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Je opisany polypeptid zo Streptococcus suis s moleku-
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ka.
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Oblast’ techniky

Vynélez sa tyka polypeptidu zo Streptococcus suis,
vakciny na ochranu proti infekcii Streptococcus suis pri o-
Sipanych, protilatok, ktoré reaguju s polypeptidom Strepto-
coccus suis a spsobu vyroby tychto protilatok.

Doterajsi stav techniky

Streptococcus suis bol identifikovany ako hlavna pridi-
na infekéného ochorenia odipanych, ktoré je charakterizo-
vané artritidou, septikémiou, meningitidou, perikarditidou,
endokarditidou, polyserozitidou a/alebo pneumoliou (Clif-
ton-Handley, F. A, Br. Vet. Journ. 139:1 aZ 5 1983),Vecht
a d’al$i, Vet. Quarterly 7: 315 aZ 321 (1985), Windsor R.
S.: Vet. Rec. 101 : 378 az 379 (1977), Higgins a d’al&i: Can.
J. Vet. Res. 54 : 170 aZ 173 (1990), Devriese a dal3i: Vet.
Rec. 127 : 68 (1990).

Chorobnost’ je zvI43t vysoka pri prasiatkach medzi 3 aZ
12 tyzditami veku (Windsor R. S. a Elliot S. D., J. Hyg.
Camb. 75 : 69 aZ 78 (1975), Guise a d'aldi: Vet. Rec. 117 :
43 aZ 44 (1985), Hoffman L. J. a Henderson L. M. Assoc.
Vet. Lab. Diagnosticians 28 Ann. Proc. 201 aZ 210 (1985).
Ked sa ochorenim m0Zu nakazit' o3ipané akéhokolvek ve-
ku, mortalita o3ipanych starSich neZz 14 tyzdtiov je nizka
(Guise a d'al8i: Vet. Rec. 117 : 43 aZ 44 (1985), Hoffman L.
J. a Henderson L. M.: L. M. Am. Assoc. Vet. Lab. Dia-
gnosticians 28 Ann. Proc.: 201 az 210 (1985).

Z asu na <as sa vyskytuja také pripady, pri ktorych u-
vedeny mikroorganizmus vyvola ochorenie aj pri inych Zi-
votidnych druhov alebo pri ¢loveku (Devriese a d’al3i: Vet.
Rec. 127 : 68 (1990), Hommez a d'aldi: Vet. Rec. 123 : 626
az 627 (1988), Arends a d’al3i: Rev. Infect. Dis. 10: 131 az
137 (1988), Gottschalk a d’al$i: J. Clinic. Microbiol. 27;
2633 aZ 2636 (1989), Arends J. P. a Zanen H. C.: Rev. In-
fect. Dis. 10: 131 aZ 137 (1988)). K infekcii v tychto pripa-
doch obvykle dochédza poranenim koZe.

Ochorenie Streptococcus suis bolo prvykrat opisané v
Holandsku (DeMoor C. E.: Antonic van Leeuwenhock
29 : 272 az 280 (1963)). Od vtedy podal rad vyskumnych
pracovnikov spravu o vyskyte tejto choroby v dal$ich eu-
ropskych krajinach a tie? v Kanade, v USA a v Australii
(Sanford E. a Tilker M. E.: J. Am. Vet. Med Assoc. 23:
5 a2 97 (1982), Perch a d’al3i: J. Clin. Microbiol. 17: 993 a2
996 (1983), Larson D. J. a Kott B.: Am. Assoc. Vet. Lab.
Diagnosticians 28 Ann. Proc.: 121 az 130 (1985), Guise a
dalsi: Vet. Rec. 117 : 43 az 44 (1985), Clifton-Handley F.
A.: Br. Vet. Journ. 139: 1 aZ 5 (1983)).

Kmene Streptococcus suis boli rozdelené na velké
mnozstvo odlinych sérotypov.

Stanovenie sérotypov je zaloZené na kapsularom poly-
sacharidovom antigéne (Koehne a d'al$i, Am. J. Vet. Res.
40: 1640 az 1641 (1979), Perch a dalsi, J. Clin. Microbiol.
17 : 993 a7 996 (1983)).

AZ dosial bolo na celom svete preukézanych 29 roz-
nych sérotypov.

Urtité sérotypy viak v niektorych krajinach prevazuju.
V Skandinivskych krajinach prevazuje sérotyp 7, zatial’ ¢o
v Rakisku sa najcastejSie vyskytuje sérotyp 9. Najrozsire-
nej$im sérotypom po celom svete je sérotyp 2 (Gogolewski
a d'al3f, Aust. Vet. J. 67: 202 aZ 204 (1987), Boetner a d'al-
31, Acta Path. Microbiol. Immunol. Scand. Sect. B 95: 233
az 239 (1987).

Malo je dosial’ zndme o patogenézii, faktoroch virulen-
cie alebo protektivnych antigénoch Streptococcus suis.

Neexistuje preto Ziadne pravidlo, aké faktory sa pot-
rebné na G¢innd vakcinéciu proti patogénu.

Jednou z beznych ciest na vyrobu vakciny proti bakte-
ridlnemu ochoreniu je produkcia a skiigky s vakcinou, pri-
pravenych z celych buniek.

Tento postup bol pouZity v pripade Streptococcus suis a
ukézalo sa, Ze vakcina z celych buniek mdZe zaistit’ u&inni
ochranu o3ipanych proti napadnutiu homol6gnym organiz-
mom (Holt a d’al3i, Res. Vet. Sci. 48: 23 aZ 27 (1990)).

Zd4 sa v3ak pravdepodobné (Kebede a dalii. Vet. Mic-
robiol 22: 249 a% 257 (1990)), ¥e ochrana ziskan4 pri pou-
Ziti pripravkov z celych buniek je Specificka pre pouZity se-
rotyp. Daldimi vieobecnymi a dobre zndmymi nevyhodami
vakein z celych buniek si a) neZiaduce reakcie v mieste a v
blizkosti miesta injekcic a b) velké mnoZstvo ne¥pecificke]
bielkoviny, ktora je podan4 v porovnani s mnoZstvom ma-
teridlu, ktory skuto¢ne vyvolava ochranu.

Vzhl'adom na skutoénost, #¢ v siidasnosti je na béze
polysacharidového obalu zndmych uZ 29 odlidnych séroty-
pov Streptococcus suis je zrejmé, Ze by vakeiny s pouZitim
celych buniek mali obsahovat’ rad sérotypov na dosiahnutie
spektra ochrany.

Takato vakcina bola pripravena na ochranu Fudi proti
pneumdlii vyvolanej streptokokmi (Boulnois G. J.: Journ.
Gen. Microbiol. 138: 249 aZ 259 (1992).

Této vakcina obsahuje 23 polysacharidov z najdastejsie
sa vyskytujdcich sérotypov. Vakcina v3ak mé okrem svojej
zloZitosti edte d'alSie podstatné nevyhody vzhladom na niz-
Ky stupefi imunogenity kapsularnych polysacharidov.

Z tohto dovodu boli vyvijané snahy stanovit’ uréujice
faktory, ktoré pravdepodobne hrajit ilohu v patogenézii o-
chorenia Streptococcus suis.

Boli opisané hemaglutininy a fibrie ako potencialne vi-
rulencie, ale ich presna uloha alebo funkcia, pokial ide o
patogenézu, nie je znama a zodpovedajice molekuly alebo
bielkoviny neboli identifikované. (Jacques a d’al$i, J. Bacte-
riol. 172: 2833 aZ 2838 (1990), Gottschalk a d’al¥f, J. Clin.
Microbiol. 28: 2156 az 2158 {1990)).

AZ dosial’ boli povaZované za potencidlne faktory vi-
rulencie 3tyri bielkoviny:

a) bielkovina s molekulovou hmotnostou 44 000 (Got-
tschalk a d’al$i, Vet. Microb. 30: 59 az 71 (1992)).

b) bielkovina s molekulovou hmotnostou 94 000 (Holt a
dald, J. Comp. Path. 1003: 85 a% 94 (1990)),

c) biclkovina s molekulovou hmotnostou 110 000 (extra-
celularny faktor), (Vecht a d'aldi, Infect. Immun. 59: 3156
az 3162 (1991), Vecht a d'alsi, Infect. Immun. 60: 550 az
556 (1992), Smith a Vecht, PCT-patentova prihlaska WO
92/16630)),

d) bielkovina s molekulovou hmotnost'ou 136 000 (Mura-
minidase Released Protein), Vecht a d’alsi, Infect. Immun.
59: 3156 aZ 3162 (1991), Vecht a d’alsi, Infect. Immun. 60:
550 az 556 (1992), Smith a Vecht: PCT-patentova prihlas-
ka WO 92/16630).

