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Veterinarni dieteticko-nutri¢ni pripravek pro zvySeni specifické odolnosti zviirat proti
infekci pivodcem paratuberkulézy

Oblast techniky

Predpokladané technické teSeni poskytuje veterinarni dieteticko-nutricni ptipravek pro zvyseni
predevsim specifické odolnosti zvifat ohrozenych infikovanim ptivodcem paratuberkuldzy.

Dosavadni stav techniky

Paratuberkuldza je chronické infekéni onemocnéni prezvykavci, které se v nasSich chovech skotu
v poslednim Ctvrtstoleti znacné rozsifilo a stalo se tak zavaznym hospodarskym problémem.
Puvodcem tohoto onemocnéni je bakterie Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP).
Ze vsech veékovych kategorii vystavenych MAP jsou nejvnimavéjs$i novorozeni jedinci, a dale
telata v prvnich tydnech Zivota (Windsor P.A. and Whittington R.J., Vet. J. 2010, 184:37-44).
Nejvyznamnéj$i vstupni branou infekce je zazivaci trakt, zejména tenké stievo, resp. ileum.
Hlavni dva zdroje jsou MAP obsazena piimo Vv kolostru a mléku infikovanych krav a dale MAP
ze zevniho prostiedi. Alimentarni pfenos je omezen jen na relativné kratkou dobu po narozeni.
Navic ¢im vétsi infekéni davkou MAP a ¢im Casnéji se telata nakazi, tim dfive u téchto zvirat
propuknou ptiznaky nemoci. Zakladnimi preventivnimi kroky je omezeni kontaktu cerstvé
novorozeného telete s puvodcem onemocnéni. Praktickd doporueni proto spocivaji v jejich

24

wrvr

co nejrychlejs$im pfevedeni na nahradni mlé¢nou vyzivu zajiStovanou provéfenymi susenymi
mléénymi smésmi. Jakkoliv je popsany postup vétSinou ucinny, jeho striktni dodrzeni je v
podminkéch hromadné zivocisné vyroby jen obtizné dosazitelné.

Ukolem navrhovaného dieteticko-nutri¢niho piipravku je pomoci co nejlépe prekonat kritické
obdobi nejvyssiho rizika infikovani novorozeného telete v dobé mezi jeho narozenim a
ukoncenim kolostralni (pfip. mlé¢né) vyzivy predev§im omezenim rizika ¢i miry jeho infikovani
per os.

Podstata technického feSeni

Predmétem piedkladaného technického feSeni je veterinarni dieteticko-nutri¢ni pfipravek pro
zvySeni predevsim specifické odolnosti zvifat proti paratuberkuldéze v infikovanych chovech.
Podstata tohoto feSeni spociva v tom, ze ptipravek obsahuje vaje¢nou hmotu, v niz jsou pfitomny
specifické IgY protilatky proti MAP.

Veterinarni ptipravek mtize byt obecné ve formé krmiva fortifikovaného vaje¢nou hmotou nebo
ptisady do krmiva, tj. dietetického piipravku nebo dietetického koncentratu, konkrétné pak
predevsim ve formé kolostra fortifikovaného vaje¢nou hmotou, nahrazky kolostra fortifikované
vaje¢nou hmotou, mléka fortifikovaného vaje¢nou hmotou, mlécné krmné smési fortifikované
vaje¢nou hmotou.

Dieteticky ptfipravek mize byt podavan samostatné, dieteticky koncentrat s kolostrem nebo
mlékem nebo jejich ndhrazkami, pfipadné i s jinym krmivem.

Vajecnou hmotou (nékdy je téZ nazyvana vajecnou melanzi) je rozumén cely obsah slepiciho
vejce, tedy zloutek i bilek, a to ve formé homogenizovaného obsahu, nebo vysuSeného
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homogenizovaného obsahu. SuSeni zvySuje trvanlivost, zlepSuje skladovatelnost a usnadnuje
dal8i manipulaci s pfipravkem.

