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Nézev uZitného vzoru:
Veterindrni pffpravek pro prevenci a 1é¢bu
prijmovych onemocnéni u zvifat

Utad primyslového viastnictvi v zapisném fizeni nezjiltuje, zda pfedmét uZitného vzoru
spliiuje podminky zpiisobilosti k ochrang podle § 1 zak. & 478/1992 Sb.
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Veterindrnf pfpravek pro prevenci a 1é¢bu prijmovych onemocnéni u zvifat
Oblast techniky

Predklidané technické feSeni poskytuje veterinarni piipravek pro prevenci a 1é¢bu prijmovych
onemocnéni u zvifat.

Dosavadni stav techniky

Prijmy selat po odstavu obvykle nejsou pfitinou ptimych ztrét ihynem, ale ztrét nepfimych zpi-
sobenych zastavenim riistu nebo pfipadnymi vahovymi ztrédtami, které netimérmné prodiuZuji ob-
dob{ vykrmu. Hlavnimi pivodci prijmovych onemocnéni v tomto obdobi jsou z bakterii zejména
enteropatogenni kmeny Escherichia coli, salmonely, klostridie a lawsonie, z virl zejména rota-
viry a koronaviry. V minulosti byl problém prijmi odstavenych selat feSen ploinym nasazenim
antibiotik, kter4 méla eliminovat hlavni pivodce stfevnich infekci a ziroveti potencovat jejich
riistové schopnosti. Postupny nérist bakteridlnich kmenii vykazujicich mnohotetnou rezistenci
vedl organy Evropské unie k tomu, ¥e pouZivani krmnych antibiotik bylo vyrazn€ omezeno.
Obava z hromadného vyskytu stfevnich infekci a to zejména u odstavenych selat vedla k tomu, Ze
do krmiv uréengch pro odst4v&ata zadal byt ve velkych mnoZstvich pfiddvan oxid zinku. VétSina
takto pfijatého zinku je opét stfevem vyloutena a objevuje se ve vykalech a nasledné i v kejdg,
kde negativné ovlivituje Zivotni prostfedi. EU proto usiluje o z4sadnf omezeni takto obohacenych
krmiv. Jejich vysazeni bez adekvatni nahrady by viak pfedstavovalo vysoké riziko pro chovatele
hospodé¥skych zvifat z divodu zvySené nemocnosti zvifat a sniZenf vynosi. Jednou z moZnosti,
kter4 predstavuje praktické feSeni uvedené problematiky, je obohacenf krmiva selat o biologicky
aktivni latky, které maji schopnost pozitivnd modulovat infekci nebo zénétlivou odpovéd ve
stfevé. Jednim ze slibnych kandid4td je vyuZiti vaje¢né melanZe, kterd kromé jiného obsahuje
také protilstky IgY, které jsou schopné interagovat s potencidlnimi patogeny nachézejicimi se ve
sttevé (Diraviyam aj., Effect of chicken egg yolk antibodies against diarrhea in domesticated
animals: a systematic review and meta-analysis. PLoS One, 2014, 9:¢99716.).

Kromé specifickych protildtek a nutriénich faktort (albumin, proteiny, lipidy, cukry a vitaminy
a minerély), vajitka obsahuji i n&které dalsi imunomodulujici latky, které se mohou pozitivnim
zplisobem podilet na tlumeni nechténé zan&tlivé odpovédi v disledku infekce (Choi aj., Anti-
inflammatory effects of egg white combined with chalcanthite in lipopolysaccharide-stimulated
BV2 microglia through the inhibition of NF-kB, MAPK and PI3K/Akt signaling pathways. Int. J.
Mol. Med., 2013, 31: 154-162.).

Ukolem technického feSeni je pipravit novy typ veterindmiho ptipravku, ktery by mél vhodné
antimikrobidlni a imunomodulaéni ¢inky zajidtujici ochranu hospodafskych zvifat, zejména
selat, pted poodstavovymi prijmy, a tim (¢inn& zamezovat thynu hospodéfskych zvifat, zejména
selat po jejich odstaveni.

Podstata technického fefeni

Pfedmétem predklddaného technického Feseni je veterinirn{ piipravek pro prevenci a 1é¢bu pri-
jmovych onemocnéni u zvifat, jehoZ podstata spoivé v tom, Ze obsahuje vaje¢nou hmotu obsa-
hujici imunoglobuliny tfidy IgY.