Bielkovina s molekulovou hmotnostou 44 000 bola
néjdend v patogénnom kmeni Streptococcus suis, sérotyp 2
a bolo preukdzané, Ze nie je pritomnd v nepatogénnom
mutante tohto kmefia. Antiséra, produkované proti mutantu,
neobsahujiice tito bielkovinu s molekulovou hmotnoston
44 000 neboli dostato&né na dosiahnutie plnej ochrany
proti pdvodnému kmeiiu. Bielkovina sa teda zilastiiuje
vzniku virulencie.

Antisérum produkované kralikom proti bielkovine s
molekulovou hmotnostou 94 000 zo Streptococcus suis, sé-
rotyp 2 zaistuje pri my$iach ochranu proti infekcii homo-
6gnym kmeiiom.
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Bielkoviny s molekulovou hmotnostou 110 000 a
136 000 su pritomné vo vyseko patogénnych kmefioch a
nie je moZné ich preukazat’ v nepatogénnych kmetioch, pri-
¢om bielkovina s molekulovou hmotnostou 110 000 nie je
pritomna pri kmefioch s nizkou patogenitou.

To by mohlo ukazovat’ na skutoénost, Ze bielkoviny s
molekulovou hmotnostou 110 000 a 136 000 sa zi&astituji
patogenézy. Na druhej strane neboli zatial’ uverejnené Ziad-
ne spravy o vysledkoch pokusov na izolatoch tychto biel-
kovin v uvedenom zmysle.

Je teda moZné uzavriet, e zatial' pokial ide o poten-
cidlne faktory virulencie, len bielkoviny s molekulovou
hmotnost'ou 44 000 a 94 000 preukézatePne hraja alohu v
ochrane proti sérotypu 2. Ttito ochranu bolo moZné preuka-
zat’ len pri myS$iach a pri infekcii homolégnym kmetiom.

Okrem toho bola zatial’ pritomnost’ tyroch uvedenych
bietkovin preukédzana len v kmeflov Streptococcus suis, sé-
rotyp 2. ’

Ako uZ bolo uvedené, je vzhladom na velky pocet
réznych sérotypov zrejmé, Ze by antigén, nezavisly od sé-
rotypu a poskytujici sérologicky skrizenu ochranu bol naj-
vyhodnej¥im zédkladom na vakcinu. Takyto antigén viak
dosial’ nebol pre Streptococcus suis opisany.

Podstata vyndlezu

Teraz bolo neotakivane zistené, Ze niektoré kmene
Streptococcus suis vylu€uju polypeptid s molekulovou
hmotnostou priblizne 54 000, ktory mdZe byt aktivovany
tiolom a inhibovany cholesterolom a ma hemolytickd uin-
nost.

V3etkym hemolytickym toxinom je spoloiny fenomén
poskodzovania bunick cicavcov rozrudenim integrity mem-
brany a/alebo jej funkcie. Toto rozrulenie je zrejme do-
sledkom tvorby pérovitej Struktary oligomérnymi formami
toxinu, hned’ ako prenikne do bunkovej membrény.

Bolo preukézané, Ze hemolyticky polypeptid podl'a vy-
nélezu je toxin aktivovany tiolom. Toxiny aktivovan¢ tioly
st i&inné len v redukovanom stave a oxidaciou prechodne
stracaji ulinnost’ (Smyth C. J. a Duncan J. L.: Bacterial
Toxins and Cell Membranes Jeljaszewicz J. and Wadstrom
T. (eds.) Londyn, Academic Press: 129 az 183 (1978)).

Napriek tomu, Ze Gloha tiolovej skupiny zatial’ nie je
zrejma, predpoklada sa, Ze ide o doleZitd Cast motivu sek-
vencie, ktora je podstatnd pre vznik poSkodenia membrén.

Mechanizmus cytolytického ué¢inku niektorych skupin
hemolyzinu predpoklada vizbu hemolytického polypeptidu
na cholesterol v membrane cicavlej bunky. Hned', ako je
bielkovina naviazana na bunku, vstupuje do dvojitej vrstvy
lipidov. Potom sa vytvoria oligomérne hemolyzinové kom-
plexy, o ktorych sa predpoklada, Ze su pri¢inou vzniku
transmembranovych porov.

Bolo preukézané, Ze hemolytické G&innost’ polypeptidu
podla vynalezu patri do skupiny hemolyzinov, ktord je
moZné¢ inhibovat’ posobenim cholesterolu. Cholesterol
zrgjme hrd kI'i¢ova Glohu pri véizbe hemolyzinu na ciefové
bunky. Bol navrhnuty rad modelov, v ktorych je cholesterol
primarnym miestom vézby toxinu v bunke. Volny choleste-
rol je G&innym inhibitorom cytolytickej Gi¢innosti, o mdZe
byt vysvetlené tak, Ze v pripade, Ze je miesto vizby sterolu
na toxin obsadené (volnym) cholesterolom, neméZe sa uZ
d'alej viazat' na cholesterol, viazany na membranu (Boul-
nois a d’al$i, Mol. Microbiol. 5: 2611 az 2616 (1991).

Pre hemolyticky peptid podl'a vynalezu bola stanovena
molekulova hmotnost 54 000. Tato molekulova hmotnost’
bola stanovena beZnymi postupmi s pouZitim elektroforézy

na polyakrylamidovom géli, ako je opisané v priklade II.
Draha C na obr. 1 znézoriiuje &isteny polypeptid, ohrani&e-
ny znaciacimi molekulami (drahy A a D).

Hemolyticky polypeptid z jedného kmeiia Streptococ-
cus suis, kmeidl P1/7, bol d’alej charakterizovany stanove-
nim svojho N-termindlneho retazca aminokyselin. Ret'azec
¢ 1 jc uvedenym N-termindlnym refazcom tohto polypep-
tidu. Hemolytické polypeptidy je moZné izolovat' z niekto-
rych, ale nie zo v3etkych kmefiov Streptococcus suis. MéZu
sa taktieZ vyskytovat’ pre ur¢ité modifikdcie v nukleovych
kyselindch génov pre hemolytické polypeptidy z réznych
kmetiov Streptococcus suis. Tieto modifikdcie nemusia mat’
Ziadny vplyv na refazec aminokyselin zodpovedajiceho
polypeptidu v pripade, Z¢ modifikicia je takd, Ze vznikd
novy triplet, ktory je kédom pre ti isti aminokyselinu. K
tomu dochadza napriklad v pripade, Ze je G v triplete CTG
pre leucin nahradené C, takZe vznikd iny triplet, ktory je
taktieZ kédom pre leucin. Ale v pripade, ak by dolo k na-
hrade T s pouZitim C, bol by novy triplet kddom pre prolin
namiesto pre leucin. To by uZ viedlo k variécii v retazci a-
minokyselin hemolytického polypeptidu.

Variicie v retazci aminokyselin méZu byt désledkom
néhrady jednej alebo vic§icho po&tu aminokyselin ich
funkénymi ckvivalentmi alebo vzécnejlic zavedenim
STOP-kodénu alebo v pripade vypustenia/zaradenia do
nukleového retazca méZe dojst’ k vypusteniu alebo zarade-
niu niektorej aminokyseliny navy$e do retazca aminokyse-
lin. Casto je moZné pozorovat’ nahradu uréitej aminokyse-
liny jej funkénym ekvivalentom. Priklady boli opisané v
Neurath a d’ali, The Proteins, Academic Press, New York
(1979), str. 14, obr. 6, ide okrem iného o nihradu alaninu
serinom, Ala/Ser alebo VAl/lle, Asp/Glu a podobne. Okrem
tychto variacii, pri ktorych dochadza k zaradeniu funkéné-
ho ekvivalentu pévodnej aminokyseliny, mdze dochédzat’
aj k variacidm, v ktorych je aminokyselina nahradena inou
aminokyselinou, ktord vsak nie je jej funk&nym ekvivalen-
tom. Tato modifikacia sa v8ak od predchadzajicej lidi len
tym, Ze mdZe vzniknut bielkovina s miernou modifikaciou
vo svojom priestorovom rozloZeni.

Je samozrejmé, Ze varidcie ret'azca nukleovych kyselin
v kédovom retazci pre hemolyticky polypeptid, pri ktorych
dochddza k takym varidcidm v refazci aminokyselin, pri
ktorych je imunogénna udinnost’ polypeptidu zachovand,
patria taktieZ do rozsahu podstaty vynalezu.

