OVERENA TECHNOLOGIE

Veterinarni dieteticky pripravek
fortifikovany vajeénou
hmotou obsahujici protilatky IgY
specifické proti Escherichia coli
a rotavirum

MVDr. Josef Krejci

MVDr. Jan Bernardy, Ph.D.
MVDr. Monika Zouharova, Ph.D.
MVDr. Martin Faldyna, Ph.D.

4796

2017



Ovérena technologie 4796/2017

Veterinarni dieteticky pripravek fortifikovany vajecnou hmotou obsahujici

protilatky 1gY specifické proti Escherichia coli a rotavirim

Autofri:

MVDr. Josef Krej¢i

MVDr. Jan Bernardy, Ph.D.
MVDr. Monika Zouharova, Ph.D.

MVDr. Martin Faldyna, Ph.D.

Vyzkumny ustav veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i., Hudcova 296/70, Brno

Ovéfena technologie byla vyvinuta vramci projektd Ministerstva zemédélstvi CR
(QJ1310258 a RO0517) a projektu Ministerstva $kolstvi, mladeze a tdlovychovy CR NPU-I

LO1218.

ISBN 978-80-88233-26-8



Technickd dokumentace

4

Ucel pouZiti:

Krmivo slouzici k prevenci nebo podptrné 1€€bé poodstavovych priymi u selat.

Popis vyrobku:

Veterinarni krmny piipravek, ktery ma vhodné antimikrobialni a imunomodulaé¢ni Géinky
slouzici k ochrané hospodatskych zvitat, zejména selat, pfed poodstavovymi prijmy, a tim
omezeni Uhynt hospodafskych zvirat, zejména selat po jejich odstaveni, nebo nutnosti pouzit

antimikrobialni 1é¢bu nebo suplementaci krmné davky oxid\ zinku.

Jedna se o granulovanou krmnou smés s obsahem zejména psenice, jeCmene a extrahovaného
sojového Srotu, kterd je obohacena o 0,8% susené vajecné melanze, ktera byla vyrobena
z vajec snesenych nosnicemi, které byly imunizovany antigeny z bakterie Escherichia coli a

rotaviru.

Vyvoj a vyroba této krmné smési reaguje na stupiiyjici se tlak na omezeni pouzivani

antibiotik nebo oxidu zinku.

Podminky vyroby:

Imunizace nosnic

Pro imunizaci slepic byly pouZity bakterialni kmeny Escherichia coli (E.coli) a praseci

rotavirus A.

Praseci rotavirus, katalogové cCislo sbirky CAPM V-334, kmen OSU (taxonomické zatazeni:
rod Rotavirus, druh Rotavirus A, puvod kmene: prase, stievo - trus a stfevni obsah selat

s gastroenteritidou, zemé ptivodu: USA).



Kultivace rotaviru:

bunééna linie fetalnich opic¢ich (Cercopithecus aethiops) ledvin, MA-104,
v monolayeru, kultivaéni médium DMEM (glukoéza 4,5 g/1, 8-10% FBS)

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

infekce bunck: slit kultivatni médium, monolayer peclivé oplachnou dvakrat PBS,
infikovat aktivovanym virem (na 25 cm? kultiva¢ni lahev 0,5 ml viru), inkubovat 30
min/37°C, doplnit kultivatnim médiem DMEM (glukéza 4,5 g/l) s trypsinem (2
Hg/ml)

kultivace do 2-3 dny/37°C do vytvoifeni CPE na 80% monolayeru, zamrazit ve
vodorovné poloze v -80°C, po rozmrazené fadné promichat a rozdélit do 1 ml
alikvotii, uchovavat v hlubokomrazicim boxu pfti -80°C

metodou kvantifikaéni reverzné transkripéni PCR vredlném cCase je provadéna

kvantifikace podle kalibra¢ni kiivky.

Bakterialni kmeny Escherichia coli, 12548 (0149: F4ac) a 8914 (0141: F18ac) z davodu
vysoké exprese adhezinti a kmeny 12640 (0149: F4/LT) a 11758 (0O8: F18) z davodi vysoké
adherence.

Kultivace Escherichia coli:

ptiprava narostlé kultury — do 5 ml média (kmeny s antigenem F4 - médium MINCA,
kmeny s antigenem F18 - kaseinhydrolyzatové médium) pfes noc na tfepacce pii
teploté 37°C

naoc¢kovani tekuté ptdy (250 ml Minca ¢i kaseinhydrolyzatového média) 1/10 narostlé
kultury — kultivace pies noc na tiepacce pii teploté 37°C

kontrola Cistoty — vyockovani narostlych kultur na krevni agar, kontrola ristu bakterii
a jejich nasledna inaktivace 0,5% roztokem formalinu do nasledujiciho dne

kontrola sterility — po inaktivaci 0,5% roztokem formalinu narostlych kultur

vyocCkovani 100 ul narostlé kultury na krevni agar, kontrola riistu bakterii po 48 hod. a
po 72 hod.