Veterindrni ptipravek miZe byt ve form¢ krmiva fortifikovaného vaje¢nou hmotou, ptisady do
krmiva, dietetického piipravku nebo koncentrétu, ktery miZe byt podivan samostatn€ nebo
s krmivem.

Vaje¢nou hmotou (n&kdy je téZ nazyvana vaje¢nou melanZf) je zde rozumen cely obsah slepitiho
vejce, tedy Zloutek i bilek, a to ve formé homogenizovaného obsahu slepiciho vejce, nebo vysu-
Seného homogenizovaného obsahu slepiéiho vejce. Suseni zvySuje trvanlivost, zlepuje sklado-
vatelnost a usnadiiuje dal§i manipulaci s pfipravkem.
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Imunoglobuliny IgY pfedstavuji tfidu imunoglobulini, jejichZ specifita je namifena proti hlavnim
patogennim mikroorganismiim schopnym vyvolat stfevni infekce u zvifat. Vedle nich ve vajetné
hmot€ se nachaz{ celd fada dal$ich imunomodulagnich a protizanétlivych latek.

Ve vyhodném provedeni je vaje¢nid hmota obsahujici imunoglobuliny tfidy IgY pfipravitelna
homogenizaci obsahu vajec slepic imunizovanych cilovymi patogennimi organismy, s vyhodou
imunizovanych oslabenymi cilovymi patogennimi organismy. Cilové patogenni mikroorganismy
mohou zahrnovat napiiklad enteropatogenni kmeny Escherichia coli a/nebo rotaviry. Takto se
zvy3f mnoZstvi a specificita IgY imunoglobulini obsaZenych v pfipravku.

IgY je hlavnim sérovym imunoglobulinem ve slepi¢im vejci. P¥i primé&mém obsahu IgY 60 aZ
100 mg/Zloutek (v zavislosti na stafi slepice) a snasce 300 vajec produkuje slepice 18 aZ 30 g IgY
za rok. Cilenou imunizac{ nosnic 1ze zvysit mnoZstvi specifickych protilatek, rozpoznavajicich
piisluné patogenni mikroorganismy a branic jim v jejich adhezi na povrch stfevni sliznice.

Ve vyhodném provedeni imunoglobuliny IgY zahrnuji specifické protilatky proti enteropatogen-
nim kmentim Escherichia coli a/nebo rotavirim. Takovy piipravek lze ziskat cilenou imunizaci
nosnic enteropatogennimi kmeny Escherichia coli a/nebo rotaviry.

Veterinarn{ pfipravek s vyhodou obsahuje 0,01 aZ 90 % hmotnostnich vajené hmoty, vyhodné&ji
1 aZ 10 % hmotnostnich. Dal$i slozky mohou zahrnovat piisady podporujici regeneraci a ochranu
stfeva, vitaminy, mineraly, a farmaceuticky a/nebo potravinafsky pfijatelné pomocné latky, jako
jsou krmiva, plniva, rozpoustédla a dalsi.

Ptipravek miiZe byt vyrdbén v riznych aplika¢nich formach, zejména v pevné, polotuhé, nebo
v tekuté formé&, napiiklad ve formé prasku, granulatu, pasty nebo emulze.

Veterinarn{ pfipravek miZe déle zahrnovat dalsi farmaceuticky u¢inné latky, napf. antibiotika
nebo sloudeniny zinku. .

Veterinarni piipravek podle pfedkladaného technického feSeni je vhodny pro prevenci a 1é€bu
prijmovych onemocnéni u zvifat, s vyhodou u savci, zejména u savéich mlad, at, napiiklad selat,
po odstavu.

Piiklad uskuteénéni technického Fejeni

Priprava antigenti pro imunizaci slepic

Pro imunizaci slepic byly pouZity bakteridlni kmeny Escherichia coli (E. coli) a praseli rotavirus
A. Detailnf popis virti i bakterii je uveden niZe.

Praseti rotavirus, katalogové &islo sbirky CAPM V-334, kmen OSU (taxonomické zafazeni: rod
Rotavirus, druh Rotavirus A, pivod kmene: prase, stfevo - trus a stfevni obsah selat s gastroente-
ritidou, zemé piivodu: USA).