Podstatu vynalezu tvori aj vakcina schopnad zaistit
ochranu o3fpanych proti infekcii Streptococcus suis, ktora
obsahuje uvedeny hemolyticky polypeptid alebo jeho &ast,
schopnii vyvolat imunologicki odpoved’ na podanie he-
molytického polypeptidu Streptococcus suis. Takito vakci-
nu je moZné ziskat' napriklad s pouZitim syntetického poly-
peptidu, napodobujiiceho polypeptid podla vynédlezu alebo
jeho &ast, schopnl vyvolat' imunologicki odpoved proti
hemolytickému polypeptidu Streptococcus suis.

Dalsim moZnym spdsobom ziskania takejto vakciny je
biochemické istenie hemolytického polypeptidu z bakte-
ridlnej kultry. Toto je moZné dosiahnut’ napriklad odstre-
denim baktérii a pouzitim filtrécie na stipci gélu na oddele-
nie hemolytického polypeptidu od zvyinych zloZiek. Dalsie
istenie moZno uskutolnit’ napriklad selektivnym zraZanim
s pouZitim siranu aménneho s néslednym odstredenim a
rozpustenim usadeniny vo vhodnom pufti.

Vakcinu uvedeného typu je moZné ziskat' aj molekulér-
nym klonovanim. S pouZitim tohto postupu je mozné klo-
novat’ refazec nukleovej kyseliny, ktora je kodom pre po-
lypeptid podla vynalezu alebo &ast’ tohto ret'azca, schopnt
vyvolat’ imunologicka odpoved’ proti hemolytickému poly-
peptidu Streptococcus suis vo vektore pre expresiu a potom
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dosiahnuf’ expresiu vo vhodnom systéme pre expresiu. Pro-
dukt expresie je potom moZné pouZit ako vakcinu. Moz~
nymi systémami pre expresiu si baktérie, kvasinky, huby a
d’al3ie systémy na baze buniek hmyzu a cicavcov.

Dalsim spésobom ziskania polypeptidu je klonovanie
genetickej informacie pre polypeptid vo vhodnom viruso-
vom vektore a vyuZitie hostitel'skej bunky virusu na expre-
siu bielkoviny. Takymto systémom méZe byt napriklad vi-
rus ov¢ich kiahni v kombinacii s bunkou cicavca, citlivou
na polypeptid alebo baculovirus a bunky Spodoptera frugi-
perda. Cistené alebo surové lyzaty buniek obsahujiice po-
lypeptid, produkovany expresiou, je potom moZné pouZit
ako vychodiskovy material pre vakcinu.

Dalgia moznost’ spotiva vo vyuZili virusov, ktorych
hostitelom je oSipan4, napriklad virusu Live Recombinant
Carrier. LRC je virus, v ktorom bola klonovana doplnkova
genetickd informécia. Zivo&ichy infikované tymto rekom-
binantnym virusom budid produkovat’ imunogénnu odpo-
ved’ nielen proti imunogénom vo vektorovom viruse, ale aj
proti imunogénnej Casti alebo Castiam polypeptidu alebo
polypeptidov, pre ktoré bol klonovany v rekombinantnom
viruse geneticky kod.

Virus, ktory je zvladf vhodnym materidlom, je virus
LRC, z organizmov odlidnych od o3ipanych, jc Pseudora-
bies. Tento virus bol uZ s Gspechom pouZity ako LRC, na-
priklad na kombinovani vakcindciu proti pseudorabies a
proti cholere o§ipanych.

Vo vyhodnom uskuto&neni obsahuje vakcina podla vy-

nélezu eSte d’alsie imunogény Sireptococcus suis.
Bolo zistené, Zc antiséra proti Streptococcus suis, serotyp 2
- hemolytickému polypeptidu st reaktivne s hemolyzinmi
vietkych kmefiov Streptococcus suis, ktoré hemolyziny
vytvéraji bez ohladu na ich sérotypy.

Tuto reaktivitu nebolo moZné preukazat’ pre uvedené
polypeptidy Streptococcus suis s molekulovymi hmotnos-
tami 44 000, 94 000, 110 000 a 136 000.

Bez ohl'adu na tito skutonost, mé vakcina podl'a vy-
ndlezu, ktord navy3e obsahuje edte jeden z tychto polypep-
tidov alebo akykelPvek iny imunogén Sireptococcus suis
edte lepSiu Gcinnost. Této vy$3ia G¥innost’ mdZe byt napri-
klad d6sledkom synergného G¢inku. Mohla by teda byt’ do-
siahnuté e3te iidinnej3ia vakcina s pouZitim niZieho mnoz-
stva antigénu.

V eite vyhodnej¥om uskutodneni vakcina obsahuje
podla vynalezu aj nosi¢, viazany na polypeptid podfa vy-
nélezu. Ako nosite je mozné pouZit’ rézne molekuly, napri-
klad haemokyaniny (Keyhole Limpet Haemocyanin), séro-
vy albumin hovidzieho dobytka alebo tieZ zloZitejSie mo-
lekuly cukrov.

V edte vyhodnejom uskutodneni obsahuje vakcina
podFa vynilezu kapsuldrny polysacharid, viazany na poly-
peptid podla vynalezu.

Postupy pre kovalentnu vézbu polypeptidu na uhl'ohyd-
rity boli opfsané napriklad v Dick W. E. a Beurt M. Con-
trib. Microbiol. Immunol. 10: 48 aZ 114 (1989).

Je zrejmé, Ze pouZitie typov nosi¢ov alebo dalsich spd-
sobov viizby polypeptidu na uhlohydrét taktie? patri do
rozsahu vyndlezu.

Podla dalSicho moZného uskutotnenia méZe vakcina
podla vynalezu obsahovat' antigény d’aldich, pre o$ipané
antigénnych organizmov a virusov. Takymito organizmami
a virusmi st napriklad Actinobacillus pleuropneumoniae,
virus pseudorabies, virus chripky o$ipanych, virus prenos-
nej gastroenteritidy, rotavirus, Escherichia coli, Erysipelot-
hrix rhusiopathiae, Pasteurella multocida a Bordetella
brochiseptica.

Vakcina podla vynélezu méZe vo vyhodnom uskutog-
neni taktie? obsahovaf pomocny prostriedok. Pomocné
prostriedky si vieobecne latky, ktoré zvy3ujii imunologic-
ki odpoved’ hostitela nepecifickym spdsobom. V danej
oblasti techniky je znamy cely rad rdznych prostriedkov
tohto typu. Prikladom méZe byt Freundov kompletny a ne-
kompletny pomocny prostriedok, vitamin E, neiénové blo-
kové polyméry, muramyldipeptidy, Quill A¥, mineralne o-
leje, ako Bayol® alebo Markol®, rastlinné oleje a niektoré z
homopolymérov, ako Carbopol® alebo Diluvac® Forte.

Vakcina mdZe tieZ obsahovat' takzvany ,,nosi¢“. Ide o
latku, ku ktorej polypeptid prilipa bez toho, aby bol na fiu
kovalentne viazany. Casto pouZivanymi nosi¢mi st napri-
klad hydroxid hlinity, fosfat alebo oxid hlinity, oxid kremi-
¢ity, kaolin a bentonit.

Specifickym nosiom, v ktorom je antigén &astofne
zapuzdreny, je prostriedok ISCOM podla EP 109 942,
EP 180 564 a EP 242 380.

Okrem toho vakcina méZe obsahovat elte jedno alebo
vit3i pocet zmacadiel alebo emulgatorov, ako si napriklad
Spal alebo Tween.

Vakcina sa e3te &asto miesa so stabilizatormi, napriklad
na ochranu citlivych polypeptidov, ktoré by mohli podl'ah-
nut degradécii, na prediZenie skladovatefnosti vakciny ale-
bo na l'ah$iu lyofilizdciu. Vhodnymi stabilizatormi s na-
priklad SPGA (Bovarnik a dal3i, J. Bacteriology 59: 509
(1950)), uhlohydréty, ako sorbitol, mannitol, trehaléza,
skrob, sacharéza, dextran alebo glukéza, d'alej bielkoviny,
ako albumin alebo kazein alebo degradané produkty
tychto latok a tieZ aj pufre, napriklad fosforetnany alkalic-
kych kovov. Okrem toho mdZe byt vakcina uvedend do
suspenzie vo fyziologicky prijatelnom riedidle.

Je samozrejmé, Ze je moZné priddvat’ efte iné pomocné
latky, nosné prostredie, riedidld, emulgatory alebo stabili-
zéatory pre polypeptidy bez odchylenia sa od zmyslu vyna-
lezu.

Podfa dalficho moZného uskutonenia sa pouZivajii
protilétky, mono3pecificky reaktivne s polypeptidom podra
vynédlezu alebo jeho antigénnej &asti na dosiahnutie pasiv-
ne¢j imunity.

Mono3pecifické protilatky si protilatky, ktoré sa 3peci-
ficky schopné reagovat’ s polypeptidom podla vynélezu s
molekulovou hmotnostou 54 000 alebo s jeho antigénnou
tastou bez toho, aby pritom reagovali s ostatnymi antigén-
mi Streptococcus suis.