IgY je hlavnim sérovym imunoglobulinem ve slepi¢im vejci. Pfi primémém 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. Obecné cilenou imunizaci nosnic Ize zvysit mnozstvi specifickych protilatek, které budou
rozpoznavat piislusné patogenni mikroorganismy a branit jim v jejich adhezi na povrch stfevni
sliznice a v pronikani do hlubsich vrstev stfevni stény.

Vajecna hmota se specifickymi IgY protilatkami proti MAP je pfipravitelnd imunizaci slepic
bakteridlnim kmenem Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis, a zpracovanim vajec
téchto slepic homogenizaci a poptipad€ i suSenim.

Specifické imunoglobuliny IgY jsou namitfeny proti MAP, kter¢ infikuji zvife pies stfevni sténu,
v niz pozd¢€ji vyvolavaji granulomatozni zanét, hlavni pficinu chronickych prijmi a néslednych
ztrat. Vedle specifickych protilaitek se ve wvajecné hmoté nachdzi celd ftada dalSich
imunomodulac¢nich a protizanétlivych latek, coz je prospésné pro zvyseni imunity zvifat, jimz je
ptipravek podavan.

Podstatou navrhovaného ptipravku je, Ze nutriéni a biologické potieby novorozenych zvifat
saturované kolostrem, nahrazkami kolostra a mlékem, resp. suSenou mlé¢nou krmnou smési, jsou
dopliiovany vajecnou hmotou obsahujici specifické IgY protilatky proti MAP. Jejich pfitomnost
ve stfevé zajisti neutralizaci infekCnich agens a potencidlné omezi prostup MAP pies stievni
sténu. IgY protilatky jsou sérové protilatky ptakt (jejich ekvivalentem u savci jsou protilatky
ttidy IgG; nazev IgY je odvozen od anglického yolk - zloutek), které jsou v prubéhu ovogeneze
koncentrovany ve vajeénych Zloutcich; béhem prvnich dnii Zivota pak chrani vylihnuta ptacata
pted infekci z prostiedi. Jejich pritomnost ve Zloutkovém vaku vyvijejiciho se ptaciho zarodku a
pozdéji v krvi vylihnutych ptacat je evolucné starsi obdobou kolostralni imunity zndmé u savcd.
Specifické protilatky ve vajecnych zloutcich jsou vysledkem kontaktu dospélych ptaka se zevnim
prostiedim a jejich reakci na infekéni agens v ném piitomné. IgY protilatky proti MAP je
neutralizuji — bréni jejich adhezi na povrchy hostitelskych bunék.

Kromé specifickych protilatek a nutri¢nich faktor (albumin, proteiny, lipidy, cukry, vitaminy
a mineraly), vaje¢na hmota obsahuje i nékteré dals$i imunomodulujici latky, které se mohou
pozitivnim zptisobem podilet na tlumeni nechténé zanétlivé odpovédi v dusledku infekce (Choi
E.A. et al, Int. J. Mol. Med., 2013, 31:154-162) a napomahat rozvoji stfevni sliznice
novorozenych zvitat. Biologicky aktivni latky obsazené ve vejcich, stejné jako v sav¢im kolostru,
svym vyznamem pro vyvoj novorozeného jedince daleko piekracuji prostou nutri¢ni hodnotu
téchto krmiv.

Zatazeni dieteticko-nutri¢niho pfipravku do vyzivy novorozenych telat ohroZenych c¢asnou
infekci MAP nejen zvySuje specifickou odolnost telat vici infekci MAP ¢i potencialné brani
specifické infekci, ale je i vhodnym biologicky aktivnim doplitkem kolostralnich a mléénych
nahrazek.

Veterinarni dieteticko-nutri¢ni pfipravek obsahuje 0,1 az 100 % hmotnostnich vajecné hmoty,
vyhodngji 1 az 15 %.