Kultivace rotaviru

- bunéén4 linie fetdlnich opiéich (Cercopithecus aethiops) ledvin. MA-104, v monolayeru, kulti-
va¢ni médium DMEM (gluké6za 4,5 g/1, 8 az 10% FBS)

- aktivace rotaviru pfed infekci buné€k: zasobni virovou suspenzi nafedit 100x v DMEM s trypsi-
nem (10 pg/ml), inkubovat 1 hod/37 °C

- infekce bunék: slit kultivani médium, monolayer peélivé oplachnou dvakrat PBS, infikovat
aktivovanym virem (na 25 cm’ kultivaéni ldhev 0,5 ml viru), inkubovat 30 min/37 °C, doplnit
kultivaénim médiem DMEM (glukéza 4,5 g/1) s trypsinem (2 pg/ml)

- kultivace po 2 aZ 3 dny/37 °C do vytvoteni CPE na 80% monolayeru, zamrazit ve vodorovné
poloze v -80 °C, po rozmrazené f4dn& promichat a rozdé&lit do 1 ml alikvotd, uchovévat v hlubo-
komrazicim boxu pfi -80 °C
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Kvantifikace rotaviru

- metodou kvantifikaéni reverzn& transkripéni PCR v reélném &ase (RT-qPCT) v systému
LightCycler 480 II (Roche), kvantifikace je provadéna podle kalibra¢ni kiivky desetindsobného
fedén{ dsRNA, kter4 byla pfepséna ze specifického amplikonu genomu prasetiho rotaviru A,
kmen OSU. Vysledek je uvadén jako polet kopii genomu na 1 ml.

- extrakce virové RNA: TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, kat. &. T9424)
- jednokrokova RT-gPCR s vyuZitim QuantiF ast™ Probe RT-PCR (Qiagen, kat. & 204554)
- primery a sondy pouZité v RT-qPCR:
primer F: 5°-ATG CTC AAG ATG GAG TCT ACT C-3°
primer R: 5°-TCA TTG TAA TCA TAY TGA ATW CCC A-3¥’
sonda: FAM-ACA ACT GCA GCT TCA AAA GAA GTG T-BHQ
- program termocykleru
50 °C/10 min
95 °C/5 min
45x 95 °C/10 sec
60 °C/30 sec
- visledny potet kopif genomu RVA, kmen OSU: 2,16x10'° kopif genomu/pl
Vybér vhodnych kmenii E. coli
Bakterialni kmeny Escherichia coli pro p¥ipravu bakterinu pro imunizaci slepic:

kmeny 12548 (0149: Fdac), 8914 (O141: F18ac) - byly vybrény z divodu vysoké exprese ad-
hezinti (potvrzeno v testech vysycenim specifickymi antiséry) a kmeny 12640 (0149: F4/LT),
11758 (08: F18) z diivodi vysoké adherence (potvrzeno v testech adherence).

Zjistovdni mnoZstvi antigenu vysycovdnim antisér

- kultivace kment v 10 ml médiu (kmeny s antigenem F4 - médium MINCA, kmeny s antigenem
F18 - kaseinhydrolyzitové médium) 16 hod, pti 37 °C na tfepacce

- centrifugace narostlé kultury p¥i 15000 ot./20 min.

- slitf supernatantu, sediment rozsuspendovan v 1 ml daného antiséra fedéného 1:10

- zah¥4ti ve vodni 14zni 1 aZ 2 hod, pfi 40 °C

- centrifugace pfi 10000 ot./10 min.

- kontrola mnoZstvi antigenil ve vybranych kulturdch vysycenych antiséry na z4klad¢ aglutinace.
Testovani adherence

- kultivace kmentd v 5 ml médiu (kmeny s antigenem F4 - médium MINCA, kmeny s antigenem
F18 - kaseinhydrolyzitové médium) pies noc pii 37 °C na tfepalce

- inaktivace 10% vodnym roztokem fenolu

- centrifugace pti 8000 ot./10 min.