Protilatky proti patogénom je moné s uspechom pou-
Zit na dosiahnutie pasivnej imunizicie. Vyhoda tohto spd-
sobu lie¢enia spotiva v tom, Ze protilatky sa k dispozicii v
okamihu vzniku infekcie. To znamend, Ze¢ nedochadza k
strate fasu Cakanim na aktivaciu imunologického systému
hostitela tak, aby doslo k tvorbe dostatotného mnoZstva
protilatky na obranu organizmu. Zv1a3t v pripade, ked’ k in-
fekeii uZ doslo a ochorenie postupuje, dochadza podanim
protilétok okamZite k vyliedeniu Zivoicha a k odstraneniu
toxinov a patogénnych organizmov. Vakcina, schopna
chranit’ oSipané proti ochoreniu po infekcii Streptococcus
suis a obsahujaca protilatky proti hemolytickému polypep-
tidu teda taktieZ tvori stiast’ podstaty vynalezu.

Podla vyndlezu je taktie moZné vyrobit' vakcinu,
schopnii chranit’ cicavcov proti infekcii Streptococcus suis.
Postup spotiva v tom, Ze sa polypeptid podla vynalezu
spracuje spolu s farmaceutickym nositom, pomocnymi lat-
kami alebo riedidlom.

Praktické uskutonenie vyndlezu bude vysvetlené na-
sledujacimi prikladmi.
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Priklady uskuto¢nenia vynslezu
Priklad 1
Bakteridlne kmene

Streptococcus suis, typ 2, kmene P1/7 a 688/9 boli do-
dané Dr. T. Alexandrom, University of Cambridge, UK.
Typ 2, kmene 4005, D282, 3921, 3977, 3889 a TI5 boli
ziskané od Dr. U. Vechta, CDI-DLO, Lelystad, Holandsko.
Typ 7, kmene 10 681, 10 727 a 14 391 boli ziskané od Dr.
B. Nielsen, Intervet Scandinavia, Kodafi, Dansko. Refe-
renéné kmene 1 aZ 22 boli ziskané od Dr. J. Henrichsena,
Statens Serum Institute, Kodari, Dansko.

Kmen B10, sérotyp 1, je izolat zo suasnosti, ziskany
od ,,Gezondheidsdient voor dieren, Oost-Nederland“, De-
venter, Holandsko.

Kmene NV92109, sérotyp 8, 22089, sérotyp 9 a
220891, sérotyp 14 sn izolaty zo sutasnosti a boli ziskané
od chorych ogipanych.

Bakterialne kultary

Bakterialne kmene boli naotkované na agar s ovéou kr-
vou a pestované 24 hodin pri teplote 37 °C. Na stanovenie
produkcie hemolyzinu bolo niekolko kolénii naogkovanych
do 100 ml bujénu Todd Hewitt (Difco) a pestovanych pri
teplote 37 °C aZ do skon&enia exponenciélnej fazy rastu
(zvy&ajne 5 aZ 6 hodin). Potom boli bunky oddelené od-
stredenim pri 10 000 g pocas 10 minit a supernatant bol
uloZeny aZ do pouZitia pri teplote -20 °C.

Skuaska na inhibiciu hemolyzinu

Na titrdciu séra na schopnost’ spdsobit’ inhibiciu he-
molyzinu bolo pripravené sériové riedenie séra (vZdy dvoj-
nésobné riedenie, 75 mikrolitrov) vo vyhibeniach titrad-
nych platni s pouZitim fyziologického roztoku chloridu
sodného s 10 mM tris pufra s pH 7,4 ako riedidla. Potom
bolo do kazdého vyhibenia pridanych 75 pl roztoku hemo-
lyzinu, ktory obsahoval vidy 25 hemolyzinovych jednotiek.
Po inkubacii vzoriek pri teplote 20 °C potas 10 minft bolo
do kadého vyhibenia pridanych e¥te 150 pl 2 % suspenzie
konskych erytrocytov a skuska bola skonéena tak, ako bolo
uvedené pre titraciu hemolytickej déinnosti. Titer bol defi-
novany ako najvacsie zriedenie, pri ktorého pouZiti je este
moZné dosiahnut’ 50 % inhibiciu hemolyzy. Schopnost’
Specifického séra o$ipanych P399 proti ¢istenému hemoly-
zinu (odvodenému od Streptococcus suis, typ 2) sposobit’
inhibiciu hemolytického G¢inku pri kmetioch réznych sé-
rotypov bola skisana vZdy v jedinom vyhibenf s pouzitim
75 mikrolitrov séra P399, vopred zriedeného 1 : 128 a 75
mikrolitrov nezrieden¢ho supernatantu kultiir réznych
kmetiov. Ska¥ka potom bola skonéend uvedenym spdso-
bom. Preimanne sérum taktieZ vopred zriedené 1 : 128 bolo
pouZité ako kontrola (maximalna hemolyza). SkriZeni
neutralizciu bolo moZné pozorovat’ v pripadoch, ked’ sé-
rum P399 spdsobilo inhibiciu hemolyzy na viac nez 50 % v
porovnani s preiminnym sérom. Vzorky s titrom pre he-
molyzin niZ$im neZ je hodnota 24, neposkytovali pri tejto
skudke Ziadne vysledky vzhPadom na to, Ze maximalna
hemolyza (preiminne sérum) nedosahovala dvojnasobok
hodnoty pozadia (sérum P399).

Priklad I
Cistenie hemolyzinu

250 ml kultiry kmetia P1/7, pestovanej cez noc bolo
dalej pestovanych za anaerobnych podmienok 6 hodin v 12
litroch Todd Hewittovho roztoku pri teplote 37 °C a potom
boli bunky tohto kmefia oddelené kontinualnym odstrede-
nim. Supernatant kultiry bol ochladeny na teplotu 4 °C a
potom sa nechal prejst’ filtrom 0,8 um a bol zahusteny na
150 ml na filtroch PTGG 10 000 NMWL. Po prechode fil-
trom s priemerom otvorov 0,2 um boli podicly roztoku po
1,0 ml nanesené na gél Superose-12 vo filtratnom stipci
(FPLC, Pharmacia) a stipec bol vymyvany roztokom chlo-
ridu sodného s fosfitovym pufrom s pH 7,2 s obsahom
0,5 M NaCl. Boli odobrané frakcie po 0,5 ml a analyzované
na SDS-PAGE a bol vykonany imunoblot a test na hemoly-
zin. Najvy$8iu hemolyticka u¢innost’ bolo moZné preukézat’
vo frakciach 35 az 45, ako je zrejmé z obr. 2. Analyzou
roznych frakeii zo stipca SDS-PAGE a imunoblotovou re-
akciou bolo moZné preukdzat, 7e hemolytickd uéinnost’
putuje spolo¢ne s antigénom s molekulovou hmotnostou
priblizne 54 000, ako je zrejmé z obr. 3. Hemolytické frak-
cie 35 aZ 45 boli spojené a malé mnoZstvo pritomnych ne-
Cist6t bolo odstranenych selektivnym zréZanim s pouZitim
50 % siranu amonneho v priebehu troch hodin pri teplote
4 °C. Po odstredeni bola usadenina znova uvedena do sus-
penzie v 20 ml chloridu sodného so 40 mM fosfatového
pufra s pH 7,2. Ako vysledna ldtka bol ziskany polypeptid,
ktory mal po prechode stipcom SDS-PAGE molekulovii
hmotnost' priblizne 54 000 pri farbeni modrou Coomassie
brilliant, ako je zrejmé z obr. 1, 3pecificka u¢innost’ bola.po
redukeii beta-merkaptoetanolom v hemolytickych jednot-
kéch priblizne 0,7 x 105/1ng.

Stanovenie bielkoviny

Koncentrécia bielkoviny bola merana spésobom podfa
publikacie Lowry a d'al3i, J. Biol. Chem. 193: 265 aZ 275
(1951) s pouZitim sérového albuminu hovidzieho dobytk:
ako Standardu. ‘

SDS-PAGE a Western blot

SDS-PAGE na 9 % géloch a priprava vzorky boli
uskutocnené v podstate podla publikicie Laemmli U. K.,
Nature 227: 689 az 685 (1970). Po elektroforéze boli pepti-
dy sfarbené modrou Coomassie brilliant R250 alebo bol
vykonany elektroblot s pouZitim membriny Immobilon
PVDF. V pripade blotu boli ako sondy pouZité polyklonal-
ne kréli¢ie sérum R2089 alebo polyklondlne mysie sérum
M189 (opisané v odstavci Antiséra). Po premyti boli viaza-
né protilatky vizualizované s pouZitim konjugétu peroxida-
zy a kozieho antiséra proti krali¢im tkanivam alebo konju-
gétu s kozimi protilatkami proti my$im tkanivam, ako sub-
strat bol pouZity v oboch pripadoch diaminobenzidin.