Veterinarni dieteticko-nutricni pfipravek dale mize zahrnovat piisady podporujici ochranu
a regeneraci stieva, vitaminy, mineraly, a farmaceuticky a/nebo potravinaisky piijatelné pomocné
latky, jako jsou krmiva, plniva, rozpoustédla a dalsi.

Veterinarni dieteticko-nutri¢ni piipravek muze dale zahrnovat dalSi farmaceuticky ucinné latky,
napf. antimikrobika, probiotika, prebiotika apod.
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Ptipravek muze byt v riznych aplika¢nich formach, zejména v pevné, polotuhé, nebo v tekuté
formé, napiiklad ve formé prasku, granulatu, pasty nebo emulze.

Veterindrni dieteticko-nutricni piipravek podle predkladdaného technického feSeni je vhodny
predevsim pro zvyseni specifické odolnosti telat proti infekci MAP a jeho zkrmovani mtze byt
vhodnou soucasti systému preventivnich opatfeni zaméfenych na omezeni pienosu ptvodcl
paratuberkul6zy prezvykavct v chovech postizenych touto infekei.

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Priprava antigenu pro imunizaci slepic

Pro imunizaci slepic byl pouzit bakteridlni kmen Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis.

Detailni popis bakterie: Terénni izolat MAP 7072, kmen izolovany z infikovaného zvitete
(taxonomické zatazeni: rod Mycobacterium, druh Mycobacterium avium), ptivod kmene: jelen
bily, plicni mizni uzlina, zvife s diseminovanou paratuberkul6zou, zemé ptivodu: CR.

Kultivace MAP

+  Kultivace na pevném Herroldové médiu s piidavkem antibiotik (PANTA; koncentrace dle
instrukci vyrobce) a Mykobaktinu J (1 mg/1).

*  Kultivace 3 tydny / 37 °C do vytvoreni nariistu bakterialni hmoty.
Kvantifikace MAP
*  Metodou duplexni kompetitivni kvantifikacni PCR v redlném case (qPCR) s interni
amplifikacni kontrolou v systému LightCycler 480 II (Roche). Kvantifikace je provadéna podle
kalibracni ktivky desetinasobného fedéni plazmidového standardu. Vysledek je uvadén jako
pocet kopii genomu.
*  Uvolnéni DNA z bunék: lyze pti 100 °C po dobu 20 min.
*  PCR s vyuzitim DyNAmo™ Probe qPCR Kit
*  Program termocykleru

o 95°C/15 min

o 47x  95°C/5s

60 °C/40 s

Priprava antigenu pro imunizaci
Narostla kultura MAP byla homogenizovana pomoci sklenénych kulicek ve fyziologickém

roztoku do dosazeni ODgoo 2,94, coz odpovidd koncentraci 100 bakterii/1 ml. Nasledovala
sterilizace pti 120 °C po dobu 30 minut.
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Zvirata, jejich imunizace

Osm kufic ve véku Sestnact tydnd bylo vakcinovdno teplem inaktivovanymi bakteriemi MAP
o koncentraci 3.10°/ml v davce 1ml/kufici intramuskularng.

Vakcina¢ni schéma a ¢asovy harmonogram praci:

* den0 -imunizace MAP s 50% FCA (Freundovo kompletni adjuvans), odbér krve,
 den21 -1.revakcinace MAP s 50% FIA (Freundovo inkompletni adjuvans),

e den 28 - odbér krve,

* den 62 -2.revakcinace MAP s 50% FIA,

Sbér vajec od 35. dne.

Detekce imunitni odpovédi

Pritomnost specifické imunitni odpovédi na aplikaci inaktivovanych bakterii MAP byla
sledovana v séru kutic, pozdégji slepic a ve vodné frakci zloutkll od nich pochazejicich metodou
ELISA (capture ELISA), a to pomoci celych inaktivovanych bakterii MAP adherovanych na
povrch polystyrenovych mikroploten.

