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1. Uvod

Klostridiové infekce mlad’at hospodaiskych zvifat se v poslednich létech stavaji Castou
pfi¢inou zévaznych ztrat. Ackoliv tyto infekce mohou postihovat mlad’ata vSech
hospodaiskych zvitat, nejCastéji se jejich obéti stavaji mlad’ata prasat a prezvykavcl. Priciny
zvysujiciho se vyskytu téchto onemocnéni v nasich chovech zatim nejsou zcela jasné. Jedna
se o zmény v technologii chovii, zmény ve vyzivé odchovavanych zvifat, pfipadné ve
zpisobech medikace krmiv.

V chovech prasat jsou klostridiemi postihovana nejcastéji novorozena selata. Puvodci téchto
onemocnéni projevujicich se prujmy jsou zejména druhy Clostridium perfringens typy A a C
a Clostridium difficile. Klostridiové infekce postihuji zejména novorozena selata, v piipadech
akutnich pribéht jiz v pribehu nékolika hodin po narozeni. VétSinou se vsak jednd o prvni
dny - zhruba od 1. do 7. dne Zivota. Pozdé&jsi vyskyt jiz nebyva tak zavazny. Infekce se
klinicky projevuje profuznim prijmem se stopami krve, rychle vedoucim k dehydrataci, ¢asto
koncici uhynem. Popsané klinické zmény jsou vysledkem puisobeni toxind, které klostridie
produkuji v Sirokém spektru a velkém mnozstvi. Produkce toxint je nejvyssi v ptipadech, kdy
se klostridie pfemnozi a zalinaji sporulovat. Toxiny klostridii vyvoldvaji jak zvySenou
sekreci, tak 1 nekrotické poSkozeni stievni stény (Uzal a McClane, 2012).

ProtoZe klostridiové infekce postihuji zejména kategorii selat bezprostiedné po narozeni,
existuji dva zpisoby prevence. Prvnim je vakcinace prasnic s cilem zvysit troven laktogenni
imunity, kterou jsou selata zasobovéana IgA slizni€nimi protilatkami, které chrani stfevo selat.
Druhym zplisobem je zajistit pasivni suplementaci selat obohacenim prestarterové krmné
smési pro prikrmovani novorozenych selat (tzv. creep feeding) specifickymi IgY protilatkami
ziskanymi z vajec imunizovanych nosnic. Vyhodou vajecné hmoty je fakt, Ze kromé
protilatek IgY obsahuje nékolik dalSich biologicky uc¢innych latek, které piisobi
Skutecnost, Ze vejce slepic 1 ostatnich ptakl obsahuji protilatky, je znama jiz déle jak 100 let
(Klemperer, 1893). Protilatky jsou koncentrovany ve vajenych zloutcich, do nichZ ptestupuji
Z krevniho séra nosnic v pribéhu ovogeneze (Mohammed aj., 1998). Tyto protilatky svoji
strukturou i biologickou funkci odpovidaji imunoglobulinim savci izotypu IgG. S ohledem
na skutecnost, Ze jsou ve vysoké koncentraci nachizeny ve vajecnych Zloutcich, byvaji
obvykle nazyvany jako imunoglobuliny IgY (Zloutek-angl. yolk). V pribéhu embryogeneze

pak tyto protilatky pronikaji ze zloutkového vaku do postupné se vytvarejiciho krevniho



ob¢hu. V ném jsou pfitomny i v dob¢ vylihnuti a zajist'uji tak novorozenym ptac¢im mlad’atim
Vv prvnich dnech zivota specifickou pasivni imunitu. Tento typ pasivni ochrany novorozenych
ptacich mlad’at odpovida pasivni ochran¢ savcii zprosttedkované kolostrem. IgY protilatky se
svoji stavbou a zejména pak funkci vyznamné nelisi od podobnych imunoglobulinti savca
vcetn¢ Cloveka. Protilatky izolované z vajecnych zloutkl cilené imunizovanych slepic se
stdvaji v poslednim desetileti stale ¢astéji prosttedkem v 1écbé a prevenci chorob lidi a zvirat
(Schade a kol. 2005).

