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Ucel pouZiti:

Krmivo slouzici k prevenci nebo podptrné 1é¢bé prijmi u novorozenych selat vyvolanych

bakteriemi Clostridium perfringens.

Popis vyrobku:

Veterinarni krmny pfipravek, ktery ma vhodné antimikrobidlni a imunomodulacni ucinky
slouzici k ochrané hospodaiskych zvifat, zejména novorozenych selat, pted prijmy,
vyvolanymi bakteriemi Clostridium perfringens a tim omezeni klinické manifestace

onemocnéni nebo thyni hospodaiskych zvifat, zejména novorozenych selat.

Jedna se o susenou smés vhodnou pro miseni s mlékem nebo tekutou mléénou nahrazkou pro
individualni peroralni podani. Tato smés obsahuje vajecnou melanz, kterd byla vyrobena
z vajec snesenych nosnicemi, které byly imunizovany antigeny z bakterie Clostridium

perfringens.

Podminky vyroby:

Antigen:

Pro imunizaci slepic byly pouZity bakterialni kmeny:

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

- Clostridium perfringens typ C (CECT 820), produkujici toxin alfa a beta (cpa a cpb),

izolovan z gangrény ovce

Kultivace:
e vyockovani klostridii na KAS5 (krevni agar s 5 % berani krve), inkubace 24h 37°C
anaerobné

e po kontrole Cistoty narostlé¢ kultury byly kolonie klostridii smyty a resuspendovany ve

20 ml PBS (phosphate buffer saline)



e Uprava optické density na 5°McF (kultivaéné odpovida asi 6x107 az 1x108 CFU/ml)
Inaktivace:
e Inaktivace bakterii v 8% formaldehydu 1 hodinu. Poté 2x promyto v PBS.
Kontrola sterility:
e Po inaktivaci bakterii bylo provedeno kontrolni vyoc¢kovani 250 ul suspenze na KAS5
pro aerobni i anaerobni kultivaci

e Kontrola naristu bakterii po 48 hod. a po 72 hod.

Celobunéény lyzat bakterii C. perfringens typ A a C. perfringens typ C byl ptipraven sonikaci
pfi 90% amplitudé pulzné po dobu 12 minutna ledu na pfistroji Sonopuls HD 3100
(Bandelin, Némecko).

Imunizace:
Intramuskularni imunizace nosnic ve véku 16 tydnu.

Imunizaéni davka obsahuje bakterialni lyzat z 2,7 - 2,9 x10° CFU na jedno zviie.

den O antigeny + 50 % Freundova kompletniho adjuvans

den 28 antigeny + 50 % Freundova inkompletniho adjuvans
den 56 antigeny + 50 % Freundova inkompletniho adjuvans
den 86 antigeny + 50 % Freundova inkompletniho adjuvans

SusSeni vajeéné melanze

Vejce mohou byt sbirana od zacatku snasky. Vajecnd hmota je piipravena homogenizaci
vaje¢nych obsaht (bilek + Zloutek). Pfed samotnou homogenizaci byla odstranéna vaje¢na
poutka (chalazie) filtraci ptes 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 vajeéné 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



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

vyfedéni vzorkli 100x a dale 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

konjugat anti-ChlgyY (Bethyl) s kienovou peroxidazou fedény 60 000x, 100 ul
/jamka, 60 minut pfi pokojoveé teploté

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

aplikace substratu — TMB (Test-line), 100 pl /jamku, doba piisobeni 0 - 30 min.
zastaveni reakce piidanim 2M H2SO4 50 pl/jamku

méieni pii 450 nm

Navod k pfipravé veterinarniho dietetického pfipravku fortifikovaného vajeénou hmotou

SuSena dopliikova mlééna krmna smés pro selata do odstavu (hlavni slozky: suSena
syrovatka a sojovy proteinovy koncentrat) se smicha se suSenou vaje¢nou melanzi
Vv objemu 5 % celkového vahového objemu smési.

Smés se nafedi podle navodu vyrobce.

Peroralni individudlni aplikace v objemu 2-3 ml podle velikosti selete 3x denné po
dobu 3 dnil.

Skladovani:

Suseny dieteticky ptipravek na suchém a chladném misté.

Ptipravek smichany do mlééné nahrazky v chladni¢ce 24 hodin

Exspirace:
Suseny dieteticky piipravek 4 mésice od data vyroby.
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