Priprava séra kuric, pozdéji slepic

Od kutic, pozd¢ji slepic byla odebirana krev z kiidla (vena cutanea ulnaris) v mnozstvi cca 2 ml
do zkumavek. Krev byla po odbéru ponechiana 2 hodiny pii pokojové teplot¢ a nasledné
centrifugovana 15 minut pfi 1500 otackach za minutu a sérum bylo stazeno do zkumavek typu
Eppendorf. Vzorky byly uschovany v mraznicce pfi teplote -20 °C.

Priprava vodné frakce zloutkii

Jeden gram zloutku se smichal s 10 ml destilované vody, smés byla homogenizovana §lehanim
a ponechana 12 hodin v teploté 4 °C. Poté byla smes centrifugovana 30 min pii 3500 otackach za
minutu. Supernatant s obsahem IgY byl pro vySetteni ELISA testem uschovan v chladnicce, poté
uchovavan v mrazniéce pfi teplote -20 °C.

Viastni postup ELISA testu

s vazba antigenu - antigen MAP 7072 v koncentraci 1x10%ml ve vazném karbonatovém pufru
pH 9,6; 100 pl / jamku, vazba 16 hodin, pfi teploté 4-8 °C, desky Maxisorp (Nunc),

*  5xpromyti PBS + 0,05% Tween 20,

e  blokace 30 min 0,5% kasein + 10% sacharoza,

* vyfedéni kontrol a vzorkll — vySetfované vzorky krevniho séra a vodné frakce Zzloutkl
a kontroly fedéné 100x a dale 3kové v fedicim roztoku — PBS + 0,05% Tween 20 + 0,5%

kaseinovy hydrolyzat,

* inkubace 60 min pfi pokojové teplote,
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*  S5xpromyti v PBS + 0,05% Tween 20,

*  konjugat anti-chicken IgY s kfenovou peroxidazou (Bethyl) fedény 20.000% v PBS + Tween
20 + kaseinovy hydrolyzat, po 100 pl /jamku, 60 min pokojova teplota,

*  5Sxpromyti v PBS + 0,05% Tween 20,
»  aplikace substratu — TMB Test-line po 100 pl /jamku, doba pisobeni 0 az 30 min,
*  stop 2M H,S04 50 pl/jamku,

*  méfeni pti 450 nm.

Vysledky ELISA:

U imunizovanych zvifat do§lo v séru i ve vodné frakci zloutkd k vyraznému vzestupu hladiny
protilatek proti MAP dolozenému 28., resp. 35. den po zacatku imunizace (tabulka 1).

Tabulka 1 Hladiny protilatek pro MAP vséru a vodné frakei zloutku kufic, resp. slepic
imunizovanych MAP stanovenych ELISA testem (absorbance)

Sérum Vodna frakce Zloutku
Redeni | S1ePY ?/‘;grs;z Zvite1 | Zvite2 | Zvife3 | Smésny vzorek | Smésny vzorek
vzorek den 0 den28 | den28 | den 28 den 0 den 35
100x 0,050 0,131 2,082 1,720 2,110 0,116 2,027
300x 0,046 0,073 2,021 1,572 1,931 0,069 1,736
1000x 0,046 0,060 1,694 1,505 1,756 0,062 1,525
3000x 0,047 0,052 1,622 1,313 1,334 0,052 1,170

Na zéklad¢ vysledki ELISA testi bylo zvoleno obdobi sbéru vajec s vysokym obsahem
protilatek od 35. dne, tj. 14 dni po 1. revakcinaci.

Priprava a suseni vajecné melanze

Vaje¢na hmota byla ptipravena homogenizaci vajecnych obsahi (bilek + Zloutek). Pied samotnou
homogenizaci byla odstranéna vaje¢na poutka (chalazie) filtraci pfes gazu. Vaje¢na melanz byla
nasledné zmrazena. Pozdé&ji byly homogenaty riznymi zplisoby suseny nebo lyofilizovany:

e melanz smichana 1:1 s mikroceluldézou a fluidné suSena vzduchem,

e melanz smichana 1:1 s mikrocelul6ézou a suSena vakuem,

*  sprejové suseni 155 °C/ 65 °C (teplota vzduchu / teplota produktu),

*  sprejové suSeni 170 °C/ 70 °C,

*  sprejové suseni 180 °C/ 75 °C,
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*  sprejové suSeni 200 °C / 80 °C,
+ lyofilizace.

