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Uvod

Vyznam specifickych protilatek obsazenych v kolostru savcll je zndm jiz dlouho. Tyto
protilatky chranici novorozena zvirata proti septickym onemocnénim maji zvlastni vyznam
pro mlad’ata kopytnatct, ktera se rodi bez matetskych protilatek a jsou proto zcela odkazana
na protilatky ziskané z kolostra. Pravé nedostatecny piisun specifickych matetskych protilatek
kolostrem je jednou z hlavnich pfi¢in zvySené nemocnosti, pfipadné az thynti novorozenych
telat. A to nejen v disledku septickych onemocnéni, ale i respiraénich. Cast kolostralnich
protilatek vstfebanych do krve novorozenych telat totiz pronikd jiz v prvnich hodindch po
narozeni na povrch sliznice respiraniho traktu, na niz, po dobu nékolika dnt, zajistuji jeji

ochranu proti infekcim.

Ochrana proti novorozeneckym infekcim telat je proto zcela zavisla na mnozstvi, ptipadné
kvalité¢ piijatého kolostra. Ptipady, kdy se pifenos specifické imunity z matky na mladé
neuskute¢ni bud’ viibec, nebo jen v omezené mife, jsou v podminkach modernich chovii
pomérné Casté. Na tomto stavu se kromé chovatelskych chyb podili i skutecnost, Ze napdjené

kolostrum ma kolisavou kvalitu, zejména pokud se ty€e obsahu imunoglobulind.

Uvedené skute¢nosti jsou proto diivodem k tomu, ze chovatelé maji zdjem ovétovat kvalitu
podavaného kolostra a v ptipadech jeho nedostate¢nosti ho dopliovat riznymi dopliiky. Pro
potiebu samotnych chovatelll byla vyvinuta fada rychlych a jednoduchych metod, které jsou
schopny orientacné odliSit kolostra rtizné kvality. VétSina téchto metod stanovuje orientacné
celkovy obsah proteinti. Vychéazi z ptedpokladu, Ze zatimco obsah neimunoglobulinovych
proteind v kolostru je pfiblizn€ konstantni, obsah imunoglobulinli kolisa. Proto kolisani
obsahu celkovych bilkovin v mléénych sekretech je podminéno pravé kolisanim jejich
imunoglobulinové frakce. Metody, které jsou k tomuto ucelu pouzivany, jsou zaloZeny na
nasledujicich principech:
e stanoveni hustoty pomoci hustomért (kolostroméri) vychazi z poznatku, ze hustota
kolostra je pfimo umérna obsahu proteinu (Fleenor a Stott, 1980),
o refraktometricky - na zaklad¢ indexu lomu svétla roztoku; thel lomu svétla je umérny
koncentraci bilkovin v ném obsazenych. K tomuto tucelu byvaji pouzivany

refraktometry pouZivané v cukrovarnictvi, pfipadné refraktometry konstruované



pfimo pro testovani kvality kolostra (Molla, 1980; Moor aj., 2009; Bielmann aj.,
2010),
e na zakladé¢ barvy kolostra méfeného technikou vyuzivajici barevny prostor LAB

(Gross aj. 2014).

S vyjimkou posledné jmenované, jsou uvedené metody v chovatelské praxi hojné
pouzivany a dostate¢né prokazaly svoji uziteCnost. Jejich spole¢nou nevyhodou je
skute¢nost, ze jsou pouze orientac¢ni a dovoluji jen hrubé rozliseni kvality zkoumaného
kolostra. Obvykle déli kolostra na vyhovujici (obsah imunoglobulinii nad 50g/litr) a
nevyhovujici, ptipadné vynikajici (vyrazné ptevysujici uvedenou limitni hodnotu).

V nékterych piipadech je vSak nutné piesnéjsi stanoveni imunoglobulinii; tyka se to
zejména piipadl, kdy mame srovnavat kvantitativni obsahy imunoglobulinti v riznych
kolostrech, ptipadné sledovat jejich dynamiku v prubéhu tranzitniho obdobi a v nékterych
experimentech, pfipadné v potravinaiskych sledovanich. Pro vSechna tato sledovani je
nutnd presnéjsi metoda, kterd by pfimo stanovovala realnou koncentraci imunoglobulinti.
Moznosti stanovit skuteCny obsah imunoglobulinii v kolostru nebo mléce neni mnoho.
Nabizi se jejich stanoveni ELISA metodou, nicméné jeji pouZiti je omezeno pravé jeji
nejvétsi vyhodou, tj. nadmérnou citlivosti. Vzhledem k pomérné vysoké koncentraci
imunoglobulini v mlezivu je nutné, aby bylo mozno dosahnout detekéni oblasti,
testované vzorky velmi fedit; 1 malé manipulaéni chyby se timto zpiisobem enormné
zvétsuji. Takto dosazené vysledky jsou pak nerealné a malo diferencované. Z uvedenych
divodii se proto ELISA metoda pfili§ Casto nepouziva. Na jeji malou spolehlivost

relativné nedavno upozornili Gelsinger aj. (2015).

