul-
tures in relative quantities of several proteins that belong
to the SPI-1 and SPI-2 loci which are important for the
virulence of Salmonella. Relative quantification was
attained using spectral counting and, in Tab. 2, it is
shown as PSMs (peptide spectrum matches) for all pep-
tides which identify the protein. Since PSMs depend on
the length of a protein, the comparison of PSM value for
the same protein between each medium is more inform-
ative rather than the absolute number. Note that the
shown proteins are only representatives of the SPI-1 and
SPI-2 loci and not the complete list.

All selected SPI-1 proteins were expressed in much
higher amounts in LB medium than in BHI medium
while proteins belonging to the SPI-2 locus were not
highly expressed in either of the media. Flagellar pro-
teins that also play an important role in the first stages
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Table 2 Several selected proteins belonging to SPI-1 and/or
SPI-2 locus and their relative amounts produced by S. Typhimur-
ium grown in LB and BHI medium, respectively

Locus Protein Accession PSMs
number B BHI
SPI-1 SipA POCL52 37 2
SPI-1 SipB Q56019 31 4
SPI-1 SipC POCL47 50 3
SPI-1 SipD Q56026 10 0
SPI-1 Prgl P41784 5 2
SPI-1 SptP P74873 20 0
SPI-1 SopA Q8ZNR3 16 5
SPI-1 SopB 030916 38 0
SPI-1 SopE2 Q7CQb4 5 0
SPI-1 and-2 SteA Q8zPD7 0 0
SPI-1 and-2 SopD P40722 5 0
SPI-2 SopD2 Q82QC8 3 0
SPI-2 SseB Q7BVH7 0 3
SPI-2 PipB Q82Q59 0 1
SPI-2 PipB2 Q8ZMM8 4 0
flagellar proteins FliC P06179 132 77
FljB P52616 107 61
reference proteins PepN Q8zQ76 48 39
GapA POATPO 185 279

of an invasion were expressed in both media in high
amounts. Proteins PepN (Aminopeptidase N) and GapA
(Glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase A) are
mentioned only as reference proteins.

Mass spectrometry analysis of immunoaffinity
chromatography samples

Salmonella protein lysates preparations and consecutive
immunoaffinity chromatography analyses resulted in
three sets of samples for MS identification (Salmonella
proteins bound to antibodies from control, infected or
vaccinated animals). While most of the proteins were
identified in all three samples in similar proportion, we
found several proteins that were identified in relatively
higher amounts in “post-infection” or “post-vaccination”
fraction (Tab. 3). Relative amounts are shown as peptide
spectrum matches (PSMs). Proteins SipB and SipC from
SPI-1 were found in eluates from the column with post-
infection sera while several proteins (OppA, BamB and
SurA) were predominantly bound to antibodies in post-
vaccination sera. We also included the identification of
proteins that were chosen for their involvement in the
infection process (SipD, SseB, Prgl and FliC) rather than
from immunoaffinity chromatography/MS analysis only.
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Recombinant protein preparation

All proteins listed in Table 3 were prepared as recombin-
ant proteins in an E. coli expression system. The se-
quences of all proteins containing signal peptides at their
N-termini were designed without this peptide. Otherwise,
they possessed an identical sequence as naturally occur-
ring in S. Typhimurium except FliC protein. Due to an in-
ability of full-length protein expression, flagellar protein
FliC was expressed only as a 22 kDa fragment. The ex-
pression of proteins was endorsed by SDS-PAGE and con-
firmed by western blot with an anti-HisTag antibody
(Fig. 1 and Additional file 1: Figure S1). Four out of ten se-
lected proteins (MetQ, SurA, Prgl, SipC) were not
expressed in sufficient amount or purity and were not in-
cluded in subsequent serological testing.

Serological testing

Western blot

Purified recombinant proteins were then used as anti-
gens for serological analysis. After western blot, PVDF
membranes were incubated with pooled serum samples
from three animals of each group (control, infected and
vaccinated animals). As shown in Fig. 2, proteins SipB,
SipD and SseB presumed to be “post-infection” antigens
were detected by sera of infected animals with a higher
intensity than by sera of control or vaccinated animals.
On the other hand, proteins BamB, FliC-frag and OppA,
supposed to be “post-vaccination” antigens, were de-
tected by sera of vaccinated pigs with a higher intensity
than by sera of control or infected animals. Anti-HisTag
antibody was used as a positive control for recombinant
protein presence (D in Fig. 2).

ELISA assay

Based on western blot results, proteins SipB and FliC-
frag were selected for testing specific antibody response
of individual animals by ELISA method. Serum samples
from 12 animals in each group were used for measuring
antibody levels against recombinant SipB and FliC-frag
proteins.

Antibody levels against SipB protein in sera of control
animals had the values of absorbance between 0.062 and
0.126; sera of vaccinated animals had the values of ab-
sorbance between 0.075 and 0.147. The difference in ab-
sorbance between these two groups was not statistically
significant. Sera of infected pigs had the values of ab-
sorbance between 0.248 and 1.056. These values were
significantly different (P <0.01) from the two previous
groups of animals.

Antibody levels against FliC-frag proteins in sera of con-
trol animals had the values of absorbance between 0.018
and 0.271; sera of infected animals had the values of ab-
sorbance between 0.060 and 0.891. The difference in ab-
sorbance between these two groups was not statistically
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Table 3 Identification and relative quantification of chosen proteins in terms of Peptide Spectrum Matches for all three runs

Protein name Accession PSMs (peptide spectrum matches)

number Control Post-infection Post-vaccination
Cell invasion protein SipB Q56019 3,0,22 29, 20, 27 13,7,25
Cell invasion protein SipC POCL47 51,22 30, 33, 31 7,18, 26
D-methionine-binding lipoprotein MetQ Q8ZRN1 31,0 12,511 0,09
Periplasmic oligopeptide-binding protein OppA P06202 7,0,0 31,0,0 25,16, 14
Outer membrane protein assembly factor BamB H9L451 0,20 0,07 7,10,0
Chaperone SurA Q7CR87 1,51 2,0, 21 21,15, 15
Cell invasion protein SipD Q56026 7,3,0 4.15,0 4, 14,1
Secreted effector protein SseB Q7BVH7 0,0,0 2,0,0 1,01
Protein Prgl P41784 0,20 1,2,0 2,0,1
Flagellin FliC P06179 3,22,17 23,29, 26 19,17, 63

significant. Sera of vaccinated pigs had the values of absorb-  discrimination between vaccinated pigs, pigs after natural
ance between 1.727 and 2.159. These values were signifi- infection and pigs without any contact with .
cantly different (P <0.01) from two previous groups of  Typhimurium.

animals (Fig. 3). Hence, proteins SipB and FliC-frag may When compared to a non-infected group, from graphs
serve as marker proteins applicable for serological showing the time course of antibody response (Fig. 4) we
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Fig. 1 Recombinant proteins expressions. Coomassie-stained gels and western blots of SipB (a) and FliC-frag (b) proteins. Time scale expression is
shown in hours post induction (0-5 h, ON - overnight). Arrows indicate the expected molecular weight of a product. Expression of other proteins

can be found in Additional file 1: Figure S1
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Fig. 2 Western blots of recombinant proteins with sera. Western blots with respective density graphs of purified recombinant proteins with a —
control sera, b — post-vaccination sera, ¢ — post-infection sera, and d — with anti-HisTag Ab
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can see the increase of anti-SipB IgG level from the third
week of infection but not significant differences for anti-
FliC antibodies throughout the infection experiment
(Fig. 44, b). In contrary, the vaccination does not induce
anti-SipB antibody production but anti-FliC IgGs are de-
tectable after 14 days that is the time of revaccination
(Fig. 4d, e). For comparison, we measured the level of
post-infection and post-vaccination antibodies against O-
antigens - the outer segments of surface lipopolysaccha-
rides using commercially available ELISA kit. As expected,
we found a similar pattern of immunoglobulin G produc-
tion in both, infected and vaccinated groups. Additionally,
a concentration of IgM antibodies against SipB protein
did not exceed positive threshold after the infection. Anti-
LPS IgMs were detectable on day 7 and 14 in two and four
pigs respectively (see Additional file 1: Figure S2).

Discussion

Although the vaccination of animals against bacterial
pathogens helps to moderate the severity of infection and
is widely used in veterinary medicine, there are several is-
sues that have to be solved during the development

process and before introducing such vaccines to the mar-
ket. Besides the induction of humoral and cellular immun-
ity - the protectivity itself, in many cases, we must ensure
a proper distinction between animals after the natural in-
fection and vaccinated animals — i.e. DIVA vaccines [12].
We believe that using a vaccine with differentiability of in-
fected and vaccinated animals enable establishment of Sal-
monella control programs in pig herds. This goal is
currently not possible using the only licensed live attenu-
ated vaccine [7]. In a case of Salmonella DIVA vaccines,
several groups followed the path of a negative marker vac-
cine [7, 8], which uses a vaccine strain with a deleted gene
for an antigenic protein. Host antibodies against this pro-
tein are thus found only in naturally infected animals and
are absent in vaccinated animals. However, using live at-
tenuated genetically modified Salmonella vaccine strains
in pig herds is not straightforward. We proved inactivated
Salmonella vaccine efficiently protects suckling piglets
against infection [9] and further developed a DIVA
method whereby there is no need for using a live genetic-
ally modified organism as an antigen for a vaccine. To de-
velop DIVA assay, we decided to use a novel approach
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Fig. 3 ELISA assay of recombinant proteins. Graphs of IgG absorbance from ELISA assays of two recombinant proteins incubated with individual
sera of control animals (N =12), STM infected animals (N'=12) and animals after vaccination with STM-based vaccine (N=12)
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vaccination (d, e). For comparison, graphs ¢ and f show antibody response to O-antigens of Salmonella LPS. The connecting lines determine the
average of five animals randomly selected from each group

based on examination of the natural antibody response
against Salmonella Typhimurium after the infection and
after the vaccination with a Salmonella Typhimurium-
based inactivated vaccine. We took advantage of that Sal-
monella Typhimurium undergoes several different stages
during the infection according to its localization and to
the host immune response. Following these conditions,
bacteria change the expression of virulence and protecting
proteins [13, 14] that are subsequently exposed to the im-
mune system.