IgY protilatky jsou schopny plnit vétSinu funkci, které bézné plni protilatky savci.
V biologickych systémech piisobi jako neutralizani protilatky, které oddéluji adhezivni
molekuly patogennich mikroorganismii od jejich receptorti na povrchu cilovych bunék. Timto
zpisobem zabranuji jejich infekci, nebot’ valna vétsina patogenniho ptisobeni bakterii a virt je
podminéna zachycenim se na povrchy bunék. Pokud jsou adhezivni molekuly na povrchu
patogennich vir a bakterii obaleny specifickymi protilatkami, jejich adhezivni schopnost je
zablokovana. Takto odblokované - neutralizované mikroorganismy jsou snadno vylouceny
pfirozenymi bariérovymi mechanismy. Tuto funkci plni i natrdvené molekuly
imunoglobulinii, pokud zistanou zachovéna jejich vazebna mista (Akita a Nakai, 1993).

Uvedené vlastnosti mohou byt vyuzity zejména v pfipadech zevnich nebo slizni¢nich aplikaci.

Slepi¢i IgY maji ve srovnani s jinymi protildtkami pfi pouziti k pasivni imunoterapii fadu
vyhod:
e obecné je perordlni pfijem vajecnych IgY povazovan za bezpecny i1 u lidi a to 1
autoritami jako je FDA (Rahman a kol., 2013);
e perorani administrace nevede k rozvoji adaptivni imunitni odpovédi proti IgY (Nilsson
a kol., 2007);
e struktura IgY neni rozpoznana stfevnimi epitelialnimi Fc-receptory u savct (Carlander
a kol., 2000);

e IgY neaktivuji sav¢i komplement (Kovacs-Nolan a Mine, 2012).

Pouziti specifickych IgY proti rozvoji infekce Clostridium difficile bylo jiz dokumentovano
ve velmi recentni védecké literature. Tyto prace potvrzuji pouzitelnost a tcinnost pasivni
imunizace za pouziti IgY specifickych ke klostridiovym toxiniim, vegetativnim bunikam i

sporam (Mulvey a kol., 2011; Zhang a kol., 2016; Pizarro-Guajardo a kol., 2017).



2. Cil funkéniho vzorku

Cilem ptedlozeného funkéniho vzorku je pfiprava susené vaje¢né hmoty (melanze) obsahujici
specifické IgY protilatky proti Clostridium difficile a Clostridium perfringens podilejicim se
na rozvoji prijmovych onemocnéni selat.

Ptredlozeny postup zahrnuje: pfipravu antigenii pro imunizaci, postup imunizace a oveieni

pritomnosti protilatek, zptisob suseni vaje¢né hmoty.

3. Vlastni popis funk¢éniho vzorku

3.1. Pfiprava antigenii pro imunizaci slepic

Pro imunizaci slepic byly pouzity bakterialni kmeny Clostridium perfringens a

Clostridium difficile:

- Clostridium perfringens typ A (CAPM 5744), produkujici toxin alfa (cpa), ptivodné
izolovan ze skotu

- Clostridium perfringens typ C (CECT 820), produkujici toxin alfa a beta (cpa a cpb),
1zolovéan z gangrény ovce

- Clostridium difficile (DSM 1296), produkujici toxin tcdA a tcdB

Kultivace:

- vyockovani klostridii na KAS5 (krevni agar s 5 % berani krve), inkubace 24h 37°C anaerobné
- po kontrole ¢istoty narostlé kultury byly kolonie klostridii smyty a resuspendovany ve 20 ml
PBS (phosphate buffer saline)

- uprava optické density na 5°McF (kultiva¢éné odpovida asi 6x107 az 1x108 CFU/ml)
Inaktivace:

- Inaktivace bakterii v 8% formaldehydu 1 hodinu. Poté 2x promyto v PBS.

Kontrola sterility:

- po inaktivaci bakterii bylo provedeno kontrolni vyoc¢kovani 250 pl suspenze na KAS pro
aerobni 1 anaerobni kultivaci

- kontrola nartstu bakterii po 48 hod. a po 72 hod.