Hemolyticka uginnost’ po rdznom spracovani

Na kazdé spracovanie bolo pouzitych 0,5 ml ¢isteného
hemolyzinu v roztoku chloridu sodného so 40 mM fosféto-
vym pufrom s pH 7,2 pri titri 27,

- Vplyv teploty bol merany po indukcii hemolyzinu pri
rbznych teplotich v rozmedzi -20, 4, 20, 37 a 100 °C.

- Vplyv proteinazy K bol merany tak, Ze bolo 5 mikrolitrov
koncentrovaného roztoku enzymu (2 mg/ml) pridanych k
0,5 ml roztoku hemolyzinu a zmes bola inkubované 10 mi-
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nat pri teplote 20 °C. Potom bola merana zvy%na hemoly-
ticka ucinnost’.

- Vplyv redukcie beta-merkaptoetanolom bol merany tak,
Z¢ bolo pridanych 5 mikrolitrov roztoku beta-merkaptoeta-
nolu s koncentraciou 10 % objemovych k 0,5 ml roztoku
hemolyzinu a zmes bola inkubovana 10 minit pri teplote
20 °C, potom bola merand hemolyticka (&innost’.

- Vplyv oxidacie peroxidom vodika bol merany tak, Ze bolo
pridanych 5 mikrolitrov 10 % roztoku peroxidu k 0,5 ml
roztoku hemolyzinu a potom bola zmes inkubovana 10 mi-
nit pri teplote 20 °C, potom bola merana akakol'vek zvy$na
hemolyticka a¢innost.

- Vplyv alkylacie akejkol'vek tiolovej skupiny pdsobenim
TLCK (N-A-p-tosyl-L-lyzinchlormetylketén, Sigma)} bol
stanoveny pridanim 5 mikrolitrov 10 % roztoku TLCK k
0,5 ml roztoku hemolyzinu s naslednou inkub4ciou 10 mi-
niit pri teplote 20 °C. Potom bola meran4 akakol'vek zvy$na
uginnost’ skiskou na hemolyzin.

- Vplyv cholesterolu bol skimany pridanfm 10 mikrolitrov
5 % cholesterolu (v 10 % etanole) k 0,5 ml roztoku hemo-
lyzinu, potom bola reakna zmes inkubovana celkom
10 miniit pri teplote 20 °C, potom bola merana ak4kol'vek
zvy$na hemolytick4 Ginnost’.

- Reverzibiln4 redukcia po uréitom spracovani bola merana
tak, Ze k Casti reak¢nej zmesi bol pridany prebytok beta-
merkaptoetanolu v kone&nej koncentracii 2 %, potom bola
zmes inkubovana 10 minit pri teplote 20 °C a potom bola
meran4 zvy$nd hemolyticka uéinnost’.

Ukinok rézneho spracovania na hemolyticka G€innost’
je zhrnuty v tabulke 1. Vysledky ukazujd, Ze hemolyzin je
tepelne labilny, 3tiepi sa proteinazou K, oxiduje sa peroxi-
dom vodika a je moZné ho alkylovat pdsobenim TLCK.
Okrem toho dochédza k inhibicii jeho hemolytickej G&in-
nosti pdsobenim cholesterolu. Po inkubacii s beta-merkap-
toetanolom bolo moZné preukézat’ zvySenie atinnosti a po
pridani beta-merkaptoetanolu k pripravku oxidovanému pe-
roxidom vodika, doslo k obnoveniu hemolytickej Gi¢innosti.
Po pridani prebytku beta-merkaptoetanolu k pripravku po
posobeni TLCK doslo k ¢iastoénému obnoveniu fi¢innosti.
Toto Ciastodné obnovenie G&innosti by zrejme bolo moZné
vysvetlit' pritomnostou oxidovanych tiolovych skupin, kto-
1é nereagovali s TLCK. Uginok teploty a cholesterolu ne-
bolo moZné pridanim beta-merkaptoetanolu zrusit.

V podvojnych vzorcoch, v ktorych bolo vynechané re-
akné ¢inidlo alebo hemolyzin nebolo moZné pri skagkach
vzoriek preukézat’ Ziadny vplyv na hemolytickd Gidinnost’
alebo Ziadny vplyv reakénych &inidiel bez hemolyzinu na
erytrocyty.

Vnimavost’ erytrocytov rdznych druhov na hemolyzin

Bola skimana vnimavost’ erytrocytov z rdznych Zivo-
Cisnych druhov, ako je &lovek, hoviadzi dobytok, moriak,
holub, my3, kurta, moréa, kralik, matka a o%ipan4, pouzity
bol redukovany (0,1 % beta-merkaptoetanol) pripravok
Sisteného hemolyzinu s titrom 2%, Skizky boli vykonavané
tak, ako bolo opisané pri titracii hemolytickej Gginnosti.
Podra vysledkov tychto skisok boli vietky druhy erytro-
cytov rovnako citlivé na pdsobenie hemolyzinu. Titer sa
menil v rozmedzi 27 (mys, matka, moriak) az 2'° (&lovek).

N-termindlny retazec aminokyselin

Prvych 16 zvySkov aminokyselin &isteného hemolyzi-
nu, ziskaného z kmeila P1/7 bolo stanovenych pomocou
automatizovanej Edmanovej degradacie, vysledky si dalej
uvedené ako ret'azec aminokyselin 1.

Prevaha molekul hemolyzinu u réznych kmetlov Strepto-
COCCUS SUIS

Vietky dostupné kmene vitane kmetiov so sérotypmi 1
aZz 22 boli pestované v Zivnom prostredi Todd Hewitt aZ do
skonéenia exponencialnej rastovej fazy (5 aZ 6 hodin). Po-
tom boli bunky oddelené odstredenim. Pritomnost’ molekil
hemolyzinu v supernatante kultiry bola preukdzana skas-
kou na hemolyzin a pomocou imunoblotovej reakcie. Vela,
ale nie v3etky kmene produkovali rozne mnoZstvo hemoly-
zinu v supernatante svojich kultir, ako je zrejmé z tabulky
2.

Vietky hemolytické vzorky viitane vzoriek s nizkou u-
¢innostou boli inhibované pdsobenim cholesterolu a pero-
xidu vodika. Okrem toho pridanie prebytku beta-merkap-
roetanolu k vzorkdm oxidovanym peroxidom vodika k wpl-
nému névratu hemolytickej Ginnosti.

Je teda moZné uzavriet, e va&Sina kmefiov produko-
vala hemolyzin v supernatante kultiry, nebolo moZné preu-
kazat Ziadne znamky produkcie odli¥nych hemolyzinov.

Priklad ITI
Vakeiny

Z kmetia P1/7 boli pripravené $tyri vakciny na baze
Cisteného hemolyzinu koncentrovaného supernatantu kulti-
ry alebo na baze spojenych frakeii 19 az 31 zo stipca Supe-
rose-12 okrem toho, bola vyrobena vakcina ako placebo.

Na porovnanie bola pripravena vakcina na baze iste-
ného EF a d’al3ia vakcina bola pripravena z kmeiia B10 z
koncentrovaného supernatantu kultary.

Vakcina bola pripravena nasledujucim spdsobom

Cisteny hemolyzin s obsahom 40 mikrogramov bielko-
viny bol v pomere 1 : | zmie$any s pomocnym prostried-
kom Diluvac Forte® za vzniku homogénnej emulzie. Tato
vakcina bola oznadeni VAC-SLY.

V pripade vakciny obsahujiicej koncentrovany super-
natant bola ¢ast’ koncentratu PTCG s obsahom 1,9 mg biel-
koviny/ml zmie$an4 v pomere 1 : 1 s pomocnym prostried-
kom Diluvac Forte az do vzniku homogénnej suspenzie.
Této vakcina bola oznalena VAC-CCS.

Tretia vakcina bola pripravena zmieSanim spojenych a
koncentrovanych frakcii 19 az 31 zo stipca Superose-12,
obsahujucich 2 mg bielkoviny/ml v pomere 1 : 1 s pomoc-
nym prostriedkom Diluvac Forte za vzniku homogénnej
suspenzie. Frakcie 19 aZ 31 z uvedeného stipca obsahovali
vitsinu extraceluldrne produkovanych bielkovin kmetfia
P1/7 Streptococcus suis, boli viak v podstate zbavené he-
molyzinu. Tato vakcina bola ozna¢ena VAC-SCF.