Besides proven protectivity of the used vaccine in
suckling piglets [9], we found that antibodies produced
after the infection, are indeed different from those after
the vaccination. From the immunoaffinity chromatog-
raphy and mass spectrometry, we selected the following
candidate proteins — SipB, SipC, MetQ, OppA, Bam and
SurA. Then, we added some proteins that were not de-
termined by the aforementioned method, but are known
to be involved in the infection process as they belong to
the SPI-1 or SPI-2 locus — SipD, SseB and Prgl and a
highly immunogenic flagellar protein FIiC.

Proteins SipB, SipC and SipD are representatives of the
SPI-1 system which is responsible for invading the host
cells. It is well established that these proteins form a tip of
a needle structure of the type III secretion system complex
that interacts with the eukaryotic cells [13, 15]. Protein

SseB encoded by the SPI-2 locus acts as a translocator that
mediates translocation of effector proteins into the host
cells and promotes bacterial survival [16]. These proteins
are therefore crucial for virulence and are candidates for
inducing the antibody response that was also confirmed in
this work. On the other hand, when Salmonella Typhi-
murium was cultivated iz vitro in BHI culture medium as
a vaccine batch, these proteins were not expressed in
amounts able to induce antibody production. SPI-1 pro-
teins were nevertheless found in high amounts when Sal-
monella had grown in LB medium. This medium is
therefore not applicable for a vaccine batch preparation
because it could induce production of the same antibodies
as after a natural infection. Nutrient-limiting conditions
provided by LB broth partially resemble in vivo environ-
ment and trigger SPI-1 proteins expression, while rich
BHI medium does not induce production of Salmonella
virulence factors. Jaradat and Bhunia [17] suggested a
similar explanation as gained from their results in differ-
ent growth conditions of Listeria monocytogenes, stating
that bacteria produce more virulence factors in a nutri-
tionally poor milieu in order to adapt to the new environ-
ment. On the other hand, bacterial virulence factors seem
to be good candidates for antibody response induction
and therefore for the vaccine protectivity in general. How-
ever, we showed that the efficacy of our vaccine prepared
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from a culture grown in a medium not inducing the ex-
pression of SPI proteins is high [9].

In spite of the fact that flagellin has powerful immu-
nostimulatory properties and may play a role as a potent
adjuvant in a variety of anti-bacterial vaccines [18-20], it
was also shown that expression of flagellar proteins is se-
lectively repressed when Salmonella is located intracellu-
larly during the infection [21, 22]. The flagellum as an
extracellular structure on the surface of a bacterium
could be a good candidate as a post-vaccination antigen
if an appropriate growth medium capable of promoting
the expression of flagellar proteins is used. This was
proved for FliC protein fragment by western-blot and
ELISA but interestingly not by PSM spectra of immuno-
affinity eluates. We speculate this was caused by overall
high amount of anti-FliC antibodies in all samples and
the capacity of immunoaffinity columns was probably
saturated. Only western-blot and ELISA were able to
show much higher anti-FliC antibody level in post-
vaccination sera than in post-infection and control sera.
PSM for FliC in control sample was probably caused by
cross-reactivity of anti-flagellar antibodies induced by
other bacteria in control animals. The other possible ex-
planation is very high expression of FliC protein in cul-
tures and possible unspecific binding in the
chromatography column. Proteins BamB (Outer mem-
brane protein assembly factor) and OppA (Periplasmic
oligopeptide-binding protein) are located on the outer
membrane and the periplasm, respectively, which makes
them easy targets for the immune system. Although
both proteins are involved in transmembrane transport
(OppA as a permease [23] and BamB as a part of the
outer membrane protein assembly complex involved in
insertion of beta-barrel proteins [24]), their role in the
infection is not known. Interestingly, both proteins are
much less immunogenic during infection than after vac-
cination. This finding makes them together with FliC
good candidates for serological differentiation between
infected and vaccinated animals.

After successful isolation of recombinant proteins, we
tested them using western blot and ELISA with post-
infection, post-vaccination and control serum samples to
prove their ability to distinguish between infected and
vaccinated animals. Proteins SseB, SipB and SipD were
confirmed to be highly immunogenic during the infec-
tion. This is in agreement with previous findings [25,
26]. The level of antibodies against these proteins, mea-
sured as a density of bands on western blots, was, at
least, ten times higher in a group of infected animals
than in a group of control or vaccinated animals. On the
other hand, proteins BamB, OppA and FliC-frag were
confirmed to be highly immunogenic during the vaccin-
ation of pigs. The level of antibodies against these pro-
teins was, at least, ten times higher in a group of
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vaccinated animals than in a group of control or infected
animals. As in the case of FliC, there is a partial discrep-
ancy with immunoaffinity chromatography results in the
case of SseB protein when it showed a similar level of
binding to post-infection and post-vaccination anti-
bodies. However, it can be explained by low expression
of SseB in cultivation media and thus possible incom-
plete saturation of all specific antibodies present in the
chromatography column.

Finally, proteins SipB and FliC-frag were selected for
ELISA assays to examine the interaction with 36 porcine
serum samples. All 12 post-infection sera exhibited
higher absorbance with the SipB protein than 12 control
and 12 post-vaccination sera. In contrast, all 12 post-
vaccination sera exhibited higher absorbance with the
FliC-frag protein than 12 control and 12 post-infection
sera. All differences were statistically significant (P
<0.01). The time-dependent onset of IgG antibody levels
against SipB after the infection, and against FliC after
the vaccination imitates the increase of IgG against sur-
face lipopolysaccharide. These two proteins are thus
considered as useful antigens for serological differenti-
ation of infected and vaccinated animals.

In general, induction of different protein expression
profiles, their potential exposure to the immune recogni-
tion machinery and subsequent specific antibody pro-
duction can be conveniently applied for the
differentiation between infected and vaccinated animals
without any intervention into the genome of an organ-
ism used as a vaccine strain.

Conclusions

Using antibodies from previously vaccinated and in-
fected animals and using immunoaffinity chromatog-
raphy and mass spectrometry tools, we identified
Salmonella proteins that induce post-infection and post-
vaccination specific antibody production. Gene cloning
and recombinant protein expression techniques were
used for antigen preparation that allows serological dis-
tinction between infected animals and animals vacci-
nated with a Salmonella-based inactivated vaccine.

This approach can be utilized in many other chal-
lenges where DIVA vaccine and a subsequent serological
assay are required, especially when genetic modification
of a vaccine strain is not desirable.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. Recombinant proteins expressions.
Coomassie-stained gels and western blots of recombinant proteins. Time
scale expression is shown in hours post induction (0-5 h, ON - overnight).
Arrows indicate the expected molecular weight of a product. Figure S2.
IgM antibody response. The time course of IgM antibody response to
SipB protein and to Salmonella LPS after the infection. The connecting
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lines determine the average of five animals randomly selected from each
group. (PDF 434 kb)

Additional file 2: Identified Salmonella proteins from different media.
Mass spectrometry identification of Salmonella proteins and a
comparison of expression between two cultivation media (LB vs BHI).
(XLSX 433 kb)

Additional file 3: Identified proteins from immunoaffinity
chromatography. Mass spectrometry identification of Salmonella proteins
bound to control, post-infection or post-vaccination serum. Immunoaffin-
ity chromatography was made in triplicates. (XLSX 913 kb)
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Poutziti antigend Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium pro sérologické
odliSeni infikovanych a vakcinovanych prasat

Oblast techniky

Vynalez se tyka sérologické diagnostiky a imunoprofylaxe salmonelovych infekci prasat. Sérolo-
gické odliseni zvifat infikovanych od zvifat vakcinovanych je nutné pro uplatnéni ozdravnych
postupll, jejichz cilem je snizeni procenta Salmonella pozitivnich jate¢nych prasat. Dal$im diivo-
dem nutnosti odliseni zvifat infikovanych od zvifat vakcinovanych je vylouceni fale$né pozitivity
vakcinovanych prasat pti odhadu promotenosti chovil prasat Salmonella ssp. pomoci jiz zavede-
nych sérologickych metod v nékterych zemich zapadni Evropy. Vynalez umoZiiuje sérologické
odliSeni prasat infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium od prasat
vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inaktivované kultute Salmonella enterica ssp. enterica
sérovar Typhimurium.

Dosavadni stav techniky

Nejcastéjsimi piivodei salmonelovych infekci prasat v Ceské republice i vétsiny zemi Evropské
unie jsou netyfoidni sérovary Salmonella enterica ssp. enterica, zejména pak sérovary Typhimu-
rium a Derby, které se vyskytuji v pfiblizné€ 65 % piipadi kultivaéniho zachytu salmonel. DalSich
25 % pripadl kultivaéniho zachytu salmonel u prasat pfedstavuji sérovary Enteritidis a Agona
(EFSA 2008). Jednou z metod tlumeni vyskytu netyfoidnich salmonelovych infekci prasat mize
byt vakcinace prasat proti pivodcim infekci, ale jedina dosud registrovana vakcina (v Némecku
a Polsku) je na bazi zivého vakcinaéniho kmene a je zatim jen malo pouZivana. Autofi vynalezu
experimentalné ovéfili ucinnost vakcinace prasnic vakcinou zaloZenou na inaktivované kultufe
Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium na snizeni mnoZstvi salmonel v organech
sajicich selat (MatiaSovic a kol. 2013) a potvrdili tak u¢innost vakcinace prasat inaktivovanou
vakcinou Salmonella enterica spp. enterica sérovar Typhimurium pozorovanou dfive na drovni
stada (Roesler a kol. 2006).

Pro uspé$né zavedeni jakékoli vakciny proti netyfoidnim sérovarim Salmonella enterica ssp.
enterica je nutné odliSeni zvifat vakcinovanych od zvitat infikovanych. Zavedené sérologické
metody detekce protilatek proti netyfoidnim sérovarim Salmonella enterica ssp. enterica u prasat
Jjsou zaloZeny na detekci protilatek proti O—antigenim téchto sérovari. Po pfirozené infekci pra-
sat netyfoidnimi sérovary Salmonella enterica ssp. enterica i po vakcinaci prasat jakoukoli vak-
cinou obsahujici O-antigeny Salmonella enterica ssp. enterica dochazi k produkei IgG protilatek
proti antigeniim. Dosavadni sérologické metody tak identifikuji prasata vakcinovana stejné jako
prasata infikovana.