Vliv suseni na zachovani funkce specifickych protilatek byl ovéfen pomoci vySe popsané metody
ELISA. Z vysledkd uvedenych v tabulce 2 je patrné, Ze rizné postupy suseni vajecné hmoty
nemaji zasadni vliv na vysledné mnozstvi protilatek a Ize proto pouzit kterykoli z uvedenych
zpusobu.

Tabulka 2 Hladiny protilatek proti MAP ve vajecné melanzi pfi riznych zptisobech jejiho suseni
a lyofilizaci stanovenych ELISA testem (absorbance)

Melanz s celul6zou Sprejové suseni Lyofilizace | Nativni | Slepy
1:1, fluidni suseni’ melanz | vzorek

Redéni | Vzduch | Vakuum | 155/65°C | 170/70°C | 180/75°C | 200/80°C
100x 1,577 1,536 1,455 1,507 1,359 1,471 1,438 1,540 0,065
300x 1,208 1,177 1,232 1,259 1,160 1,419 1,295 1,502 0,058
1000x 0,810 0,771 0,834 0,842 0,793 0,985 0,902 0,967 0,050
3000x 0,396 0,410 0,424 0,493 0,409 0,519 0,518 0,579 0,048

! dvojita navazka
Testovani protizanétlivych ucinkii vajecné melanze

Protizanétlivé ucinky vajecné melanze byly testovany in vitro na modelu prasecich makrofagi
derivovanych z monocytti stimulovanych lipopolysacharidem. Monocyty byly z periferni krve tii
prasat ziskany na zaklad¢ jejich schopnosti adherovat k plastovym povrchiim. Po 6denni derivaci
byly makrofagy vystaveny ucinku 4 riznych koncentraci vajecné melanze a nésledné
stimulovany lipopolysacharidem (1 pg/ml) po dobu 4 hodin. Jejich odpoved’ na tuto stimulaci
byla stanovena na zakladé tvorby prozanétlivych cytokind. Tvorba prozanétlivych cytokind IL-
Ibeta, IL-8 a TNFalfa byla stanovena na zaklad¢ relativni kvantifikace obsahu mRNA. Jako
referen¢ni slouzil gen HPRT. Z vysledki uvedenych v tabulce 3, které jsou relativizovany k
reakci kontrolnich bunék neosetfenych melanzi, je patrny tlumivy efekt vaje¢né melanze na
zanétlivou odpoveéd,, a to v zavislosti na davce, resp. jeji koncentraci.

Tabulka 3 Relativni exprese mRNA (%) pro TNF-alfa, IL-1beta a IL-8 jako odpovéd’ makrofagn
derivovanych z monocytt po stimulaci lipopolysacharidem po pfedchozim oSetieni
4 koncentracemi vaje¢né melanze

Koncentrace
vajecné melanze
(%) Prase 1 Prase 2 Prase 3 Priamér

TNF 0 100 100 100 100
0,02 105 98 101,9 101,6

0,2 90 56,7 82,7 76,5

2 60 63,2 64,6 62,6

20 58,2 51 46 51,7

1L1 0 100 100 100 100
0,02 103,1 1138 102,6 106,5

0,2 93 96,6 94,6 94,7

2 87,6 73 67,8 76,1

20 56,9 66,1 62 61,7

IL8 0 100 100 100 100
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0,02 108,7 96,1 88,1 97,6
0,2 82,4 92,4 83,9 86,2
2 79,8 77,1 84,3 80,4
20 66,9 72,4 59,2 66,2

Skupiny dieteticko-nutricnich pripravkii

Byly pfipraveny dvé skupiny dieteticko-nutri¢nich piipravki s vajecnou melanzi obsahujici
specifické IgY protilatky proti MAP:

Skupina 1 Ptipravky ptedstavujici specificky obohacend krmiva
Ptipravek 1 ~ SuSené kolostrum s vajecnou melanzi

Sprejové suSena (100%) vajeéna melanz obsahujici specifické IgY protilatky byla
mechanicky pfimichana do komercné vyrabéného suSeného kolostra v objemu 10 %
celkového hmotnostniho objemu ptipravku.