- sliti supernatantu, sediment rozsuspendovan v 2 ml PBS

- zméfen] hustoty narostlé kultury dle stupiii Mac Farlanda (vysledn4 hustota by méla byt 1,9)
Kultivace

- pFiprava narostlé kultury - do 5 ml média (kmeny s antigenem F4 - médium MINCA, kmeny
s antigenem F18 - kaseinhydrolyzitové médium) pfes noc na tfepa&ce pfi teploté 37 °C
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- naoCkovéni tekuté plidy (250 ml Minca ¢i kaseinhydrolyzatového média) 1/10 narostlé kultury -
kultivace pfes noc na tfepatce pfi teploté 37 °C

- kontrola &istoty - vyotkovani narostlych kultur na krevn{ agar, kontrola riistu bakterii a jejich
nasledna inaktivace 0,5% roztokem formalinu do nésledujictho dne

- po¢et CFU/ml na McConcey agaru (pfed inaktivaci)
012548 -5x 10°

0 8914-5x10°

0 12241 - 7,5x 10°

012640 -1,5 x 10°

011758-5x10°

- kontrola sterility - po inaktivaci 0,5% roztokem formalinu narostlych kultur vyo¢kovani 100 pl
narostlé kultury na krevni agar, kontrola riistu bakterii po 48 hod, a po 72 hod.

Zvifata, jejich imunizace

Slepice byly rozdéleny do 4 skupin po 3 zvifatech podle toho, kterym antigenem byly imunizo-
vény, 1. Skupina byla imunizovéna rotavirem v davce 4x 10" kopif na jedno zvife; 2. skupina
byla imunizovéana E. coli F4+, kmen 12640 (aglutinatné +) a 15548 (adheren¢né +), kazdy kmen
v davce 0,75 x 10° tzn. 1,5 x 10° CFU na jedno zvife; 3. skupina byla imunizovéna E. coli F18+,
kmen 8914 (aglutina&né +) a 11758 (adherenéng +), kazdy kmen v ddvce 0,75x 10° tzn. 1,5 x 10°
CFU na jedno zvife a 4. skupina byla imunizovana E. coli F4+, E. coli F18+, rotavirus; vysledna
imuniza&ni dévka celkem 1,5x 10° CFU na jedno zvife v ptipadé E. coli a 4x 10" kopif na jedno
zvife v pfipadé€ rotaviru.

¢asovy harmonogram:

den 0 imunizace piisluinymi antigeny + 50% FCA (Freundovo kompletni adjuvans), odbér séra
den 30 revakcinace s 50% FIA (Freundovo inkompletni adjuvans)

den 60 revakcinace s 50% FIA, odbér séra

den 120 revakcinace s 50% FIA

0Od 50. do 180. dne byla sbirdna vejce.

Imunizace

Imunizace byla provedena intramuskularné€. Vyskyt specifickych protilatek proti pfislu¥nym anti-
genim byl pozorovan po 180 dni. V pribéhu tohoto ¢asového intervalu byly sledovany hladiny
a specifita vytvofenych protildtek ELISA testy Western-blottem. Konkrétné v den 0, 30, 60, 72,
90, 104, 120, 150 a 180 po imunizaci ELISA metodou a v jednom pfipadé (60. den) Western
blottem.

Detekce imunitni odpovédi
ELISA

Pfitomnost protiltek byla stanovena metodou ELISA (capture ELISA) pomoci antigenti F4+
(fimbrie) kmen 11548 - K88 (F4) a F18 (fimbrie) kmen 8914 - F18ac, které byly ziskiny podle
nésledujictho postupu:

Priprava fimbrii F18

Bakterialni kmeny byly sklizeny do PBS a nésledné byly oddéleny fimbrie inkubaci suspenze pfi
60 °C po dobu 20 min. Bakterialni buiiky byly odstranény centrifugaci po dobu 20 min pfi 35000
x g, 4°C. Fimbrie byly vysrdZeny pfiddnim 20% v/v nasyceného siranu amonného. SraZenina
byla oddélena néslednou centrifugaci po dobu 45 min pfi 60000 g pfi 4 °C. Peleta byla resuspen-
dovana v PBS, pH 7,2 a dialyzovéana proti destilované vod& po dobu 24 hodin pfi 4 °C. Precipi-
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tace fimbrif byla opakovana v 10% v/v nasyceném siranu amonném. Testy specifity byly usku-
te¢nény pomoci Western-blottd. Tento test zahrnoval rozdéleni purifikovanych a nepurifikova-
nych extrakth a detekci specifickych antigent antiséry proti kompletnim bakteridinim buiikdm.