Moznosti jak sérologicky odlisit infikovana prasata od prasat vakcinovanych je vyvoj vakcin na
bazi vakcina¢nich kment postradajicich O—antigeny (Leyman a kol. 2011). Cilené nebo ndhodné
genetické modifikace vakcinaénich kmenii komplikuji vyvoj vakeiny a p¥ipadné pouZiti genetic-
ky modifikovanych kmeni znesnadiiuje registraci vakciny.

Zivéa atenunovana vakcina registrovana v Némecku a Polsku (IDT Biologica GmbH, Némecko)
je dale vyvijena za celem odliSeni postinfekénich a postvakcinagnich protilatek. Vakcina indu-
kuje tvorbu protilatek proti O—antigeniim. Autofi volili metodu deleéniho mutanta, kdy vakcinad-
ni kmen postrada protein ompD a tudiz se vii¢i nému nevytvafi po vakcinaci protilatky, na rozdil
od divokého kmene, ktery stimuluje imunitni systém prasete k produkei protilatek proti ompD
proteinu. OdliSeni vakcinovanych zvifat od infikovanych tak spogivé v sérologické detekei proti-
latek proti ompD proteinu. Problém takto upravené Zivé vakeiny je snizena protektivita oproti
plivodnimu vakcina¢nimu kmeni (Selke a kol. (2007)
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Vakcina zalozena na inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimuri-
um (MatiaSovic a kol. 2013) je vyvijena do komeréni podoby tymy obou pfihlaSovateld. Vakcina
indukuje tvorbu protilatek proti O—antigenim. Jina vakcina zaloZend na inaktivované kultuie
Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium nebo inaktivované kultufe jinych sérova-
& Salmonella enterica ssp. enterica neni komeréné dostupna.

Je znamo, Ze po infekci lidi nebo zvifat zivym kmenem Salmonella enterica ssp. enterica dochéazi
k tvorbé protilatek proti riznym antigenim tohoto patogena, mimo jiné i proti vétSiné proteini,
které jsou predmétem piihlasky vynalezu (SseB — Lee a kol. 2012, SipB—Durand a kol. 2013,
SipD — Desin a kol. 2010, FliC — Bergman a kol. 2005). Pfedlozeny vynélez umoZiiuje porovna-
nim hladin protilatek proti nékterym proteinim Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhi-
murium odli$eni prasat infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium od
prasat vakcinovanych vakcinou zaloZzenou na inaktivované kultufe divokého kmene Salmonella
enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium bez nutnosti modifikace vakcinaéniho kmene.

Literatura k Dosavadnimu stavu techniky
1. The EFSA Journal, 2008, 135: 1-111.

2. Matiasovic, J., Kudlackova, H., Babickova, K., Stepanova, H., Volf, J., Rychlik, I., Babak, V.,
Faldyna, M. Impact of maternally—derived antibodies against Salmonella enterica serovar
Typhimurium on the bacterial load in suckling piglets. Veterinary Journal. 2013, 196: 114-115.

3. Roesler, U., Heller, P., Waldmann, K. H., Truyen, U., Hensel, A. Immunization of sows in an
intgrated pig-breeding herd using a homologous inactivated Salmonella vaccine decreases the

prevalence of Salmonella typhimurium infection in the offspring. Journal of Veterinary Medicine
B, 2006, 53, 224-228.
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vaccinated pigs. Vaccine, 2011, 29: 3679-3685.
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ry, T. G. Detection of secretory immunoglobulin A in human colostrum as mucosal immune re-
sponse against proteins of the type III secretion system of Salmonella, Shigella and enteropatho-
genic Escherichia coli. Pediatr Infect Dis J, 2013, 32: 1122-1126.

8. Desin, T. S., Mickael, C. S., Lam, P. K., Potter, A. A., K&ster, W. Protection of epithelial cells
from Salmonella enterica serovar Enteritidis invasion by antibodies against the SPI-1 type III
secretion system. Can J Microbiol, 2010, 56: 522-526.
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CD4+-T—cell responses generated during murine Salmonella enterica serovar Typhimurium in-

fection are direceted towards multiple epitopes within the natural antigen FliC. Infection and
Immunity, 2005, 73: 7226-7235.

Podstata vynalezu

Dosud nebyl znam zpiisob jak odlisit zvifata infikovana Salmonella enterica ssp. enterica seérovar
Typhimurium od prasat vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inaktivované kultufe divokéeho
kmene Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium. Podstatou vynélezu je zjiSténi, ze
po vakcinaci prasat vakeinou zaloZenou na inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enteri-
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ca sérovar Typhimurium dochazi k tvorbé protilatek proti proteinim Salmonella enterica ssp.
enterica sérovar Typhimurium kvalitativné jinym zpiisobem neZ po infekei a Ze tento rozdil je
pouzitelny k odliSeni zvifat infikovanych od zvifat vakcinovanych.

Podstata vynalezu tak spociva v pouziti dvou skupin proteini Salmonella enterica ssp. enterica
sérovar Typhimurium jako antigeni pro detekci protiltek v séru, kolostru a masové §tavé prasat.
Tyto dvé skupiny proteini rozdilnym zpisobem indukuji tvorbu protilatek po infekci prasat Sal-
monella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium a po vakcinaci prasat vakcinou zaloZenou na
inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium.

Proti proteiniim SseB, Gene ID: 1252916; SipB, Gene ID: 1254408, SipD, Gene ID: 1254406 se
po pfirozené infekcei prasat vytvafi vysoké hladiny protilatek, zatimco po vakcinaci prasat vakci-
nou zaloZenou na inaktivované kultute Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium se
protilatky proti témto proteiniim netvofi viibec, nebo jen ve velmi malé mite. To umoziuje dete-
kovat zvitata infikovana Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium.

Proti proteindm FliC, Gene ID: 1253480; YfgL, Gene ID: 125042 se po pfirozené infekci prasat
protilatky netvofi viibec, nebo jen v malé mire, zatimco po vakcinaci prasat vakcinou zaloZenou
na inaktivované kultute Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium se proti témto
proteiniim vytvaii vysoké hladiny protilatek. To umoZziiuje detekovat zvifata vakcinovana vakci-
nou zaloZenou na inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium.

Vyhodnoceni hladin protilatek proti proteinim SseB, SipB, SipD a proti proteiniim FIiC a YfgL
tak umoziuje odlidit zvifata infikovana od zvifat vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inakti-
vované kultute Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium. Vysok4 hladina protila-
tek proti proteinu SseB nebo SipB nebo SipD a zarovefi nizka hladina protilatek proti proteinu
FliC nebo YfgL identifikuje zvitata infikovana Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhi-
murium nebo i jinym sérovarem Salmonella enterica ssp. enterica, v zavislosti na antigenni pfi-
buznosti uvedenych proteini. Vysoka hladina protilatek proti proteinu FIiC nebo YfgL a zaroveii
nizka hladina protilatek proti proteinu SseB nebo SipB nebo SipD identifikuje zvitata vakcinova-
né vakcinou zaloZenou na inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhi-
murium. Vysoké hladiny protilatek proti obéma skupindm proteint identifikuje zvifata infikova-
nd i vakcinovana. Nizké nebo zidné hladiny protilétek proti obéma skupinam proteinii identifiku-
je zvifata, kterd bud’ nebyla infikovana ani vakcinovana nebo zvitata u nichZ nedoslo k tvorbé
protilatek po infekci nebo vakcinaci.

Priklady uskuteénéni vyndlezu

Sérologické odliSeni zvitat infikovanych od zvifat vakcinovanych za pouziti antigent podle vy-
nalezu je mozné naptiklad pomoci ELISA testu nebo westernblotu.

ELISA test

Pfi pouZiti izolovaného proteinu SseB (GenelD:1252916) jako antigenu v ELISA testu, je namé-
fena absorbance ve smésném vzorku séra prasat infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica
sérovar Typhimurium minimalné 2x vy$3i nez ve smésném vzorku séra prasat vakcinovanych
vakcinou zaloZenou na inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimu-
rium a neZ ve smésném vzorku séra kontrolnich neinfikovanych prasat.

Pfi pouziti izolovaného proteinu FliC (GenelD:1253480) jako antigenu v ELISA testu, je namé-
fena absorbance ve smésném vzorku séra prasat vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inaktivo-
vané kultute Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium minimalng 3x vy$§i nez ve
smeésném vzorku séra prasat infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimuri-
um a nez ve smésném vzorku séra kontrolnich neinfikovanych prasat.
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Vyse uvedené ELISA testy se pfipravi potazenim jamek jedné mikrotitraéni desky rekombinant-
nim proteinem SseB a druhé mikrotitraéni desky rekombinantnim proteinem FIiC, oba v pracov-
nim fedéni 1 pg/ml v karbonat-bikarbonatovém pufru (0,05 M, pH 9,6) v objemu 100 ul na jam-
ku (inkubace 16 hodin, 4 °C). Nasledn& se desky ttikrat promyji PBS v obsahem 0,05% Tween
20 (PBS-T, pH 7,2). Vysetfované vzorky prase¢iho séra nebo plazmy se fedi 100x v PBS-T
s piidavkem 0,5 % kaseinového hydrolyzatu a v objemu 100 ul se aplikuji do jamek mikrotitracni
desky. Po inkubaci (1 h, 37 °C, vihk4 komiirka) se desky tfikrat promyji roztokem PBS-T a do
jamek se ptida 100 pl konjugétu znageného k¥enovou peroxidazou (Goat anti-pig IgG conjugate,
Bethyl Laboratories, Montgomery, USA) v pfislusném pracovnim fedéni. Po inkubaci (60 min,
37 °C, vlhka komiirka) se desky opét téikrat promyji a do jamek se ptida 100 pl roztoku substratu
s chromogenem TMB Complete (Test-line, Brno, Ceska republika). Enzymaticka reakce se za-
stavi po 10 minutach 50 pl 2M kyseliny sirové. Vysledna absorbance se odegitd pomoci multika-
nalového spektrofotometru pii vinové délce 450 nm, v nasem ptipadé pomoci Synergy H1 (Bio-
tek, USA).

