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Regeni poskytuje zptisob stanoveni imunitni odpovédi
driibeze, zejména kufat, po oralni vakcinaci Zivou
oslabenou salmonelovou vakcinou, a po intravendzni re-
infekci plné virulentnim kmenem Salmonella enterica,
spocivajici v tom, ze se ve vzorku odebraném ze slepého
stieva re-infikované driibeze in vitro stanovi exprese
alespoi jednoho imunologicky relevantniho genu,

chranénost a tedy i imunogenitu testované vakciny.
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Zpusob stanoveni imunitni odpovédi dribeZe po vakcinaci Zivou oslabenou vakcinou

Oblast techniky
Predkladany vynalez se tyka oblasti imunologie, konkrétnéji zplsobu stanoveni imunitni

odpovédi dribeze po vakcinaci Zivou oslabenou vakcinou, vhodného pro stanoveni chranénosti
driibeze po vakcinaci.

Dosavadni stav techniky

Testovani chranénosti driibeze po vakcinaci oslabenymi kmeny Salmonella enterica se nejcastéji
provadi re—infekei (Celenzi) plné virulentnim kmenem Salmonella enterica. V takovémto testu
jsou nejcasteji oraln€ vakcinovana jednodenni kufata, kterd jsou ordln€ celenzovdna 6 tydnt po
vakcinaci, tedy ve véku 42 dnti. Kurata v takovychto pokusech jsou obvykle utracena 4 az 14 dnt
po Celenzi a ve slepém stievé jsou kultivacné stanovovany pocty salmonel. V tomto véku jsou
vSak i kontrolni nevakcinovand kurata relativné odolna pied infekci virulentnimi kmeny salmonel
(1 az 4), a k prikazu statistické vyznamnosti mezi pocty salmonel u nevakcinovanych a
vakcinovanych kufat jsou zapotiebi skupiny kutat o velkych poctech. K rozlieni vakcinovanych
a nevakcinovanych kufat vyrazné nepftispélo ani zavedeni metod sledujicich expresi vybranych
cytokinll ve stfevnim traktu (nejcastéji slepém stieve) (5, 6).

Alternativné se plvodci vynalezu pokouseli o rozliSeni chranénosti vakcinovanych a
nevakcinovanych kufat s vyuzitim intravenozni aplikace pIn€ virulentniho kmene Salmonella
enterica. 4 a 14 dni po Celenzi pak stanovovali poCty salmonel a expresi vybranych cytokind ve
slezin¢ a jatrech kurat. Podobn¢ jako po oralni ¢elenzi a stanoveni poc¢tu salmonel ve stieve, ani
po intravendzni aplikaci virulentnich kmenti nebyly pozorovany signifikantni a reprodukovatelné
rozdilné pocty salmonel v internich organech (4 az 6).

Je tedy zfejmé, Ze v soucCasnosti neexistuje zpusob stanoveni imunitni odpovédi dribeze po
vakcinaci zivou oslabenou vakcinou, ktery by byl ekonomicky a spolehlivy.

Podstata vynalezu

Predmétem predkladaného vynalezu je zplsob stanoveni imunitni odpovédi driibeze, zejména
kurat, po oralni vakcinaci zivou oslabenou salmonelovou vakcinou, a po intravendzni re-infekci
plné€ virulentnim kmenem Salmonella enterica, jehoz podstata spo¢iva v tom, Ze se ve vzorku
odebraném ze slepého stfeva re—infikované driibeze in vitro stanovi exprese alespofi jednoho
imunologicky relevantniho genu, pficemz vy$$i exprese znamena niz$i imunitni odpoved,
chranénost a tedy i imunogenitu testované vakciny.

Hodnotu exprese Ize srovnavat, napt. s vysledky pro nevakcinovanou dribez, tim lze zjistit, zda
je vakcina imunogenni ¢i zda byla vakcinace uspésnd C€i zda konkrétni kus driibeze byl
vakcinovan, pfipadné 1ze porovnavat hodnoty exprese mezi skupinami driibeze vakcinovanymi
ruznymi vakcinami, a tedy porovnavat imunogenitu jednotlivych vakcin.

Imunologicky relevantni geny jsou s vyhodou vybrané ze skupiny sestavajici z mmp7, lyg2,
iNOS a IL22, vyhodnéji se stanovi exprese vSech téchto Ctyf gent. V jiném provedeni vynalezu
jsou imunologicky relevantni geny vybrany ze skupiny sestavajici z mmp7, lyg2, iNOS, IL-22,
IL4I1, IRG1, SAA, Ex-FABP, esl, AVD, ifit5 a TRAP6, s vyhodou se stanovi exprese vsech
téchto dvanacti genti. V dal§im provedeni vynélezu jsou imunologicky relevantni geny vybrany
ze skupiny sestavajici z genti kodujicich cytokiny a genti kodujicich proteiny akutni faze infekce,
naptiklad IL1, IL8, IL17, LITAF, OGCHI a dalsi.
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S vyhodou se pii stanoveni exprese imunologicky relevantnich gend stanovi také exprese
normalizacnich gentl, tj. genil, které maji stdlou hodnotu exprese bez ohledu na vakcinaci.
Takovymi geny mohou byt napiiklad geny GAPDH, TBP a UB.