Priprava fimbrii F4

Pt{prava t&chto fimbrif se lidila od pfedchoziho postupu pouze pfidanim 2,5% kyseliny citronové
namisto nasyceného sfranu amonného.

Vlastni postup ELISA testu:

- vazba antigenu - antigen v koncentraci 1 pg/ml ve vazném karbonitovém pufru pH 9,6;
100ul/jamku, vazba pfes noc lednice, desky Maxisorp (Nunc)

- 5x promyti PBS + 0,05 % Tween 20
- blokace 60 min 0,5% kasein + 10% sachar6za

- vyfed&ni kontrol a vzorki - vySetfované vzorky a kontroly fedéné 100x a déle 3kové v fedicim
roztoku - PBS + 0,05% Tween 20 + 0,5% kaseinovy hydrolyzat

- inkubace 60 min, pfi pokojové teploté
- 5x promyti v PBS + 0,05% Tween 20

- konjugét anti-chicken IgY s kfenovou peroxidézou (Bethyl) fedény 60.000x v PBS+Tween 20
+ kaseinovy hydrolyzat, po 100 pl/jamku, 60 min, pokojova teplota

- 5x promyti v PBS + 0,05% Tween 20

- aplikace substratu - TMB Test-line po 100 pl/jamku, doba piisobeni 0 aZ 30 min.,
- stop 2M H,S0; 50 pl/jamku |

- méfeni pti 450 nm

Vysledky ELISA:

U viech testovanych skupin doglo k vyraznému vzestupu hladiny protilatek (anti-F4, anti F18,
anti-Rota) 30. den po imunizaci zvifat.

Western-blot

Pro detekci antigenu byla pouZita primarni protilatka ze séra slepic imunizovanych F4+ respek-
tive F18+ antigenem. Sérum zvifat pfed imunizaci bylo pouZito jako negativni kontrola. Séra
byla 300x fed&na v fedicim roztoku (PBS + 0,05% Tween 20 + 0,5% kaseinovy hydrolyzat). Jako
sekundarni protildtka byl pouZit peroxiddzovy konjugit krdli¢fho IgG proti slepi¢imu IgY
(Thermo Scientific). Sekundimi protilatka byla fedéna 3000x v fedicim roztoku (PBS + 0,05%
Tween 20 + 0,5% kaseinovy hydrolyzit). Pro vizualizaci blotu byl pouZit DAB
(3,3’diaminobenzidin). Proteiny o velikosti 25, 35 a 40 kDa, které byly technikou western-blot
detekovény jsou ve shod¢ s tidaji v literatufe.

rrrrr

Protizdn&tlivé Géinky vajedné melanZe byly testovany in vitro na modelu prasefich makrofagi
derivovanych z monocyti stimulovanych lipopolysacharidem. Monocyty byly z perifemni krve
3 prasat ziskany na z4klad® jejich schopnosti adherovat k plastovym povrchim. Po 6denni deri-
vaci byly makrofégy vystaveny G¢inku 4 riznych koncentraci vaje¢né melanZe a nésledné simu-
lovany lipopolysacharidem (1 pg/ml) po dobu 4 hodin. Jejich odpovéd’ na tuto stimulaci byla
stanovena na zdkladé tvorby prozanétlivych cytokini. Tvorba prozanétlivych cytokini IL-1beta.
IL-8 a TNFalfa byla stanovena na zikladé relativni kvantifikace obsahu mRNA. Jako referen¢ni
slouzil gen HPRT. Z vysledkd je patrny tlumivy efekt vajeéné melanZe na zanétlivou odpovéd
a to v zavislosti na davce.
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SuSeni vajeéné melanze

Vaje€nd hmota byla pfipravena homogenizaci vaje¢nych obsahi (bilek + Zloutek). Pfed samotnou
homogenizaci byla odstranéna vaje¢nd poutka (chaldzie) filtraci pfes gdzu. Homogenaty byly
riznymi zplisoby suSeny nebo lyofilizovany.