Westernblot

P¥i pouZiti izolovaného proteinu SipB (Gene ID: 1254408) nebo SipB (Gene ID: 1254406) jako
antigenu ve westernblot testu je intenzita prouzku po inkubaci se smé€snym vzorkem séra prasat
infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium minimaln€ 3x vyssi nez po
inkubaci se smésnym vzorkem séra prasat vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inaktivované
kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium a neZ se smésnym vzorkem séra
kontrolnich neinfikovanych prasat.

P¥i pouziti izolovaného proteinu YfgL (Gene ID: 1254042) jako antigenu ve westernblot testu je
intenzita prouzku po inkubaci se smésnym vzorkem séra prasata vakcinovanych vakcinou zalo-
7enou na inaktivované kultute Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium minimal-
né 2x vyssi nez po inkubaci se sm&nym vzorkem séra prasat infikovanych Salmonella enterica
ssp. enterica sérovar Typhimurium a nez se smésnym vzorkem séra kontrolnich neinfikovanych
prasat.

Vyse uvedené westernbloty se pripravi rozdélenim antigenu (rekombinantni protein SipB nebo
YgfL) na 7 cm SDS-PAGE gelu o koncentraci akrylamidu 10 %, za pouziti aparatury Mini—
PROTEAN?® II Electrophoresis Cell (Bio—Rad, USA) (20 min pfi konstantnim napéti 80 V, poté
cca 1 h pti konst. napéti 110 V). Proteiny z gelu se pomoci aparatury pro polosuchy westernblot
(Omni-Bio, Cesk4 republika) pfenesou (75 min pii konstantnim proudu 340 mA) na PVDF
membréanu (Amersham Hybond-P, GE Healthcare, Velka Britanie). PVDF membrana se blokuje
v 0,5% kaseinovém hydrolyzatu v PBS s obsahem 0,05% Tween 20 (PBS-T, pH 7,2) 16 h pri
4 °C. Membréna je poté 1 h inkubovana s vySetfovanymi vzorky prase¢ich sér ve 100nasobném
fedéni ve stejném roztoku — PBS-T/kaseinovy hydrolyzit za souc¢asného téepani pfi laboratorni
teploté s konjugatem znalenym kfenovou peroxidazou (Goat anti—pig IgG conjugate, Bethyl
Laboratories, Montgomery, USA, 1000x fedény v PBS-T/kaseinovy hydrolyzat) a nasledn¢ se
opét 5x promyje (PBS-T). Pro vizualizaci antigenu je pouZit chromogenni substrat diaminoben-
zidin (13 mg ve 40 ml PBS, po ptidani 40 pl peroxidu vodiku). Reakce se zastavi pfidanim nad-
bytku vody. Intenzita zbarveni prouzki se méfi naptiklad na pfistroji GelLogic 2200 PRO (Care-
stream Health, USA). Vyhodnoceni intenzity zbarveni prouzki Ize provést i vizualné.

Vyhodnoceni

Vysoka hladina protilatek proti proteinu SseB nebo SipB nebo SipD a zaroven nizka hladina
protilatek proti proteinu FliC nebo YfgL identifikuje zvifata infikovana Salmonella enterica ssp.
enterica sérovar Typhimurium nebo i jinym sérovarem Salmonella enterica ssp. enterica,
v ZAvislosti na antigenni p¥ibuznosti uvedenych proteint. Vysoka hladina protilatek proti proteinu
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FIiC nebo Yfgl. a zaroven nizka hladina protilatek proti proteinu SseB nebo SipB nebo SipD
identifikuje zvifata vakcinovana vakcinou zalozenou na inaktivované kultute Salmonella enterica
ssp. enterica sérovar Typhimurium. Vysoké hladiny protilatek proti obéma skupinam proteint
identifikuje zvifata infikovana i vakcinovana. Nizké nebo zadné hladiny protilatek proti obéma
skupinam proteinti identifikuje zviFata, ktera bud’ nebyla infikovana ani vakcinovana, nebo zvifa-
ta, u nichZ nedoslo k tvorbé protilatek po infekci nebo vakcinaci.

Primyslova vyuZitelnost

Tvorba detekénich systému (napiiklad ELISA, westernblot) umoziiujicich sérologické odlideni
prasat infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium od prasat vakcino-
vanych vakcinou zaloZenou na inaktivované kultufe Salmonella enterica ssp. enterica sérovar
Typhimurium.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob sérologického odliseni prasat infikovanych Salmonella enterica ssp. enterica sérovar
Typhimurium od prasat vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inaktivované kultuie Salmonella
enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium, vyznadujici se tim, Ze se ve vzorku séra
stanovi hladina protilatek metodou ELISA nebo westernblot proti alespofi jednomu nativnimu
nebo rekombinantnimu proteinu vybranému ze skupiny SseB, Gene ID: 1252916; SipB, Gene ID:
1254408 a SipD, Gene ID: 1254406 a alespoti jednomu nativnimu nebo rekombinantnimu protei-
nu vybranému ze skupiny FliC, Gene ID: 1253480 a YfgL, Gene ID: 1254042, kdy infikovana
zvifata se identifikuji tak, Ze maji oproti zvifatim vakcinovanym vyssi hladinu protilatek proti
proteinu SseB nebo SipB nebo SipD a zarovefi maji niz3i hladinu protilatek proti proteinu F1iC
nebo Yfgl, naproti tomu zvitata vakcinovana se identifikuji tak, Ze maji oproti zvifatim infiko-
vanym vys8i hladinu protilatek proti proteinu FliC nebo YfgL a zrovefi maji nizsi hladinu proti-
latek proti proteinu SseB nebo SipB nebo SipD.
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Uvod

Pro tspésné uplatnéni jakékoli vakciny proti netyfoidnim sérovaram Salmonella enterica
subsp. enterica u prasat je nutné odliSeni zvifat vakcinovanych od zvifat infikovanych.
Zavedené sérologické metody detekce protilatek proti netyfoidnim sérovarim Salmonella
enterica subsp. enterica u prasat jsou zaloZeny na detekci protilatek proti O-antigenim.
Vakcina vyvijend v rdmci projektu QJ1210115 obsahuje inaktivovanou kulturu divokého
kmene Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium (MatiaSovic a kol. 2013) a
indukuje tak tvorbu protilatek mimo jiné i proti O-antigenim. Podobné po pfirozené infekci
prasat netyfoidnimi sérovary Salmonella enterica subsp. enterica dochazi k produkci
protilatek proti témto antigeniim (Nielsen a kol. 1995). Zavedené sérologické metody proto
identifikuji prasata vakcinovana stejné jako prasata infikovana.

Cilem bylo vypracovani metody sérologického odliSeni prasat infikovanych Salmonella
enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium od prasat vakcinovanych vakcinou zalozenou
na inaktivované kultute Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium. Toho bylo
dosazeno pouzitim vybranych proteini Salmonella enterica subsp. enterica sérovar
Typhimurium jako antigenti v ELISA metod¢. Byly identifikovany dva proteiny, z nichz jeden
indukuje vysokou protilatkovou odpoveéd’ po vakcinaci a nizkou po infekci a druhy protein
naopak indukuje vysokou protilatkovou odpovéd’ po infekci, ale nizkou po vakcinaci

vyvijenou vakcinou.



l. Cil metodiky

Cilem metodiky bylo zavést a validovat ELISA metodu sérologického odliSeni prasat
infikovanych Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium od prasat
vakcinovanych vakcinou zaloZenou na inaktivované kultufe Salmonella enterica subsp.

enterica sérovar Typhimurium. Takova metoda neni komercné dostupna.

Il. Vlastni popis metodiky

I1.1. Metodika ELISA reakce

V testu byla individudlné vySetfena séra tfi skupin prasat: skupiny kontrolni, t.j.
neinfikované a nevakcinované; skupiny infikované Salmonella enterica subsp. enterica
sérovar Typhimurium a skupiny vakcinované vakcinou zaloZenou na inaktivované kultuie
Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium. Séra byla ziskana z krve odebrané
28 dni po infekci nebo 28 dni po vakcinaci. V kazdé skupiné bylo individuadlné vysetieno 12
jedinct. Statistickd vyznamnost rozdilu hladin protilatek mezi skupinami byla testovéana
metodou ANOVA s néslednym Tukey post-testem.

V ELISA testu byly porovnany hladiny protilatek proti proteinu SipB, Gene ID:
1254408 a proteinu FliC (GenelD:1253480). Tyto proteiny byly exprimovany v Escherichia
coli jako rekombinantni proteiny s His-Tag.

ELISA test se pfipravil potazenim jamek jedné mikrotitraéni desky rekombinantnim
proteinem SipB a druhé mikrotitraéni desky rekombinantnim proteinem FliC, oba v
pracovnim fedéni 1 pg/ml v karbonat-bikarbonatovém pufru (0,05 M, pH 9,6) v objemu
100 pl na jamku (inkubace 16 hodin, 4°C). Nésledné se desky tiikrat promyly PBS s obsahem
0,05% Tween 20 (PBS-T, pH 7,2) a blokovaly roztokem 0,5% kaseinového hydrolyzatu v
10% sachardéze (inkubace 30 minut pii laboratorni teploté). VySetfované vzorky praseciho
séra nebo plazmy se fedily 100x v PBS-T s piidavkem 0,5 % kaseinového hydrolyzéatu a v
objemu 100 pl se aplikovaly do jamek mikrotitracni desky. Po inkubaci (1h, laboratorni

teplota, vlhka komirka) se desky tfikrat promyly roztokem PBS-T a do jamek se ptidalo



100 pl konjugatu znaceného kienovou peroxiddzou (Goat anti-pig IgG conjugate, Bethyl
Laboratories, Montgomery, USA) v pfisluSném pracovnim fedéni. Po inkubaci (60 min,
laboratorni teplota, vlhka komtirka) se desky opét tfikrat promyly a do jamek se ptidalo 100
ul roztoku substratu s chromogenem TMB Complete (Test-line, Brno, Ceska republika).
Enzymatickd reakce se zastavila po 10 minutich 50 pl 2M kyseliny sirové. Vysledna
absorbance se odecetla pomoci multikanalového spektrofotometru Synergy H1 (Biotek, USA)

pii vinové délce 450 nm.
Vysledky ELISA testu s antigeny SipB a FliC

Hladiny protilatek proti proteinu SipB byly v sérech kontrolnich zvitat v hodnotach
absorbance 0,062 - 0,126; v sérech vakcinovanych zvifat v hodnotidch absorbance 0,075 -
0,147. Hladiny protilatek u téchto dvou skupin se statisticky vyznamné nelisily (P> 0,05). V
sérech infikovanych zvitat byly hladiny protilatek v hodnotdch absorbance 0,248 - 1,056.
Tyto hodnoty byly statisticky vyznamné vyssi jak ve srovnani s hodnotami absorbance u

kontrolni, tak i vakcinované skupiny (P< 0,01) (Obr. 1).