3.2. Zvirata a jejich imunizace

Slepice byly rozdéleny do 6 skupin po 2 zvifatech podle toho, kterym antigenem byly
imunizovany:
1. skupina: imunizovéna celym CPA v davce 2,7x10° CFU na jedno zviie
2. skupina: imunizovéana sonikovanym CPA v d4vce 2,7x10° CFU na jedno zvife
. skupina: imunizovana celym CPC v davce 2,9x10° CFU na jedno zvite
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4. skupina: imunizovéana sonikovanym CPC v davce 2,9x10° CFU na jedno zvife
5. skupina: imunizovéna celym CD v davce 4,5x10® CFU na jedno zvife
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. skupina: imunizovana sonikovanym CD v davce 4,5x10® CFU na jedno zviie
Celobunécny lyzat bakterii C. difficile, C. perfringens typ A a C. perfringens typ C byl
ptipraven sonikaci pii 90% amplitudé pulzné po dobu 12 minut na ledu na pfistroji Sonopuls

HD 3100 (Bandelin, Némecko).

casovy harmonogram:

den 0 imunizace antigeny + 50 % FCA (Freundovo kompletni adjuvans) + odbér séra
den 28 reimunizace s 50 % FIA (Freundovo inkompletni adjuvans) + odbér séra

den 56 reimunizace s 50 % FIA + odbér séra

den 86 reimunizace s 50 % FIA + odbér séra

Imunizace byla provedena intramuskularni aplikaci. Od 60. do 120. dne byla sbirana vejce.

Vyskyt specifickych protilatek proti pfisluSnym antigenlim byl sledovan po 120 dni. Béhem
tohoto Casového intervalu prob&hlo nckolik dil¢ich stanoveni protilatek metodou ELISA.
Konkrétné v den 0, 56 a 80 v séru a ve smésném vzorku Zloutkd sbiranych mezi 60 - 120,

dnem po imunizaci a 60. den také Westernbloting.
3.3. Priprava vodné frakce
Z vajec byly oddéleny Zloutky a ty byly smichdny s destilovanou vodou v poméru 1 g zloutku

+ 10 g destilované vody. Po zhomogenizovani dikladny protfepanim a stani noc lednice bylo

centrifugaci (40 min, 3500 ot.) ziskan supernantant, ktery byl pouzit pro dalsi testovani.



3.4. ELISA

Pritomnost protilatek metodou ELISA byla stanovena pomoci celych bakterii CPA, CPC a
CD, kter¢ byly ziskany podle nasledujiciho postupu. Byla také otestovana vhodna koncentrace

bakterii v rozsahu 1x108 az 1x102.

Postup:

e vazba antigenu
bakterie v koncentraci 1x10® CFU /ml ve vazném karbonatovém pufru pH 9,6; 100
ul / jamku, vazba pies noc lednice desky Maxisorp (Nunc)

o S5x promyti PBS + 0,05% Tween 20

e blokace 60 min 0,5% kasein + 10% sachar6za

e vyredeni kontrol a sér
vySetiované vzorky a kontroly fedény 100x a dale 3kové v fedicim roztoku — PBS +
0,05%Tween 20 + 0,5% kaseinovy hydrolyzat, inkubace 60 min, pokojova teplota

e S5x promyt PBS + 0,05% Tween 20

e fkonjugat anti-chicken IgY skienovou peroxidazou (Bethyl) fedény 60 000x (v
PBS+Tween 20 + kaseinovy hydrolyzat) 100 pl /jamka, 60 min, pokojova teplota

e S5x promyt PBS + 0,05% Tween 20

e aplikace substratu — TMB Test-line, 100 ul /jamka, doba ptsobeni 10 - 30 min.

e stop 2M H2SOq4 50 pl/jamka

e méreni pri 450 nm

Vysledky ELISA:

U vSech testovanych skupin bylo mozno detekovat zvysené hladiny specifickych protilatek jiz

56. den po imunizaci zvitat v séru (obr. 1A) a 60. den ve vejcich (obr. 1B).
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Obrazek 1. Hladiny specifickych protildtek po imunizaci a reimunizaci v séru (A) a vejcich

(B) imunizovanych nosnic.