Na zékladé vysledki ELISA testi (stanoveni titrii protilitek) byla vybrana vejce s vysokym ob-
sahem protilatek. Z nich byla pfipravena vaje¢né melan?, kterd byla nasledné zmraZena a pozdgji
riznymi zplsoby susena:

melanZ smichana 1:1 s mikrocelul6zou a fluidné sulena vzduchem
melanZ smichéna 1:1 s mikrocelulézou a suSena vakuem

sprayové suseni 155 °C/65 °C (teplota vzduchu/teplota produktu)
sprayové suseni 170 °C/70 °C

sprayové susenf 180 °C/75 °C

sprayové suseni 200 °C/80 °C

lyofilizace

Vliv susenf na zachovéani funkce specifickych protilatek byl ovéfen pomoci vySe popsané metody
ELISA. Z vysledki je patrné, Ze riizné postupy suseni vajené hmoty maji maly vliv na vysledné
mnoZstvi protilatek. Pokud dochazelo ke ztratam, pak jen pfi fluidnim su$eni vzduchem.

Priklady pFipravy krmiva obsahujiciho vajecnou melanZ s obsahem protildtek IgY proti E. coli
a rotavirum, pFipravenou postupem popsanym vyse.

Ptiklad 1

Byly pfipraveny tfi varianty obohaceného krmiva pro selata. SuSena vajeéné melanZ byla mecha-
nicky pfimichéna do sypké krmné smési pro selata v objemu 0,1, 5 a 10 % celkového vahového
objemu krmné smési.

Pfiklad 2

Byly pfipraveny &tyfi Varianty veterindrniho pfipravku. SuSena vajedna melanZ byla smichdna
s palmovym olejem tak, aby jeji zastoupeni v hotovém produktu (krmné pasta) odpovidalo 0,001,
40, 70 a 90 hmotnostnich procent, vztaZeno k celkové hmotnosti pfipravku.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Veterinamni pfipravek pro prevenci a 1é¢bu prijmovych onemocnéni u zvifat, vyzna-
¢eny tim, Ze obsahuje vajenou hmotu obsahujici imunoglobuliny tfidy IgY.

2.  Veterinarni pfipravek podle naroku 1, vyznadeny tim, Ze je ve form& krmiva
fortifikovaného vaje¢nou hmotou, p¥isady do krmiva, dietetického pfipravku nebo koncentratu
pro poddvani samostatné nebo s krmivem.

3.  Veterinarni piipravek podle kteréhokoliv z pfedchazejicich nirokii, vyzmnadeny
tim, Ze vaje¢nd hmota je ve formé& homogenizovaného obsahu slepitiho vejce, nebo vysue-
ného homogenizovaného obsahu slepi¢iho vejce.

4.  Veterinami pfipravek podle kteréhokoliv z pfedchazejicich niroki, vyznaéeny
tim, Ze vajetnd hmota obsahujici imunoglobuliny tfidy IgY je pfipravitelnd homogenizaci ob-
sahu vajec slepic imunizovanych cilovymi patogennimi organismy, ptipadné oslabenymi.
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5.  Veterinamni pifpravek podle kteréhokoliv z piedchézejicich narokl, vyznadenmy
tim, Ze imunoglobuliny IgY zahmuji specifické protilatky proti enteropatogennim kmenim
Escherichia coli a/nebo rotavirim.

6.  Veterinarni pfipravek podle kteréhokoliv z pfedchdzejicich nirokli, vyzmnadeny
tim, Ze obsahuje 0,01 aZ 90 % hmotnostnich vaje¢né hmoty, vyhodnéji 1 a% 10 % hmotnost-
nich.

7.  Veterinarni pfpravek podle kteréhokoliv z pfedchézejicich nirokl, vyznadeny
tim, Ze dile obsahuje piisady podporujici regeneraci a ochranu stfeva, vitaminy, mineraly,
a farmaceuticky a/nebo potravinifsky piijatelné pomocné latky, jako jsou krmiva, plniva, roz-
poustédla a dalsi.

8.  Veterinarni piipravek podle kteréhokoliv z pfedchazejicich nidrokdi, vyznadeny
tim, Zeje ve formé pragku, granuldtu, pasty nebo emulze.

9.  Veterinarni pfipravek podle kteréhokoliv z pfedchézejicich narokid, vyznadleny
tim, Ze dile obsahuje antibiotika a/nebo sloueniny zinku.

Konec dokumentu
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