Obr. 1: Hladiny protilatek v sérech prasat proti proteinu SipB
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Hladiny protilatek proti proteinu FliC byly v sérech kontrolnich zvifat v hodnotach
absorbance 0,194 - 0,880. V sérech infikovanych zvifat v hodnotach absorbance 0,333 -
0,850. V sérech vakcinovanych zvifat v hodnotach absorbance 1,695 - 1,894. Hodnoty
absorbance u vakcinované skupiny byly statisticky vyznamné rozdilné (P< 0,01) od hodnot
absorbance u infikované i kontrolni skupiny (Obr. 2).

Obr. 2: Hladiny protilatek v sérech prasat proti proteinu FliC
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I1.2. Vyhodnoceni ELISA testu

Zvitata infikovand méla hladinu protilatek proti proteinu SipB alespon 1,5 x vyssi nez
zvitata kontrolni a zvifata vakcinovana a zarovenl méla alespon 1,5 x nizsi hladinu protilatek
proti proteinu FliC nez zvifata vakcinovand. Zvitfata vakcinovand mé¢la hladinu protilatek proti
proteinu FliC alesponi 1,5 x vy$si nez zvifata kontrolni a zvitata infikovana a zarovenn méla
alespon 1,5 x nizsi hladinu protilatek proti proteinu SipB nez zvifata infikovana.

Zaveér: Porovnanim hladin protilatek proti SipB a FliC u vySetfovanych sér lze
uvedenym postupem zjistit, zda zvife bylo infikované Salmonella enterica subsp. enterica
sérovar Typhimurium nebo vakcinované vakcinou zalozenou na inaktivované kultute
Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium nebo bylo infikované a zaroven
vakcinované nebo si nevytvorilo protilatky proti proteinim SipB a FliC. Jistotu spravného
vyhodnoceni dalSich vzorki Ize zvysit porovnanim s panelem sér kontrolnich, infikovanych a

vakcinovanych zvifat.



11.3. Validace ELISA reakce

1.3.1. Validace ELISA reakce s antigenem SipB

a) Homogenita potazeni mikrotitradni desky antigenem SipB:

Test byl proveden na jedné 96 jamkové desce dané vyrobni Sarze s jednim vzorkem séra. Byl
proveden standardni ELISA test dle pracovniho postupu uvedené¢ho vySe. Vysledek testu je
vyjadifen pomoci prumérné hodnoty absorbanci vySetfovaného vzorku séra a variacniho
koeficientu (CV). Vzhledem k okrajovému efektu nejsou do vypoctu hodnoty absorbanci
krajnich jamek desky (Seda barva). Vysledky testu jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Vysledky testu homogenity potaZzeni mikrotitracni desky antigenem SipB

1 2 3 4 5 b 7 8 9 10 11 12
A 0,213 0177 0193 0186 0,191 0,202 0,202 0,203 021 0,215 0,206 022
B 0,208 0,1% 0,201 0,1% 0,199 0,201 0,201 0,203 0,199 0,202 0213 0,206
C 0,207 0,204 02 0198 0,1% 0,182 0197 01% 0,204 021 0,19 0,203
D 0,199 0,208 0,206 0,206 0,201 0,194 0,204 0,209 0,211 0211 021 0,203
E 021 0,208 0,203 0211 0,202 0,215 02 0,206 0,214 0214 0,209 0,201
F 0,215 0,207 0211 0,207 0,206 0,203 0,209 0,204 021 0217 0216 021
G 0,215 0,208 0,206 0211 0213 0,206 0213 0,203 0,202 0211 0219 0211
H 0,231 0212 0215 0213 0,207 0213 022 0214 0,218 0,219 0,239 0216

prumérna hodnota absorbance: 0,205
smérodatna odchylka vybérova: 0,007

variacni koeficient (%): 3,301




b) Opakovatelnost (intra-assay variability) pro antigen SipB:

Tento test byl proveden v jedné vyrobni Sarzi mikrotitracnich desek se dvéma negativnimi

(N1 a N2) a dvéma pozitivnimi (P1 a P2) vzorky séra v Sestnacti replikacich od kazdého

vzorku dle standardniho pracovniho postupu uvedeného vyse. Pro kazdy vzorek byla

vypocitdna primérna hodnota absorbance, smérodatnd odchylka vybérova a wvariacni

koeficient (Tabulka 2). Vysledkem testu je variacni koeficient pro cely rozsah méteni.

Tabulka 2: Vysledky testu opakovatelnosti (intra-assay variability) pro antigen SipB:

Cislo méreni N1 N2 P1 P2

1 0,117 0,347 0,606 1,542

2 0,103 0,340 0,640 1,554

3 0,105 0,335 0,643 1,599

4 0,110 0,333 0,644 1,565

5 0,112 0,311 0,628 1,500

6 0,108 0,289 0,606 1,512

7 0,115 0,285 0,598 1,490

8 0,110 0,280 0,597 1,513

9 0,137 0,336 0,650 1,551

10 0,148 0,330 0,628 1,493

11 0,150 0,408 0,652 1,518

12 0,146 0,330 0,647 1,485

13 0,148 0,353 0,627 1,469

14 0,141 0,286 0,610 1,398

15 0,143 0,378 0,602 1,474

16 0,142 0,300 0,580 1,434

primérna hodnota absorbance: 0,127 0,328 0,622 1,506

smérodatna odchylka vybérova: 0,018 0,035 0,023 0,050

variaéni koeficient (%): 14,378 10,774 3,634 3,348
smérodatna odchylka vybérova pro cely rozsah: 0,034
variacni koeficient pro cely rozsah (%): 9,317




c) Opakovatelnost (inter-assay variability) pro antigen SipB:

Zkouska byla provedena na deskach pochazejicich z jedné vyrobni Sarze. Testovani bylo
provedeno jako deset samostatnych analyz. Byly testovany dva negativni (N1 a N2) a dva
pozitivni (P1 a P2) vzorky sér, kazdy vzorek v kvadruplikatu dle standardniho pracovniho
postupu uvedeného vyse. Pro kazdy vzorek byla vypocitdna primeérna hodnota absorbance ze
vSech testll, dale smérodatna odchylka vybérova a variacni koeficient pro cely rozsah méfeni

(Tabulka 3).

Tabulka 3: Vysledky testu opakovatelnosti (inter-assay variability) pro antigen SipB

Cislo méreni N1 N2 P1 P2
1 0,149 0,258 0,692 1,255
2 0,135 0,236 0,641 1,202
3 0,145 0,212 0,623 1,239
4 0,132 0,262 0,653 1,327
5 0,130 0,233 0,558 1,219
6 0,129 0,223 0,557 1,179
7 0,128 0,226 0,550 1,121
8 0,129 0,225 0,539 1,235
9 0,129 0,238 0,570 1,119
10 0,128 0,250 0,568 1,091
11 0,124 0,252 0,528 1,100
12 0,126 0,271 0,531 1,163
13 0,130 0,245 0,569 1,093
14 0,135 0,256 0,547 1,157
15 0,130 0,253 0,520 1,149
16 0,126 0,260 0,538 1,151
17 0,141 0,255 0,608 1,295
18 0,133 0,226 0,569 1,261
19 0,144 0,216 0,591 1,312
20 0,137 0,270 0,626 1,361
21 0,139 0,254 0,596 1,387
22 0,142 0,318 0,605 1,317
23 0,141 0,230 0,612 1,234
24 0,141 0,259 0,587 1,334
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11.2.2. Validace ELISA reakce s antigenem FIiC

a) Homogenita potazeni mikrotitraéni desky antigenem FliC:

25 0,151 0,212 0,525 1,313
26 0,138 0,243 0,555 1,260
27 0,141 0,248 0,599 1,122
28 0,139 0,263 0,592 1,311
29 0,122 0,275 0,622 1,276
30 0,136 0,246 0,640 1,259
31 0,135 0,224 0,576 1,194
32 0,132 0,265 0,584 1,281
33 0,140 0,271 0,636 1,346
34 0,143 0,384 0,636 1,374
35 0,138 0,260 0,624 1,282
36 0,137 0,249 0,648 1,394
37 0,146 0,273 0,665 1,288
38 0,149 0,268 0,629 1,304
39 0,134 0,260 0,618 1,310
40 0,134 0,279 0,609 1,376
N1 N 2 P1 P2
primérna hodnota absorbance: 0,136 0,254 0,593 1,250
smérodatna odchylka vybérova: 0,007 0,030 0,043 0,088
variacni koeficient (%): 5,283 11,818 7,199 7,078
smérodatna odchylka vybérova pro cely rozsah: 0,051
variacni koeficient pro cely rozsah (%): 8,208

Test byl proveden na jedné 96 jamkové desce dané vyrobni Sarze s jednim vzorkem séra. Byl

proveden standardni ELISA test dle pracovniho postupu uvedené¢ho vySe. Vysledek testu je

vyjadifen pomoci primérné hodnoty absorbanci vysetfovaného vzorku séra a varia¢niho

koeficientu (CV). Vzhledem k okrajovému efektu nejsou do vypoctu hodnoty absorbanci

krajnich jamek desky (Seda barva). Vysledky testu jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4: Vysledky testu homogenity potazeni mikrotitracni desky antigenem FIiC