Stvrta vakcina bola pripravena filtraciou supernatantu
kultary cez filter s priemerom otvorov 0,2 mikrometre s né-
slednym zraZanim siranom aménnym, nasytenym na 60 %
pocas 16 hodin pri teplote 0 °C. Po odstredeni bola vytvo-
rend usadenina znova uveden4 do suspenzie v PBS za vzni-
ku vzorky, ktora bola priblizne 100-krét koncentrovanej3ia
v porovnani so supernatantom kultiry.

Vakcina, pouZitd ako placebo, bola pripravena rovna-
kym spbsobom ako bolo uvedené s tym rozdielom, Z¢ roz-
tok antigénu bol nahradeny fyziologickym roztokom chlo-
ridu sodného so 40 mM fosfatovym pufrom s pH 7,2.

Kmeti B10 bol pouZity na pripravu vakciny vyzriZanim
siranom aménnym, nasytenym na 60 % po¢as 16 hodin pri
teplote 0 °C, ako bolo opisané.
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Vakcina EF bola ziskand po chromatografii s hydro-
fébnou interakciou (Phenyl Sepharose, vysoky stupeii sub-
stitlicie) s pouZitim supernatantu kultiry kmefia P1/7 a kle-
sajuceho gradientu siranu aménneho. Vzorka EF po skon-
Ceni Cistenia (dialyza a riedenie) obsahovala pribliZne
150 mikrogramov EF/ml. Podla SDS-PAGE a farbenia Co-
omassieovou modrou mala vzorka Cistotu vy$$iu nez 95 %.

Antisérum

épeciﬁcké polyklondlne sérum osipanych (P399) proti
¢istenému hemolyzinu bolo ziskané nasledujicim spdso-
bom.

O3ipana vo veku 4 tyZdne bola imunizovana vnitros-
valovo (krk) s pouZitim 2 ml vakciny VAC-SLY. Po dvoch
tyZdiioch bolo vykonané preolkovanie rovnakym mnoz-
stvom vakciny, podanej rovnakym spdsobom. Po d’aldich
dvoch tyZdiioch bola odobrata krv, ktord potom bola skla-
dované az do poutZitia pri teplote -20 °C.

Skiika na ockovanie mysi

Mysie kmene Balb-c vo veku 4 tyZdiiov boli rozdelené
do 4 skupin a okované podkoZnym podanim vakciny, a to
0,5 ml vakciny VAC-CCS, VAC-SCF, VAC-SLY alebo
placebom. Po dvoch tyZdiioch boli zvieratd preokované
rovnakym spdsobom. Po d’al$ich dvoch tyZdtioch bolo in-
traperitonedlne podanych 0,5 ml 6 hodin starych kultir
kmetia P1/7 v Todd-Hewittovom Zivnom prostredi obsa-
hujiicom 4 x 10° CFU/ml. Potom bola zaznamenan potas
7 dni mortalita my$f.

Vysledky

Mysi, ktorym bolo podané placebo, uhynuli do troch
dni, zatial ¢o my$i, otkované vakcinami VAC-CCS a
VAC-SLY boli celkom chranené, ako je zrejmé z tabulky
3. Vakcina VAC-SCF poskytovala len giastofnt ochranu.
Tato vakcina obsahovala vitSinu extracelularne produko-
vanych antigénov kmeita P1/7, ale bola v podstate zbavena
hemolyzinu.

Zaver

Z toho, &o bolo uvedené, je moZné uzavriet, Ze vakci-
na, obsahujica &isteny hemolyzin podla vynalezu chrani
my$i pred infekciou. Z toho vyplyva, Ze hemolyzin je fak-
torom, uréujicim virulenciu a Ze neutralizicia tohto jediné-
ho faktora virulencie sta%i na ochranu my3i proti zhubnym
uginkom infekcie Streptococcus suis, typ 2.

Pokus s heterolégnou ochranou my$i

K pokusu boli pouZité mySi kmeiia Balb/c vo veku Sty-
roch tyZdiiov (Iffa Credo).

Usporiadanie pokusu

Skupiny 30 my3i (2 x 15) boli o&kované raz podkoZnou
davkou 0,4 ml vakciny alebo neboli vébec okované (jedna
skupina 30 my3i), ako je zrejmé z tabulky 6. Styri tyzdne
po o&kovani bolo polovici my$i v skupine intraperitonealne
podanych 0,5 ml 6 hodin starej kultiry kmetia B10 (typ 1),
druhej polovici my$i bolo podané rovnaké mnoZstvo kultd-
ry kmefla P1/7 (typ 2).

Mortalita my3i bola zaznamenand v priebehu 7 dni.
Kmeri B10 je pre my$i menej patogénny (mortalita pribliz-

ne 20 %) nez kmeii P1/7 (mortalita 100 %). Z tohto dévodu
bol v skupine, ktorej bola podand kultira kmeiia B10, za-
znamenany aj podet mysi, pri ktorych doslo k prejavom o-
chorenia. Tesne pred podanim kultir boli odobraté vzorky
krvi a zmes sér bola podrobena imunoblotovej skii¥ke.

Vysledky

Pri skuske na hemolyzin mal supernatant kultiry kme-
fia B10 (sérotyp 1) hemolytickd iiginnost 2%3, zatial &o su-
pematant z kultiry kmefia P1/7 (sérotyp 2) mal tito G&in-
nost velkosti 2. To znamen4, ¥¢ kmen B10 produkoval
pribliZne 5x vy3sic mnoZstvo hemolytickej G¢innosti nez
kmeti P1/7.

Na zéklade SDS-PAGE a farbenia Coomassieovou
modrou je zrejmé, Ze oba koncentrované supernatanty kul-
tir kmetiov B10 a P1/7 obsahovali bielkovinu s molekulo-
vou hmotnostou 54 000 (SLY) a Ze koncentrovany super-
natant kultiry kmeiia B10 obsahoval vi¢sie mnoZstvo tejto
bielkoviny, o je v salade s jeho vy$Sou atinnostou. Ciste-
ny EF neobsahoval Ziadnu bielkovinu s molekulovou
hmotnost'ou 54 000.

Po podani kultiry patogénnych kmetiov sa ukéazalo, Ze
obe vakciny, obsahujice supernatant kultiry vyvolavali
homolégnu ochranu my3i, ako je zrejmé z tabulky 6. V pri-
pade, Ze boli vzorky sér zo skupin po ich zliati ski$ané i-
munoblotovou technikou s pouZitim supernatantu kultiry
kmetia P1/7 alebo B10 ako antigénu, bolo moZné preuké-
zat, Ze obe vakciny na baze supemnatantu kultdr vyvolavali
tvorbu protilatok proti SLY, ako je zrejmé z tabulky 6. V
pripade protildtok proti supernatantu kultiry B10 bolo
moZné preukazat silnej$iv reakciu nez v pripade kmeiia
P1/7. Pri heterolognych skdskach imunoblotovou technikou
(supernatant proti B10 a supernatant P1/7 alebo supernatant
proti P1/7 a supernatant B10) bolo zrejmé, Ze antigén s
molekulovou hmotnostou 54 000 je hlavnym alebo jedi-
nym reaktivnym antigénom. .

My3i ofkované &istenym EF neboli ani po podani vy:
sokych davok chranené proti heterolégnej alebo homoldg-
nej infekcii napriek tomu, Ze dolo k tvorbe protilétok, ako
je zrejmé z tabulky 6.

Zaver

Obe vakciny na béze supernatantu kultdr poskytovali
homolégnu a heterolognu ochranu o¢kovanym my3iam.
Skutoénost, Ze antigén s molekulovou hmotnostou 54 000
je jedinym alebo aspoifi hlavaym reaktivnym antigénom pri
heteroldgnej imunoblotovej skske jasne preukazuje, Ze
SLY je faktorom, ktorym je moZné pri my3iach dosiahnut’
skriZzend ochranu.

Otkovanie oipanych

Vakciny VAC-SLY, VAC-SCT a placebo boli pripra-
vené uvedenym spdsobom.

Vakcina VAC-SLY obsahovala 20 mikrogramov/ml
tisteného hemolyzinu v pomocnom prostriedku Diluvac
Forte. Vakcina VAC-SCF obsahovala 2 mg bielkoviny/ml,
iSlo o vitSinu extracelularne produkovanej bielkoviny
Streptococcus suis v pomocnom prostriedku Diluvac Forte,
vakcina viak bola v podstate zbavena hemolyzinu.