3.5. Westernbloting

Celobunécny lyzat bakterii C. difficile, C. perfringens typ A a C. perfringens typ C byl
ptipraven sonikaci pii 75% amplitudé ve 4 cyklech po 30 s na ledu na pfistroji Sonopuls HD
3100 (Bandelin, Némecko). Takto ptipravené antigeny byly separovany na 12 % SDS-PAGE
gelu pii konstantnim napéti (80 V 20 min, poté 130 V 60 min) a rozdélené proteiny
transferovany na PVDF membranu pii konstantnim proudu 350 mA 1 hodinu. PVDF
membrana byla ptes noc blokovana v 0,5% kaseinovém hydrolyzatu (+ 0,05 % Tween 20 v
PBS) pii 4°C. Jednotlivé prouzky membrany byly inkubovany 1 hodinu pfi laboratorni teploté
se 100x fedénymi vodnou frakci ze zloutkl slepic imunizovanych pfislusnym antigenem. Po
promyti byla membrana inkubovana s 1000x fedénou sekundarni protilatkou Krali¢i anti-
chicken IgY konjugovanou s kienovou peroxidazou (Thermo Scientific, USA) 1 hod, pfi
pokojové teploté. Proteiny na PVDF membrané byly detekovany vizualizaci chromogennim

substratem 3,3 diaminobenzidinem (Lachema, CR) v p¥itomnosti peroxidu vodiku.
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Obr. 2: Westernblot celobunéénych antigeni C.
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Obrazek 2 dokazuje pritomnost specifickych protilatek proti proteinim Klostridii ve
vajecnych Zloutcich imunizovanych slepic. Antigenni proteiny se navic mezi jednotlivymi
kmeny lisi. Z povrchu bunék C. difficile byl izolovan S-layer protein (SlpA), dominantni
protein bunécné stény, dilezity pro integritu bunky a interakci s epitelialnimi buiikami takeé
spoluzodpovédny za patogenitu kmene C. difficile. Dokazali jsme, ze i proti t€émto proteinim
(High-molucular weight a Low-molecular weight SLP proteins - 50 a 35 kDa) se u slepic po

imunizaci tvofi vysoka hladina IgY protilatek.



Daéle, Sipky na obrazku 2 znazorfiuji oblasti silnych antigenti specifickych pro oba typy C.
perfringens, které vSak ziejmé nejsou proteinové povahy. Na zakladé vysledku dalSich analyz
(barveni gelti pomoci Coomassie Briliant Blue, barveni sttibrem a Schiffovym ¢inidlem) Ize
konstatovat, Ze se jedna o molekuly sacharidové povahy a pravdépodobné tak jde o kapsularni
polysacharid C. perfringens.

Specifické IgY protilatky proti klostridiim obecné jsou ve vaje¢nych Zloutcich imunizovanych
slepic ve vysokém titru a navic jsou pfitomny protilatky proti vyznamnym imunogennim

strukturam jak C. difficile, tak C. perfringens.

4. Srovnani ,,novosti postupu*

Hledani moznosti pasivni suplementace selat proti riiznym patogentim stfevniho traktu je
studovanym pftistupem ke zlepSeni zdravotniho stavu zvifat, snizeni ptimych i neptfimych ztrat
a v sirSim kontextu také ke snizeni potieby antibiotické terapie v agrarnim sektoru. Vyuziti
susené vajeCné hmoty s obsahem specifickych protilatek je jednou z cest, jak tohoto cile
dosahnout.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku

SuSena vaje¢na hmota obsahujici protilatky IgY specifické proti Clostridium difficile a
Clostridium perfringens bude na pracovistich autord slouzit dale testovani pro jeho
pouzitelnosti jako krmného doplitku pro selata.

6. Ekonomické aspekty

Funk¢ni vzorek je na pracovistich autorti zaveden. Jeho dalsi pfipadné komercni vyuZiti zavisi

na zajmu terénu. Podle soucasného stupné poznani neni mozné ekonomické aspekty urcit.
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