Intramuskularni imunizace nosnic ve véku 16 tydnu.
Imunizaéni davka obsahuje E.coli F4+ a E.coli F18+ (1,5%10° CFU na jedno zviie) a

rotavirem (4x10'* kopii na jedno zviie).

den 0 antigeny + 50 % Freundova kompletniho adjuvans

den 30 antigeny + 50 % Freundova inkompletniho adjuvans
den 60 antigeny + 50 % Freundova inkompletniho adjuvans
den 120 antigeny + 50 % Freundova inkompletniho adjuvans

SuSeni vajeéné melanze

Vejce mohou byt sbirana od zacatku snasky. Vajecna hmota je pfipravena homogenizaci
vajeCnych obsaht (bilek + Zloutek). Pfed samotnou homogenizaci byla odstranéna vaje¢na
poutka (chalazie) filtraci pies gazu.

Homogenaty je nutné susit sprejovym sudenim v rozsahu teplot 155-200 °C (vzduch) a 65-
80 °C (produkt).

Kontrola kvality vajeéné melanze:

Obsah protilatek ve vajecné melanzi se kontroluje pomoci metody ELISA podle postupu:

e vazba antigenu - antigen v koncentraci 1 pg/ml ve vazném karbonatovém pufru pH
9,6; 100 pl / jamku, vazba ptes noc lednice, desky Maxisorp (Nunc)

e 5x promyti PBS + 0,05 % Tween 20

e Dblokace 60 min 0,5 % kasein + 10% sacharoza

e vyfedéni vzorkt 100x a dale 3kové v fedicim roztoku — PBS + 0,05 % Tween 20 +
0,5 % kaseinovy hydrolyzat

e inkubace 60 min pii pokojové teploté

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

e konjugat anti-ChlgY (Bethyl) s kienovou peroxidazou fedény 60 000, 100 pl
/jamka, 60 minut pii pokojové teploté

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

e aplikace substradtu — TMB (Test-line), 100 ul /jamku, doba ptisobeni 0 - 30 min.

e zastaveni reakce pfidanim 2M H2SO4 50 pl/jamku

e mg¢ieni pii 450 nm



Pfiprava granulovaného veterinarniho dietetického pfipravku

e jednotlivé komponenty, pouzité na piipravu granulovaného veterinarniho dietetického
ptipravku jsou na vstupu kontrolovany podle definovanych specifikaci
e piiprava sypké homogenni smési:
0 navézeni sypkych komponent s piesnosti na 0,5%
O uprava velikosti ¢astic U zrnin Srotovanim
0 nadavkovani do michaciho zafizeni
0 homogenizace v michacim zafizeni DDMA40
= doba homogenizace suchych komponent 3 minuty
= nastiik kapalnych komponent
= michani kompletni smési 3 minuty
e granulace sypké smési
0 homogenni sypka sm¢s je napafovana a michana
o vlastni granulace - protlaceni pfes matrici (2,3mm)
o chlazeni
0 sitovani
e baleni na pytlovaci lince do papirovych pytli s PE nastifikem (25 kg) opatifenych

etiketou a uzavieni pytle Sitim



Finalni sloZeni veterinarniho dietetického pripravku:

pSenice, jeCmen, extrahovany sojovy srot 48 %, rybi moucka, susena syrovatka, sojovy olej,
mouka krmna pSeni¢na, chlorid sodny, L-lyzin, L-threonin, D-, L-methionin, L-tryptofan,

premix dopliikkovych latek.

Obsah v 1 kg:

Analytické slozka

Ca % 0,57

P % 0,60
Na % 0,27
hruby protein % 19,72
hrube oleje a tuky % 6,45
hruby popel % 4,58
hruba vldknina % 3,06
Vitaminy

vitamin A m.j. 16.000
vitamin D3 m.j 1.920
Alfatokoferol mg 154,47
Stopové prvky

Cu mg 146,38
Zn mg 107,27
Mn mg 70,20
Fe mg 229,09
| mg 0,63
Se mg 0,49
Aminokyseliny

lyzin g 14,13
threonin g 10,24
methionin g 6,04
tryptofan g 3,14
Antioxidanty

buthylhydroxy-toluen mg 18,47

ethoxyquin mg 11,98




Ptipravek dale obsahuje enzymy:

3-fytaza EC 3.1.3.8. 499,20 FTU
endo-1-4-beta xylanaza 560,90 TXU
endo-1,4 beta-glukanaza 250,40 TGU

Skladovani:

Na suchém a chladném misté.

Exspirace:
4 mésice od data vyroby.
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