Devit’ ofipanych vo veku 4 tyZdiov bolo rozdelenych
do troch skupin po tri o¥ipané a skupiny potom boli otko-
vané vnutrosvalovo do krku vZdy 2 ml vakeiny VAC-SLY,
VAC-SCF alebo placebom. Dva tyZdne po prvom o¢kovani
boli zvieratd preotkované rovnakym spdsobom s pouZitim
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toho istého mnoZstva vakcin. Dva ty¥dne po preotkovani
bolo zvieratim vnitroZilovo podanych 0,5 ml 6 hodin starej
kultiry kmetia P1/7 v Todd Hewittovom roztoku, material
obsahoval 4 x 10° CFU/ml (4). Tesne pred prvym olkova-
nim a pred vnutroZilovym podanim kultdry, boli odobraté
vzorky krvi, sérum bolo uloZené pri teplote -20 °C aZ do
poutZitia.

Opiétovna izol4cia baktérii

Z uhynutych zvierat bolo odobraté tkanivo mozgu, pfic
a tarzu, pokial moZno z najpostihnutejsich &asti. Bakterial-
ny rast bol hodnoteny stupnicou 0, 1, 2, 3 a 4 podra inten-
zity rastu.

Vysledky

Po podani kultiry patogénneho mikroorganizmu sa u
o¥ipanych ockovanych placebom objavili zavaZné klinické
priznaky a to zipal kibov, vysoka teplota a chorobny
vzhlad. Pri dvoch z troch o$ipanych otkovanych placebom
dolo k rozvoju neurologickych priznakov, ktoré boli tak
zévazné, Ze zvierath bolo nutné usmrtit’. Pri zvieratdch o&-
kovanych vakcinou VAC-SCF sa vyvinuli rovnaké klinické
priznaky ako pri kontroldch, ale v menSom rozsahu. Pri
jednej o3ipanej z tejto skupiny doslo k rozvoju neurologic-
kych priznakov a zviera muselo byt usmrtené. Zvierata o¢-
kované vakcinou VAC-SLY boli postihnuté najmenej.
Prejavili sa len mieme priznaky ochorenia, ktoré zmizli
rychlejdic neZ prejavy ochorenia v ostatnych skupinach.
Vysledky klinickych pozorovani st zhrnuté v tabul’ke 4, A-
ko je zrejmé z tabulky 5, bolo moZné pri nekropsii o3ipa-
nych otkovanych placebom, pozorovat' fazkii polyartritidu,
zasiahnutd bola vidiina kibov. Pri ofipanjch otkovanych
vakcinou VAC-SCF do3lo taktieZz k yolyartritide, ale v
menSom rozsahu, zatial' ¢o vicSina kibov pri ofipanych,
otkovanych vakcinou VAC-SLY mala normélny vzhlad,
ako je zrejmé z tabulky 5.

Streptococcus suis bol opitovne izolovany pri dvoch z
troch oSipanych, o&kovanych placebom, a to z réznych tka-
niv a tieZ pri vietkych o$ipanych, otkovanych vakcinou
VAC-SCF, ale mikroorganizmus nebol izolovany pri Ziad-
nej osipanej, otkovanych vakcinou VAC-SLY. Udaje uva-
dzajuce relativne mnoZstvo baktérii, reizolovanych z cel-
kového mnoZstva zvierat v kaZdej skupine s zhmuté v ta-
bulke 5.

Histologické skimanie vzoriek mozgu (tabulka 5) pre-
ukézalo meningitis pri dvoch o¥ipanych otkovanych vakci-
nou VAC-SCF a pri dvoch o3ipanych o¢kovanych place-
bom.

Zaver

Aj napriek tomu, Ze sa pri o$ipanych otkovanych vak-
cinou VAC-SLY objavili v priebehu niekol’kych dni klinic-
ké priznaky, boli tieto priznaky menej zdvazné a mali krat-
Sie trvanie v porovnani s prejavmi, ktoré sa vyvinuli pri o-
Spanych po vakcinécii vakcinou VAC-SCF alebo place-
bom. Pri nekropsii bol zépal kibov menej Casty a menej z4-
vazny pri o§ipanych otkovanych vakcinou VAC-SLY v po-
rovnani so zvieratami otkovanymi vakcinou VAC-SCF a-
lebo placebom. Okrem toho sa pri dvoch o¥ipanych po vak-
cinécii pomocou vakciny VAC-SCF a pri dvoch o$fpanych
otkovanych placebom vyvinula meningitis, zatial &o pri
Ziadnej z ofipanych otkovanych vakcinou VAC-SLY k
prejavom meningitidy nedo$lo. Okrem toho boli pFica, ki-
by a mozgové tkanivo oipanych oZkovanych vakcinou

VAC-SLY zrejme sterilné, zatial’ $o z v4&Siny tychto orga-
nov pri oboch ostatnych skupinach bol reizolovany Strep-
tococcus suis, typ 2. Pri imunoblotovej skiske reagovali s¢-
ra o8ipanych ofkovanych vakcinou VAC-SLY (odobraté v
defl podania kultiry patogénu) s pasom pre jediny antigén s
molekulovou hmotnostou 54 000 v celom supernatante
kultiry, &o potvrdzuje, Ze hemolyzin je imunogénny a Ze
pouZity hemolyzin bol vysoko &isty.

Vysledky preukazuji, Ze hemolyzin Streptococcus suis
je dolezity faktor a Ze neutralizicia tohto faktora je dosta-
tofnd na ochranu o$ipanych pred nepriaznivymi vplyvmi
infekcie Streptococcus suis a na zabranenie prieniku bakté-
rii do réznych orgénov a tkaniv.

PrehPad obrazkov na vykresoch

Na obr. 1 je v dréhe A pri elektroforéze na SDS-PAGE
zndzornené znatenie zludeninou s nizkou molekulovou
hmotnostou, v dréhe B je naneseny koncentrovany super-
natant kultury, v drahe C &isteny hemolyzin Streptococcus
suis s v drahe D st uloZené znadiace litky s vysokou mole-
kulovou hmotnostou. Gél bol farbeny brilliantovou modrou
Coomassie. Cislovanie na pravej a Pavej stranc oznaduje
molekulovi hmotnost znatiacich bielkovin.

Na obr. 2 je zndzornené spravanie emulzie koncentro-
vaného supernatantu kultiry Streptococcus suis, typ 2,
kmett P1/7 po chromatografii na Superose-12. Pln4 &iara:
absorpcia pri 280 nm, preruSovana &iara: titer hemolyzinu.

Na obr. 3 je zndzomeny Western blot znadiacich bicl-
kovin (drdha A), koncentrovany supernatant kultury kmefia
P1/7 (draha B) a frakcia zo stipca Superose-12 (drahy C-
-N). Draha C: frakcia 15, draha D: frakcia 18, draha E:
frakcia 20, draha F: frakcia 23, driha G: frakcia 26, dréha
H: frakcia 28, draha I: frakcia 30, draha J: frakcia 32, dréha
K: frakcia 34, draha L: frakcia 36, draha M: frakcia 38,
draha N: frakcia 40.

Znagiace bielkoviny (draha A) boli farbené s pouZitim
brilliantovej modrej Coomassie. Pre antigény Streptococcus
suis (drdhy B-N) bolo ako sonda pouZité kralitie sérum a
potom bolo vykonané farbenie pouZitim konjugatu kozieho
séra proti krali¢im tkanivam a diaminobenzidinu ako sub-
stratu. Molekulova hmotnost’ znagiacich bielkovin je uve-
dené na l'avej strane.
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A) dizka: 16 aminokyselin

B) typ: aminokyseliny

D) topoldgia: linedrna

ii) typ molekuly: bielkovina

iii) hypoteticky retazec: 0

v) typ fragmentu: N-terminalny

vi) pévodny zdroj:

A) organizmus: Streptococcus suis

B) kmeii: P1/7

C) jednotlivy izolat

vii) pouZity zdroj:

B) klon:

xi) opis ret'azca ¢. 1:

Asp Ser Lys Gin Asp lle Asn Gin Tyr Phe Gln Ser Leu Thr Tyr Glu
1 5 10 15

Tabulka 1

Utinnost &isteného hemolyzinu po réznom spracovani

spracovanie das 2 log titra 2 log titra
spracovania hemolyzinu heaolyzinu
po pridani
2% merkap-
toetanolu
-20 ‘C 7 dni 7 ND®
4 'C 7 dni 6 ND
20 °C 7 dni 3 ND
37 *C 7 dni o 0
100 ‘C $§ min (4] 0
20 *'C 10 win. 7 ND
proteindza K
20 pg/ml 10 min. 20 °C 0 ND
beta-merkapto-
etanol 0,1% 10 min. 20 ‘C 12 ND
Hy0y 0,1% 10 min. 20 ‘C © 12
TLCX 6,1% 10 min. 20 “C 2 6
cholesterol 0,1% 10 min. 20 °C 0 0
ND* = nebolo stanovené
Tabulka 2

Prevaha molekal s u€inkom hemolyzinu v supernatantoch
kultiry réznych kmetiov Streptococcus suis

Prevaha molekil s (&inkom hemolyzinu v supernatantoch
kultOry rozaych kmefiov Streptocoocus suis

kneft sero- refer, feno- 2log  inhib. reverz. inhib. pritomn.
typ kmed typ® titer hemoly- inakt, p hemoly- materi&-

(R) h:no-b zinu 0,1g ox/red. :inub 1lu =mol.
lyzin® cholest. P399 354 000 v,

séra imunobl.