Pripravek 2 SuSena mlé¢na krmna smes s vaje¢nou melanzi

Sprejové suSend (100%) vajecna melanz obsahujici specifické IgY protilatky byla
mechanicky pfimichana do komerc¢né vyrabéné susené mlécné krmné smési v objemu 10 %
celkového hmotnostniho objemu ptipravku.

Skupina2  Ptipravek ptedstavujici koncentrat
Ptipravek 3  Sprejove suSend vajecna melanz
Sprejove susend (100%) vajecnd melanz s obsahem specifickych IgY protilatek proti MAP.
Ptipravek 4  Fluidn€ suSena vajecna melanz

Fluidné vzduchem suSené vajecna melanz s obsahem specifickych IgY protilatek proti MAP.
Slozeni: Fluidné¢ suSend vajecna melanz (50 % hmotnostnich, mikroceluléza (50 %
hmotnostnich).

NAROKY NA OCHRANU

1. Veterinarni dieteticko-nutri¢ni pfipravek pro zvySeni specifické odolnosti zvifat proti infekci
puvodcem paratuberkul6zy, vyznaceny tim, zZe obsahuje vaje¢nou hmotu obsahujici specifické
IgY protilatky proti Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, pti¢emz vajecna hmota tvori
0,1 az 100 % hmotnostnich ptipravku.

2. Veterinarni dieteticko-nutri¢ni ptipravek podle naroku 1, vyznaceny tim, ze je ve formé
vybrané z krmiva fortifikovaného vaje¢nou hmotou, pfisady do krmiva, dietetického piipravku,
dietetického koncentratu, kolostra fortifikovaného vajecnou hmotou, ndhrazky kolostra
fortifikované vajecnou hmotou, mléka fortifikovaného vajecnou hmotou, mlécné krmné smeési
fortifikované vaje¢nou hmotou.

3. Veterinarni dieteticko-nutri¢ni pfipravek podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd,
vyznaceny tim, Ze vaje¢na hmota je ve formé homogenizovaného celého obsahu slepi¢iho vejce,
nebo vysuseného nebo lyofilizovaného homogenizovaného celého obsahu slepi¢iho vejce.
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4. Veterinarni dieteticko-nutriéni piipravek podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd,
vyznaceny tim, Ze vajeCna hmota obsahujici specifické IgY protilatky proti Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis je pripravitelna imunizaci slepic bakterii Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis, s vyhodou alespot dvéma imunizacemi slepic uvedenou bakterii;
a naslednym zpracovanim vajec téchto slepic homogenizaci a poptipad€ i susenim ¢i lyofilizaci.

5. Veterindrni dieteticko-nutricni piipravek podle kteréhokoliv z ptfedchazejicich narokd,
vyznaceny tim, Ze vajecna hmota tvoii 1 az 15 % hmotnostnich piipravku.

6. Veterinarni dieteticko-nutricni pfipravek podle kteréhokoliv z pfedchazejicich naroki,
vyznafeny tim, ze dale obsahuje slozky vybrané ze skupiny zahrnujici pfisady podporujici
ochranu aregeneraci stieva, vitaminy, mineraly, antimikrobika, probiotika, prebiotika
a farmaceuticky a/nebo potravinaisky piijatelné pomocné latky.

7. Veterinarni dieteticko-nutri¢ni pfipravek podle kteréhokoliv z predchazejicich narokd,
vyznaceny tim, Ze je ve form¢ prasku, granulatu, pasty nebo emulze.
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