V ramci predkladaného vynalezu bylo piekvapivé zjisténo, ze kdyZz se po oralni vakcinaci Zivou
oslabenou vakcinou a po intravendzni aplikaci cCelenzniho plné virulentniho kmene stanovi
exprese imunologicky relevantnich gend ve vzorku slepého stfeva odebraném z celenzované
driibeze, jednoznacné a spolehlivé se odlisi vakcinovani jedinci od jedinct nevakcinovanych.
Napftiklad u imunologicky relevantnich gend vybranych ze skupiny sestavajici z mmp7, lyg2,
iNOS, IL-22, IL4I1, IRG1, SAA, Ex-FABP, esl, AVD, ifit5 a TRAP6 dochazi k vice nez
desetindsobné¢ vyssi expresi ve slepém stfevé nevakcinovanych kufat ve srovnani s
vakcinovanymi kuraty.

Stanoveni imunitni odpovédi driibeze, zejména kufat, po oralni vakcinaci zivou oslabenou
vakcinou, je vhodné napftiklad pro pouziti pro stanoveni chranénosti driibeze po vakcinaci.

Zpusob podle ptedkladaného vyndlezu lze také vyuzit pro selekci nejvhodnéjsich vakcinacnich
kment stimulujicich nejvyssi chranénost dribeze, pro stanoveni vlivu slozeni vakciny na dobu
trvani chranénosti, tim Ze intraven6zni Celenz se provede v riizné dobé po posledni vakcinaci,
a/nebo pro stanoveni u€innosti vakcinace hejna tim, Ze se nahodné vybere nekolik, naptiklad 20,
kust driibeze, u které se provede intravendzni Celenz a stanoveni exprese vybranych gend. Podil
siln€ reagujicich kusi dribeze umozni odhadnout Gc¢innost vakcinace celého hejna.

Objasnéni vykresta

Obr. 1. Podil primérné exprese sledovanych gent ve slepém stievé 12 nevakcinovanych a 12
vakcinovanych kufat 4 dny po intravendzni celenzi. Kutata bez predchozi vakcinace reaguji na
intravendzni Celenz signifikantné vyssi expresi sledovanych gentl nez kufata po vakcinaci.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Kurata (12 kusii ve skupin€) byla oraln¢ vakcinovana prvni den Zivota zivou oslabenou vakcinou
obsahujici kmen Salmonella Enteritidis s deleci ostrova patogenity SPI1 (SPI1 mutant).
Vakcina¢ni davka (0,1 ml) obsahovala 107 CFU oslabeného kmene Salmonella Enteritidis. Po
ttech tydnech, tedy ve véku 21 dni, byla kufata revakcinovana stejnou vakcinou a ve stejné
davce. Za dalsi 3 tydny, tedy ve veéku 42 dni, byla kufata intraven6ézné re—infikovana
(¢elenzovana) plné virulentnim kmenem Salmonella Enteritidis v davce 107 CFU. Kufata byla
utracena 4 a 14 dni po infekci a pii pitvé byly odebrany vzorky tkané slepého stfeva. Dalsi
kontrolni skupiny po 12 kusech driibeze se sestavaly z nevakcinovanych a neinfikovanych jako
negativni kontroly, a nevakcinovanych a infikovanych jako pozitivni kontroly. Posledni skupina
byla vakcinovana, jak je popsano vyse, ale re—infekce byla provedena oralné.

Ze tkané slepého stfeva byla izolovana mRNA pomoci RNeasy kitu (Qiagen), ktera byla ihned
prepsana do cDNA s vyuzitim oligodT primerGt a M—MLV reverzni transkriptdzy. cDNA byla
nasledné vyuzita jako templat v real time PCR s vyuzitim genové specifickych primert a
HotStart PCR Master Mix (Qiagen). Exprese 3 genti (GAPDH, TBP a UB) slouzila jako
referenéni pro normalizaci vzorkil na stejny obsah mRNA/cDNA. Hodnoty Ct pro kazdy gen
byly odecteny od primémé Ct hodnot 3 referencnich genti (ACt) a exprese kazdého genu byla
vypoc&tena jako 24, Na zavér byl vypodéten podil mezi expresi genl v tkanich pochazejicich od
nevakcinovanych a vakcinovanych kufat (obr. 1).
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob stanoveni imunitni odpovédi dribeze, zejména kutat, vyznaceny tim, Ze se po oralni
vakcinaci zivou oslabenou salmonelovou vakcinou, a po intraven6zni re—infekci plné virulentnim
kmenem Salmonella enterica , ve vzorku odebraném ze slepého stieva re—infikované driibeze in
vitro stanovi exprese alesponl jednoho imunologicky relevantniho genu vybraného ze skupiny
sestavajici z mmp7, lyg2, iNOS, 1L-22, IL411, IRG1, SAA, Ex-FABP, esl, AVD, ifit5, TRAP6,

cvwr

vakciny.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznaceny tim, Ze imunologicky relevantni geny jsou vybrané ze
skupiny sestavajici z mmp7, lyg2, iNOS a IL22, s vyhodou se stanovi exprese vSech téchto Ctyt
gentl.

3. Zpusob podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokli, vyznaceny tim, Ze se pii stanoveni

exprese imunologicky relevantnich genil stanovi také exprese normalizacnich genti, s vyhodou
vybranych ze skupiny zahrmujici GAPDH, TBP a UB.

1 vykres
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