S428 1 R 5 + + + +
RS2651 172 R 6 + + + +
R73S 2 R MRPYEFT 5 + + + +
?1/7 2 *EF* 8 + + + +
688/9 2 MRP*EF* 6§ + B * +
4005 2 MRPYEFT 5 + + + +
D282 2 *EFT 7 + + + +
3921 2 MRPTEF” 4 + + »° -
3977 2 MRPYEF- 2 + + I} .
3889 2 MRP"EF™ 6 + + + +
T-15 2 MRPEF~ 6 + + + -
4961 3 R 0 ND ND ND -
5407 4 R 4 + + * -
11538 S R 4 + - L4 -
2524 6 R 2 + + * -
8074 7 3 0 ND ND ND -
10681 7 [ ND ND ND -
10727 7 Q ND ND ND -

kme# gero- refer. feno- 2log  iohib. reverz. inhib. pritosm.
typ kmed typ® titer hemoly- inakt. _ hemoly- materié-

®) hemo-_ zinu 0,1% ox/red.® zinu, " lu mol.
1yzin® cholest. P399® X4 000 v

séra imunobl.?

14391 7 2 » ND ND .
14636 8 R s + + + -
NV92109 8 3 - - ¢ -
22083 9 R 0 o ND ND -
220891KN 9 3 + + £ -
4417 10 R 2 + + # +
12814 11 R 2 + + * -
8830 12 R ] ND ND ND -
10581 13 R 2 + + * -
13730 14 R 6 + + + +
220891GV 14 ] + + + -
T639 18 R [ + + + +
2726 16 R [ ND D ND -
93A 17 R 4 + + + -
NT77 18 R [] + + + *
42A 19 R 3 + * * +
865192 20 R a ND ND ND M
14A 21 R g N ND ND -
B8/1861 22 R 2 + + ¢ -

Vysvetlivky k tabul'ke 2:

* Pre kmene typu 2 si fenotypy opisané v publikacii Vecht
a dal3i (26, 27).

® Titracia hemolytickej a&innosti, jej inhibicia 0,1 % cho-
lesterolom, reverzibilna inaktivacia tejto G¥innosti inkuba-
ciou s peroxidom vodika a beta-merkaptoetanolom a jej in-
hibicia Specifickym sérom o3ipanych P399 a tieZ imunob-
lotova skugka s pouZitim 3pecifického my3ieho séra M189
boli vykonavané podl'a odseku Materialy a metddy.

cy = test bol vykondvany, ale vysledok nebol ziskany
vzhPadom na prili§ nizku hemolyticku G&innost.

ND = nebolo stanovené.

Tabulka 3
Utinok imunizicie rdznymi vakcinami na Cas preZitia my3i

po intraperitonedlnom podani Streptococcus suis, kmefi
P1/7

vakcina das preZitia
vac-ccs® 9/9
VAC-SCFP 6/10
VAC-SLY® 10/10
Placebo 0/10

? Vakeina s obsahom koncentrovaného supernatantu kulti-

ry. .
® Vakcina s obsahom frakeii 19 a% 31 zo stipca Superosy.
¢ Vakcina s obsahom &isteného suilyzinu.

Tabulka 4

Klinické hodnotenie v defl podania antigénu a 1 aZ 7 dni po
fiom

Klinické hodnotenie v diioch po anitgéne

vakcina 0 1t 2* 3® 48 5 6 7 celkom
VAC-SLY 0 3,7 3 1,7 0,8 0,3 0,3 0,3 10,2
VAC-SCF 0 4,7 4,2 55 55 S 4,7 4,7 343
Placebo 0 5,7 5,8 6 7,8 7,7 1.3 1,7 48

* Hodnotenie v diioch 1 a2 4 je priemerom z dvoch hodno-
teni, dopoludnia a odpoludnia.
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Tabul’ka 5

Klinick€ priznaky v denl disckcie, makroskopické pozoro-
vania pri disekclii, reizoldcia a potet pripadov meningitidy

Vakcina disekcia celkové celkové podet priznakov
podet dni hodnotenie hodnotenie meningitidy
po mntigéne artritidy reizolécie

VAC-SLY 7 3,5 0 0

VAC-SCF 7 7 2

Placebo 4 12 9

Vysledky pokusu, pri ktorom boli skupiny 15 my3i o&-
kované jednym podkoZnym podanim 0,4 ml réznych vak-
cin v pomocnom prostriedku GNE. 4 tyZdne po otkovani
bolo intraperitonedlne podanych 0,5 mi 6 hodin starej kul-
tary kmefia P1/7 alebo B10 s obsahom 3 x 10° baktérii/ml.
Pred podanim bola odobraté krv a sérum bolo ska¥ané i-
munoblotom na protilatky proti SLY alebo EF s pouZitim
supernatantu kultir P1/7 alebo B10 ako antigénu, st uve-
dené v tabulke 6.

Tabulka 6

vakoina mortelltw vysledky pv B10 pritom pritom- pritom- pritom-

s obsa- po P1/7 wmortalita index® nost nost pro- nost nost pro-
hox 3 dni SLY®  tilétok BF®  tildtok
po po- proti SLY® proti EF°
dant P1/7 B1D P1/7 B1D
B10 aup. 4 1 3 -+ - o - - -
P1/7 sup. 9 0 [ + + -+ ++ + -
P1/7 BF 14 i 17 P R
kontroly 15 3 21 - - -

# (potet uhynutych my3i x 3) + (po&et chorych mysi x 1)

b Pritomnost vo vakcine s pouZitim SDS-PAGE a farbiva
Coomassie

¢ Pritomnost’ v spojenom sére imunoblotom s pouZitim an-
tigénu zo supernatantu kultry.

PATENTOVE NAROKY

1. Polypeptid zo Streptococcus suis, vyzna&u -
juci sa tym,Ze ma molekulova hmotnost pribliz-
ne 54 000, je aktivovany tiolom a je moZné ho inhibovat
cholesterolom a v nativnej forme ma hemolyticki G&innost
alebo ¢ast’ tohto polypeptidu, ktora je schopna vyvolat’ i-
munologicka odpoved’ proti tomuto polypeptidu.

2. Polypeptid podfa naroku I, vyzna&ujici
sa ty m, Ze jeho N-termindlny retazec aminokyselin je
Asp-Ser-Lys-Gln-Asp-lle-Asn-Gln-Tyr-Phe-Gln-Ser-Leu-
-Thr-Tyr-Glu alebo &ast’ tohto polypeptidu.

3. Vakcina na ochranu o¥ipanych proti infekcii
Streptococcus suis, vyznadujica sa tym,Ze
obsahuje polypeptid podFa narokov 1 alebo 2.

4. Vakcina podla ndroku 3, vyznadujica
sa tym, Ze navySe obsahuje e¥te iny imunogén zo
Streptococcus suis.

5. Vakcina podPa nirokov3 a4, vyznaduju-
ca sa tym,Ze polypeptid je viazany na nosié.

6. Vakcina podla niroku 5, vyznaujica
sa tym, Ze ako nosi¢ obsahuje kapsulérny polysacha-
rid.

7. Vakcina podl'a narokov 3 az6,vyzna&uja-
ca sa tym,Zeobsahuje edte pomocny prostriedok.

10

8. Vakcina podfa narokov3az7,vyzmnaduji-
ca sa tym ,Zc obsahuje d'aldi imunogén odvodeny
od virusu alebo mikroorganizmu, patogénneho pre oifpané.

9. Vakcina podla naroku 8, vyznalujica
sa tym, Z ako d’aldi imunogén obsahuje imunogénnu
latku zo skupiny Actinobacillus pleuropnemoniae, virus
pseudorabies, virus chripky oSipanych, parvovirus o$ipa-
nych, virus gastroenteritidy, rotavirus, Escherichia coli,
Erysipelothrix rhusiopathiae, Pasteurella muitocida alebo
Bordetella bronchiseptica.

10. Protilatky, mono3pecificky reaktivne s polypepti-
dom podfa narokov 1 a 2.

11. Spdsob vyroby vakeiny schopnej chréanit’ cicavcov
proti infekcii Streprococcus suis, vyzmnadujlici
sa tym, Ze sazmiela polypeptid podla narokov1a2s
farmaceuticky prijatefnym nosi¢om, pomocnou latkou ale-
bo riedidlom.

3 vykresy
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