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0802 080 074 0783 086 0840 0791 080 073 076 0813 0826
B 0845 0893 = 084 | 087 0879 | 086 | 0848 | 089 | 082 | 081 | 088 | 0854
C 0810 0871 | 086 | 0849 ' 089 082 | 083 | 082 | 083 | 085 | 0809 | 084
D 0809 0870 | 089 088 082 080 080 | 0%0 | 087 080 | 083 | 0809
E 0848 0898 080 | 0879 082 | 082 & 0832 | 083 | 084 | 086 | 0814 | 0838
F 084 @ 0916 091 | 093 | 088 | 084 | 084 | 089 | 084 | 081 | 0835 = 00844
G 085 08%2 | 086 086 | 089 | 0807 | 080 | 0807 = 085 | 0809 | 0837 | 0872
H 082 087 088 0843 0812 086 086 084 0810 089 089 0906

primérna hodnota absorbance: 0,865
smérodatna odchylka vybérova: 0,028
variacni koeficient (%): 3,300

b) Opakovatelnost (intra-assay variability) pro antigen FIiC:

Tento test byl proveden v jedné vyrobni Sarzi mikrotitracnich desek se dvéma negativnimi
(N1 a N2) a dvéma pozitivnimi (P1 a P2) vzorky séra v Sestnacti replikacich od kazdého
vzorku dle standardniho pracovniho postupu uvedeného vySe. Pro kazdy vzorek byla
vypocitana primérna hodnota absorbance, smérodatnd odchylka vybérova a variacni

koeficient (Tabulka 5). Vysledkem testu je variacni koeficient pro cely rozsah méfeni.

Tabulka 5: Vysledky testu opakovatelnosti (intra-assay variability) pro antigen FIiC:

Cislo méreni N1 N2 P1 P2
1 0,096 0,119 0,662 0,814
2 0,087 0,110 0,632 0,742
3 0,087 0,107 0,596 0,685
4 0,084 0,103 0,535 0,680
5 0,082 0,101 0,541 0,555
6 0,081 0,102 0,606 0,704
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7 0,082 0,103 0,637 0,738
8 0,081 0,106 0,617 0,650
9 0,094 0,120 0,654 0,824
10 0,085 0,108 0,612 0,778
11 0,087 0,106 0,580 0,735
12 0,082 0,103 0,574 0,697
13 0,079 0,098 0,547 0,687
14 0,081 0,100 0,589 0,716
15 0,079 0,105 0,621 0,760
16 0,078 0,101 0,609 0,728
priimérna hodnota absorbance: 0,084 0,106 0,601 0,718
smérodatna odchylka vybérova: 0,005 0,006 0,038 0,065
variaéni koeficient (%): 6,119 5,875 6,355 8,987
smérodatna odchylka vybérova pro cely rozsah: 0,038
variaéni koeficient pro cely rozsah (%): 6,950

c) Opakovatelnost (inter-assay variability) pro antigen FliC:

Zkouska byla provedena na deskach pochazejicich z jedné vyrobni Sarze. Testovani bylo

provedeno jako deset samostatnych analyz. Byly testovany dva negativni (N1 a N2) a dva

pozitivni (P1 a P2) vzorky sér, kazdy vzorek v kvadruplikatu dle standardniho pracovniho

postupu uvedeného vyse. Pro kazdy vzorek byla vypocitdna primeérna hodnota absorbance ze

vSech testll, dale smérodatnd odchylka vybérova a variacni koeficient pro cely rozsah méfeni

(Tabulka 6).

Tabulka 6: Vysledky testu opakovatelnosti (inter-assay variability) pro antigen FIiC
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Cislo méfeni N1 N2 P1 P2
1 0,080 0,104 0,557 0,693
2 0,076 0,094 0,587 0,711
3 0,074 0,093 0,583 0,780
4 0,075 0,093 0,539 0,711
5 0,088 0,132 0,569 0,703
6 0,083 0,115 0,586 0,732
7 0,081 0,107 0,626 0,761




8 0,078 0,100 0,575 0,787
9 0,083 0,123 0,490 0,675
10 0,079 0,103 0,496 0,589
11 0,077 0,098 0,556 0,727
12 0,077 0,098 0,544 0,541
13 0,078 0,096 0,560 0,636
14 0,075 0,093 0,583 0,682
15 0,074 0,099 0,482 0,704
16 0,081 0,097 0,553 0,738
17 0,080 0,101 0,527 0,711
18 0,078 0,093 0,450 0,663
19 0,079 0,094 0,439 0,589
20 0,077 0,094 0,480 0,603
21 0,083 0,099 0,562 0,696
22 0,075 0,097 0,545 0,684
23 0,078 0,091 0,499 0,666
24 0,068 0,094 0,439 0,625
25 0,077 0,106 0,461 0,699
26 0,076 0,100 0,442 0,680
27 0,078 0,094 0,441 0,725
28 0,076 0,092 0,507 0,664
29 0,091 0,114 0,740 0,890
30 0,096 0,110 0,612 0,923
31 0,081 0,107 0,678 0,916
32 0,079 0,113 0,682 1,009
33 0,084 0,107 0,699 0,851
34 0,084 0,121 0,717 0,841
35 0,090 0,119 0,736 0,843
36 0,087 0,123 0,677 0,856
37 0,094 0,120 0,662 0,824
38 0,085 0,108 0,632 0,778
39 0,087 0,106 0,596 0,735
40 0,082 0,103 0,535 0,697
N1 N2 P 1 P2
primérna hodnota absorbance: 0,081 0,104 0,566 0,733
smérodatna odchylka vybérova: 0,006 0,010 0,085 0,100
variacni koeficient (%): 7,190 10,103 15,102 13,631
smérodatna odchylka vybérova pro cely rozsah: 0,066
variacni koeficient pro cely rozsah (%): 11,913
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1. Srovnani ,,novosti postupu*

ELISA metoda sérologického odliSeni prasat infikovanych Salmonella enterica subsp.
enterica sérovar Typhimurium od prasat vakcinovanych vakcinou zalozenou na inaktivované
kultute Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium neni v soucasné dobé&

komer¢né dostupna.

V. Uplatnéni funkéniho vzoru

ELISA metoda sérologického odliSeni prasat infikovanych Salmonella enterica subsp.
enterica sérovar Typhimurium od prasat vakcinovanych vakcinou zalozenou na inaktivované
kultute Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium je nezbytné nutnd pro

zavedeni vakcinace prasat v chovech.

V. Ekonomické aspekty

Metoda je na pracovisti autori zavedena a pouzivana. Komercéni vyuZiti zavisi na

zavedeni vakcinace prasat proti netyphoidnim sérovarim Sa/monella enterica.

VL. Patentova ochrana

Metoda sérologického odliSeni prasat infikovanych Salmonella enterica subsp.
enterica sérovar Typhimurium od prasat vakcinovanych vakcinou zalozenou na inaktivované
kultute Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium prezentovana v tomto
funkénim vzorku je pfedmétem patentové piihlasky PV2013-1048 "Pouziti antigeni
Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium pro sérologické odliSeni

infikovanych a vakcinovanych prasat.".
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1 Uvod

Predmétem piedkladaného Funkéniho vzorku je inaktivovana trivalentni vakcina pro prasata
obsahujici celobunécné antigeny vybranych ,,wild-type* kmenti bakterii Salmonella enterica
subsp. enterica sérovar Derby, S. enterica subsp. enterica sérovar Infantis a S. enterica subsp.
enterica sérovar Typhimurium. Uginek vakciny je zesilovéan olejovym adjuvans vhodnym pro
cilovou skupinu zvitat, tedy prasnicky a prasnice. Prostfednictvim vakcinace matek je
navozena kolostrdlni imunita sajicich selat a tak zvySen tlak proti salmonelovym infekcim
zminénych sérovarti v chovech prasat. Imunizaci touto vakcinou je ofekavano také snizeni
vyskytu salmonel v jateCnim materidlu. Po imunizaci lze rovnéz rozliSit protilatky
postvakcinacni od postinfekcnich, jednd se tedy o DIVA vakcinu (z angl. ,,Differentiating
Infected from Vaccinated Animals®).

2 (il

Cilem pfedklddaného Funkéniho vzorku bylo vyvinout a v laboratornim méfitku vyrobit
bezpecnou a ucinnou DIVA vakcinu pro prasata vedouci k tlumeni vyskytu salmonel
v chovech prasat.

3 Vyroba vakciny
3.1 Vyrobni kmeny

Pro vyrobu inaktivovanych celobunécnych antigenti jsou pouZivany kmeny salmonel dodané
z Vyzkumného ustavu veterinarniho 1€katstvi na zdklad¢ spoluprace v projektu QJ1210115.
Tyto kmeny byly uloZeny podle pravidel systému jednotné inokulace (,,Seed lot system*) ve
sbirce bakteridlnich kultur Biovety, a.s., ktery se fidi pfisluSnym platnym Standardnim
operatnim postupem. Pro kazdy kmen bylo zaloZeno mate¢né inokulum (,MSLB*) a
pracovni inokulum (,WSLB*). Systém jednotné inokulace umoZiiuje bezpecné uloZeni
dostatecného mnoZstvi mate¢né a pracovni kultury pro vyrobni tcely tak, aby stabilita kment
nezbytnd pro jednotnost vyrobnich Sarzi, byla zachovdna. Lyofilizované kultury MSLB a
WSLB jsou ulozené pii 2 — 8 °C.

Vyrobni kmeny:

Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Derby je ulozen v Bioveté, a.s. (ddle jen
Bioveta) pod ozna¢enim MSLB 3097. Pro vyrobu jsou uZivdna piisluSnd pracovni WSLB
inokula. Kmen je ,,wild-type“, rozliSitelny na zdkladé metody PFGE (,,Pulsed-field gel
electrophoresis®) jako PFGE typ Del (Volf a kol. 2010).

Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Infantis je uloZen v Bioveté pod oznacenim
MSLB 3098. Pro vyrobu jsou uzivany piislu$na pracovni WSLB inokula.

Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium je uloZen v Biovet¢ pod
oznac¢enim MSLB 3099. Pro vyrobu jsou uzivany ptislu$na pracovni WSLB inokula. Jedna se
o fagotyp DT104.



Morfologie kmenti: Po inkubaci 18 — 24 hodin a pfi teploté¢ 37 °C tvoii Cistd kultura
vyrobnich kmend na TSA hladké, lesklé, krémové kolonie s mirn¢ vyvysenym stfedem a se
souvislym okrajem majici primér 1 — 3 mm. Na KA jsou kolonie hladké, lesklé, Sedavé se
zahu$ténym a mirn€ vyvysenym stiedem. Okraj kolonif je souvisly. Kolonie dosahuji priméru
1 — 3 mm. Kultura nevykazuje hemolyzu. Pii kultivaci nad 24 hodin jsou vzhledem k
pohyblivosti bunék okraje nesouvislé a kolonie se rozristaji do stran. Pfi kultivaci na XLD
agaru tvori kmeny typické kolonie s Cernym stiedem a svétlym okrajem, o velikosti 1 — 3 mm.

Na preparatu barveného dle Grama ptedstavuji buiiky vSech sérovarti typické kratké negativné
zbarvené tycky bez ndznaku tvorby pouzder.

3.2 Vyrobni suroviny

Agarova zivna média: Trypton soya agar (TSA), Krevni agar s 6 % berani krvi (KA),
Xylosa-lysin-deoxycholatovy agar (XLLD agar).

Tekuta zivna média: Minimalni ristové médium se stopovymi prvky (zaklad: KH,PO, 1,40
g; Na,HPO, . 12 H,0 10,10 g; kysely kaseinhydrolyzat 1,00 g; roztok stopovych prvka 1,00
ml; ¢isténd voda ad 1000,00 ml; roztok stopovych prvki: MgSO, . 7 HO 10,00 g; MnCl, . 4
H,0 1,00 g; FeCl; . 6 H,0O 0,14 g; CaCl, . 6 H,O 0,40 g; ¢isténd voda ad 1000,00 ml; dprava
pH pomoci 20 % NaOH do rozmezi hodnot 7,3-7,8), sterilni roztok glukézy (40 %); Trypton
Soya Broth (pfiprava dle vyrobce: Oxoid, UK), Thioglykoldtovda ptda (Thioglycollate
Medium, USP; ptiprave dle vyrobce Oxoid).

Ostatni: Protipénici sloZka, 30 % NaOH, sterilni fyziologicky roztok (NaCl 0,9 g; voda pro
injekce 100 ml), adjuvans W/O/W Montanide ISA 206 VG (Seppic), merthiolat sodny,
formaldehyd (35 %).

3.3 Pomiicky a vyrobni zaFizeni

Zakladni pomiicky: Jednorazové bakteriologické klicky, sterilni injekéni jehly a stikacky,
sterilni plastové nebo sklenéné zkumavky, kahan, pfistroj na méfeni zdkalu popt. zdkalova
fada v jednotkdch McF, kyvety (500 ml), pfistroj pro stanoveni endotoxinti, pH metr.

Zarizeni: Spektrofotometr (A=605 nm); box s laminarnim proudénim vzduchu (tfida Cistoty
»A%); tiepacka; prostory s definovanou tiidou Ccistoty (A, B, C); bioreaktor o vyuZitelném
objemu 15 1 (s pfivodem vzduchu a sondami pro detekci pH, teploty a rozpuSténého kysliku);
peristaltické cCerpadlo; ultrafiltracni zafizeni (300 kDa kazety); magnetickd michacka (s
trojahelnikovym magnetickym michadlem).

3.4 Postup vyroby

3.4.1 Vyroba bakterinu

Piislusny lyofilizovany WSLB kmen sérovaru Salmonella enterica subsp. enterica je
rehydratovdn pomoci 500 pl sterilnfho fyziologického roztoku a bakteriologickou klickou je
zaockovdn na TSA kifiZovym roztérem. Pro kompletni ovéfeni Cistoty kment je také
zaoCkovana 1 miska KA a 1 miska XLD agaru. Misky inkubujeme aerobné pti 37 °C po dobu
18 — 24 h. Z ¢isté kultury na TSA je ve fyziologickém roztoku pfipraveno pfiblizné¢ 3 ml
suspenze o zakalu 4 McF. Z této suspenze jsou pfipraveny ndsady zaoCkovanim 2 x 1 ml
suspenze do 2 x 400 ml vytemperovaného Minimdlniho ristového média na 37 °C. Do obou



ndsad jsou pfidany 2 ml 40 % roztoku glukézy. Nédsady jsou inkubovany 18 — 24 h pti 37 °C.
Na konci doby této statické kultivace dosahuje kultura zdkalu min. 2,5 McF. U nésad je
ovétena Cistota kultury. Do ovéfeni Cistoty 1ze ndsady ponechat pfi teploté 2 - 8°C po dobu 24
hodin. Pred kultivaci v bioreaktoru jej vysterilizujeme s predvdZzenym mnoZstvim
Minimélniho média a pfisluSného objemu cisténé vody (8 1). Pred sterilizaci (121 °C, 20 min)
je upraveno pH a ptfiddna protipénici sloZka. Po sterilizaci a vytemperovani na 37 °C jsou do
kultivacni nddoby pomoci peristaltického Cerpadla za sterilnich podminek pfecerpany obé¢
ndsady a 40 ml 40 % roztoku gluk6zy. V pribéhu kultivace je nastaveno automatické
udrzovani hodnoty rozpusténého kysliku min. 40 % prostiednictvim spfazeni aerace
s michdnim. Teplota uvnitt nddoby bioreaktoru je udrZovdna na hodnoté 37 °C. V pribéhu
rustu kultury dochdzi ke sniZovani pH pod hodnotu 7,0. Kultivaci ukon¢ime po 6 — 7
hodindch na konci exponencidlni faze rastu. Kultura dosahuje denzity min. 2,5 McF. Takto
narostlé kultura je inaktivovédna pfiddnim 35 % formaldehydu na vyslednou koncentraci 0,5 %
piimo do nadoby bioreaktoru. Teplota v nddobé je nastavena na 22 °C a kultura je
inaktivovdna po dobu 18 — 24 h.

Pro kontrolu inaktivace je pouzivdno 9 ml média , Trypton Soya Broth*“ (TSB), které je
inokulovano 1 ml inaktivované kultury a ndsledn¢ inkubovéno pfi teploté 37 °C po dobu 2
dnti. Poté je pida pfeockovdna v poméru 1 ml do 9 ml Cerstvého TSB a opét inkubovana
aerobné pfi 37 °C po 2 dny. Inaktivovand kultura nesmi zplsobit zdkal v kultivaénim médiu.

Inaktivovanad kultura (bakterin) je alespon 10 x zakoncentrovdna pomoci ultrafiltraéniho
zafizeni se tfemi zapojenymi kazetami o porozité 300 kDa. Po vhodném nafedéni je zméfena
a zaznamendna denzita koncentratu. U bakterinu je upraveno pH 30 % roztokem NaOH na
hodnotu 7,0 — 7,5. Takto piipraveny bakterin je skladovan pii teploté¢ 2 — 8 C po dobu max. 6
mésicu.

Kontrola sterility je provddéna u bakterini pfed homogenizaci zaoCkovanim 1 ml bakterinu
do 9 ml TSB a 9 ml TGP (Thioglykolatova ptuda). Inkubace inokulovaného média TGP je 14
dni pfi 37 °C a inkubace TSB 14 dni pti 22 °C. Po dobu testovani nesmi dojit k zakaleni
médii.

3.4.2 Homogenizace vakciny

Ptred homogenizaci je nutné antigenové slozky a adjuvans Montanide ISA 206 VG (Seppic,
France) vytemperovat na 31 °C ( £ 1°C). Bakterinov4 slozka zaujima 44,5 % a adjuvans 55,5
% celkového objemu vakciny. Pro piipravu vakciny o celkové denzité antigenti 6 McF (3,40 x
10° CEU/ml) jsou jednotlivé koncentraty antigenti vhodné nafedény sterilnim fyziologickym
roztokem tak, aby byl zachovdn pomér bakterinii ve vakcin€é 1:1:1. Piiklad podilu
jednotlivych slozek 250 ml vakciny je uveden v Tabulce 1.

Pfi samotné homogenizaci je postupovéno tak, Ze do vytemperovaného adjuvans je pomalu za
stilého michdni ptfiddna bakterinovd slozka. Nasledn¢ je pifidano 1 % celk. objemu
konzervans 1 % roztoku merthioldtu sodného.

Homogenizace 250 ml vakciny lze provadét za sterilnich podminek v uzaviratelné 500 ml
ldhvi. Michédni je uskuteCnéno pomoci magnetického michadla a magnetické michacky



temperované na 32 °C. Rychlost michéni je navolena na 350 rpm. Po ukonceni homogenizace
je upraveno pH pomoci 30 % NaOH na rozmezi hodnot 7,0 — 7.5.

Tabulka1  Priklad pripravy 250 ml vakciny

Priprava Objem Thiomer
bz | MCmEE RER alikvoty bakt:erinﬂ . Celkovy | sal
., | bakterinu | v alikvoté .~ | Adjuvans : 2
. | Koncentrat ; ve vakciné objem | sodny -
Bakterin ve pro vakcinu . Fyz. (ml) 2 o
(McF) s Bakterin (ml) o vakciny 1%
vakciné (McF) (ml) roztok SI+SD+STM (55,5%) (ml) T
(McF) | SI+SD+STM (ml) (44,5%) (ml)
sl 56,21 4,49 8,895
sSD 43,39 4,49 13,5 11,523 | 78,38 111,25 138,80 | 250,00 2,50
STM 50,24 4,49 9,952

3.4.3 Plnéni a skladovani

Vakcina je steriln¢ plnéna do sklenénych lékovek o objemu 10,0 ml, uzaviena pryzovou
propichovaci zatkou a hlinikovou pertli. Ovéfena stabilita emulze W/O/W (,,water/oil/water*)
je v téchto 1ékovkach pii skladovani mezi 2 — 8 °C po dobu 1 mésice.

4  Zavazné parametry vakciny

Parametr

Limit pfi propousténi

Vzhled

Bila mlé¢na tekutina s malym mnoZstvim sedimentu, ktery se po roztfepani homogenné
rozptyli.

Vyuzitelny objem
baleni

Min. 10 ml

Sterilita

Pfipravek musi byt sterilni

Kvantita antigenud

S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium: (1,13 x 10° — 3,40 x 10° CFU/m)
S. enterica subsp. enterica sv. Derby: (1,13 x 10° — 3,40 x 10° CFU/ml)
S. enterica subsp. enterica sv. Infantis: (1,13 x 10° — 3,40 x 10° CFU/ml)

Obsah endotoxinu

4,30 x 10° EU/mI

pH

6,7-75

Obsah merthiolatu
sodného

0,1 mg/ml (0,085 - 0,115 mg/ml)

Obsah formaldehydu

Max. 0,55 mg/ml

5 Indikace s upiesnénim pro cilovy druh zvirat

K imunizaci bfezich prasnic a prasni¢ek za tcelem vyvoldni kolostrdlni imunity vedouci k
naslednému zvySeni odolnosti sajicich selat proti bakteridlnim infekcim kment Salmonella
enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium, S. enterica. subsp. enterica sérovar Derby a S.

enterica subsp. enterica sérovar Infantis.




6 Vakcinaéni schéma

Vakcinaéni davka: 1 ml

Vakcina je aplikovdna intramuskuldrné (i.m.) v paraaurikuldrni krajiné. Pied pouZzitim je
potieba obsah 1ékovky vytemperovat na 15-20 °C a tadné protfepat. Pro aplikaci pouZijte
sterilni injek¢ni jehlu a stifkacku. Misto vpichu by mélo byt suché, Cisté a asepticky oSetfené.

Prvni davku aplikujeme 4 tydny pfed ofekdvanym porodem s ndslednym poddnim druhé
davky o dva tydny pozdéji. Revakcinujeme 2 tydny pied kazdym dalSim ocekdvanym
porodem.

7 Ovéreni bezpecnosti na cilovém druhu zviiete

Bezpecnost vakciny byla ovéiena na 5 selatech ve véku 4 tydny. Pro ovétfeni bezpecnosti byla
pouZita arZe vakciny s maximalnim celkovym obsahem antigent 1,02 x 10'° CFU/ml a
obsahem endotoxinti 4,30 x 10° EU/ml. Zvifata byla vakcinovéna 1ml i.m. do paraaurikularni
krajiny podle vakcina¢niho schématu: vakcinace, 14. den revakcinace do protéjsi strany krku.
Bezpecnost podédni 3. ,,boostrové® davky byla ovéfena v samostatné terénni studii na cilové

kategorii.

Byla sledovéna teplota (rektdlni méfeni) pted aplikaci vakciny, 4 h po aplikaci, a nasledné
denné po dobu 4 dnil od vakcinace. Rovnéz byly sledovéany lokdlni a systémové reakce denné
od zahdjeni vakcinace po dobu 14 dnt a stejnym zptsobem i po revakcinaci.

Vakcina splituje pozadavky Evropského lékopisu (EP) na bezpecCnost, tj. zadné zvite
nevykazovalo abnormalni lokalni nebo systémové reakce nebo pfiznaky onemocnéni, které by
mohlo byt pfisuzovano zkouSenému piipravku. Kritérium pro zvySeni teploty stanovené
Biovetou na zdkladé¢ obdobnych monografii (EP) pro vakciny pro prasata nebylo rovnéz
prekroCeno. Primérna teplota tedy neptesdhla rozdil 1,5 °C pro vSechna testovand zvitata a u
zadného zvitete nedoslo ke zvyseni teploty o vice nez o 2 °C od priméru naméfeného z teplot
pied vakcinaci. Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka2  Zaznam zmény teplot po vakcinaci a revakcinaci

MERENI TEPLOTY
2vite €. Den po vakcinaci (¢as)

DEN 0 (0Oh) | DEN 0 (4h)|A (4h-Oh)| DEN1 | A (DEN 1-Oh) |DEN 2(A (DEN 2-0h)| DEN 3 [A (DEN 3-Oh){ DEN 4 |A (DEN 4-0h)

292 39,26 40,68 1,42 39,63 0,37| 39,50 0,24 39,72 0,46 39,46 0,20
296 39,46 40,60 1,14 40,13 0,67| 39,60 0,14 39,68 0,22 39,80 0,34]
290 39,28 41,20 1,92 40,50 1,22| 39,84 0,56/ 39,91 0,63 39,24 -0,04
300 39,68 40,94 1,26 40,14 0,46| 39,76 0,08 39,70 0,02 38,98 -0,70
294 39,72 39,80 0,08 39,28 -0,44| 39,96 0,24 39,30 -0,42 39,08 -0,64
Skupinovy prameér: 1,16 0,46 0,25 0,18 -0,17|

MERENI TEPLOTY

2vite €. Den po revakcinaci (¢as)

DEN 0 (0Oh) | DEN 0 (4h) A (4h-Oh)| DEN1 | A (DEN 1-Oh) |DEN 2(A (DEN 2-0h)| DEN 3 |[A (DEN 3-0h)| DEN4 |[A (DEN 4-0Oh)

292 39,54 40,23 0,69 40,06 0,52| 39,86 0,32 39,80 0,26 39,86 0,32
296 39,41 40,08, 0,67 40,16 0,75 39,25 -0,16 39,25 -0,16 39,30 -0,11
290 40,62 41,24/ 0,62 39,86 -0,76| 39,63 -0,99 39,60 -1,02 39,40 -1,22
300 40,04 40,70 0,66 39,80 -0,24| 39,00 -1,04 39,50 -0,54 39,80 -0,24
294 39,16 40,23 1,07 39,60 0,44| 39,32 0,16 39,70 0,54 39,65 0,49
Skupinovy primeér: 0,74 0,14 -0,34 -0,18 -0,15




8 Ovéreni uéinnosti na cilovém druhu zvifete

Ucinnost vakciny byla testovdna v infekénim experimentu na sajicich selatech. Do pokusu
bylo zatazeno Sest biezich prasnic bez protilatek proti Salmonella spp.. Tti prasnice byly
vakcinovany. Selata jedné vakcinované prasnice a jedné nevakcinované prasnice byla
infikovdna ctvrty den po porodu S. Typhimurium, podobné¢ selata dalSich prasnic byla
infikovdna S. Derby a S. Infantis. Infekéni ddvka byla 1 - 4 x 10’ CFU/ml. Tieti den po
infekci byla selata utracena a byly odebrany vzorky orgdnli pro stanoveni poctu salmonel na
gram tkdné a pro kvalitativni vySetfeni metodou ISO 6579. Pro kazdy sérovar byl sledovan
rozdil v kolonizaci orgdnli mezi selaty vakcinované a nevakcinované prasnice.
NejdualezitéjsSim mistem piechodu salmonel z travictho traktu do organismu je ileum.
Mnozstvi salmonel v ileocékdlni mizni uzlin€¢ drénujici ileum tak nejlépe odpovida o
mnozstvi salmonel pronikajicich do organismu.

Ve srovndni se selaty nevakcinované prasnice (N=9) me¢la selata vakcinované prasnice
(N=10) statisticky vyznamn¢ niz§i mnozstvi S. Typhimurium v ileocékdlni mizni uzlin¢, stén¢
a obsahu ilea, stén€ céka a kolonu, a v submandibularni mizni uzlin€. Podobné me¢la selata
vakcinované prasnice (N=12) statisticky vyznamné niZ$i mnozstvi S. Derby v ileocékdlni
mizni uzling, stén¢ ilea a v tonzile neZ selata nevakcinované prasnice (N=10). Selata
vakcinované prasnice (N=13) méla statisticky vyznamné niz§i mnozZstvi S. Infantis v
ileocékalni mizni uzling, sténé¢ ilea a kolonu neZ selata nevakcinované prasnice (N=8). Tyto
vysledky jsou v souladu s pfedchozimi vysledky ziskanymi na zdklad¢ vakcinace podobnou
variantou vakciny (MatiaSovic a kol. 2013). Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 3.

Tabulka3 Logaritmy CFU na gram tkané v organech selat vakcinovanych a
nevakcinovanych prasnic

lleocékalni mizni uzlina Sténailea Sténa kolonu
STM SD SI STM SD S| STM SD SI
Selata vakcinované P=7 N=6

. 0,20* 0,71% 0,85* 1,73* 1,18* - 1,60* 1,07 1,10*
prasnice Chi2*

Selatanevakcinované | o\ | 395 | 487 | 603 | 407 P=8 433 | 208 | 456
prasnice N=0

Vysveétlivky: ,, ¥ = statisticky vyznamny (P < 0,05) rozdil v poctu CFU/g testovany t-testem,

., Chi2** = statisticky vyznamny (P < 0,05) rozdil v poctu salmonela pozitivnich (P) a
salmonela negativnich (N) vzorcich po vysetieni metodou ISO 6579 testovany Chi2 testem

9 Reference

Volf J., Havlickova H., Hradecka H, Ondrackova P., Matiasovic J., Faldyna M., Rychlik L.
(2010) Epidemiology and interaction of Salmonella enterica serovar Derby, Infantis and
Typhimurium with porcine alveolar macrophages. Vet. Microbiol. 146:105-110

Matiasovic J., Kudlackova H., Babickova K., Stepanova H., Volf J., Rychlik 1., Babak V.,
Faldyna M. (2013) Impact of maternally-derived antibodies against Salmonella enterica
serovar Typhimurium on the bacterial load in suckling piglets. Vet J. 196:114-115



10 Dedikace

Funk¢ni vzorek ,,Inaktivovand vakcina pro prasata s obsahem antigent Salmonella Derby,
Salmonella Infantis a Salmonella Typhimurium vedouci k ochrané sajicich selat a tlumeni
salmonel v chovech prasat® byl vytvofen v rdmci projektu Néirodni agentury zemédélského
vyzkumu (QJ1210115) a NPU I (LO 1218).
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