Ze starSich metod v ivahu nepfichazi ani jinak Casto pouzivana metoda sraZeni siranem
zineCnatym. Tato metoda se osvédcila jako relativné spolehlivd pro stanoveni
imunoglobulinti v krevnich sérech telat; pro kolostra neni pouZzitelnd s ohledem na jeji
citlivost k ménicimu se pH roztoku. Velké vykyvy pH mlécnych sekreti proto
znemoznuji jeji pouziti. Naopak by snad mohla byt pouZzita velmi klasickd metoda
vysolovani siranem amonnym, kdy pfi jeho urcitych koncentracich v roztoku vypadavaji
jednotlivé frakce krevniho séra. Tato metoda bude proto rovnéZz zahrnuta v niZe

uvedeném porovnani riznych pouzitelnych metod.



Dalsi dvé metody, které ptichazeji v uvahu, patii jiz mezi klasické. Jsou to: elektroforéza
v riznych modifikacich a metoda radialni imunodifuze (RID). Prvné jmenovana Se
ke stanovovani obsahu imunoglobulind v mléénych sekretech pouziva jen velmi ziidka.
Nikoliv pro pfipadnou nepiesnost, ale zejména pro jeji pracnost, zdlouhavost a pro
nutnost pouzit specialni aparaturu, ktera je v nasich laboratofich stale méné¢ pouzivana.
Proti tomu metoda radialni imunodifize, a to i vzdor své letitosti (Mancini aj., 1965 a
Fahey aj., 1965), je stale Casto pouzivana a dokonce si vyslouzila oznaceni ,,zlatého
standardu®; zejména pak Vv pfipadech stanoveni imunoglobulint v krevnich sérech. Pokud
se tyCe jejich stanoveni v mléénych sekretech, jeji pouziti narazi na stejny problém jako
v piipadé¢ ELISA metody a tim je nutnost testované vzorky nejdiive naredit a tim

zv€tSovat nevyhnutelnou laboratorni chybu. Nastésti, nutné fedéni testovanych koloster je

o nekolik a4da nizsi nez v ptipadé vyse vzpominané ELISA metody.

Z uvedeného prehledu vyplyva, ze pouze metoda radialni imunodifuze, byt’ s vyhradami,
spliiuje pozadavky na metodu vhodnou pro kvantitativni stanoveni imunoglobulini
v mléénych sekretech. Tato metoda byla ktomuto ucelu pouzita v minulosti jiz
nékolikrat, nicmén¢, nejednd se o rutinni metodu, pro niz by existovaly komercni
dostupné soupravy. Zajemci, kteti by ji chtéli pouzit, musi si pro ni pfipravit specifické
antisérum, jehoz piiprava vyzaduje jisté dovednosti a zkuSenosti. Samotna antiséra jsou
sice komer¢né dostupna (napi. od firmy Bethyl, USA; pfipadné i jiné firmy), jsou vSak
vzhledem Kk prodavanému objemu nesmirn¢ draha. Proto je v naSich podminkach

pouzivana jen ziidka.

Cil metodiky

Cilem nasledujici metodiky je popis metody kvantitativniho stanoveni obsahu
imunoglobulini v kolostru a mléce krav metodou radidlni imunodifuze. Popis metody
nezahrnuje jen jeji provedeni a vyhodnoceni, ale i postupy pfipravy nezbytnych ingredienci,

tj. zejména specifického antiséra proti bovinnimu 1gG.



. Vlastni popis metodiky

I1.1. Postup izolace a purifikace bovinniho IgG

Kravské kolostrum z prvniho nadoje se odstiedi. Odstrani se horni vrstva tuku a
sedimentované buniky. Kolostrum zbavené tuku a pevnych soucasti se srazi renninem (Rennin
from calf stomach, Sigma; >20 unit). 1mg renninu rozpusténé¢ho v PBS se ptidava k 100 ml
kolostra. Kolostrum se ponecha jednu hodinu srazet ve vodni lazni pti 37° C. SraZenina se

poté odstrani centrifugaci. Déle se zpracovava Cista syrovatka.

Gamaglobulinova frakce se vysrdzi siranem amonnym. Nejprve pii 40% a potom pii 33%
nasycenim roztoku. Srazenina vznikla v 33% roztoku siranu amonného se od roztoku oddéli
dalsi centrifugaci. Dale se pracuje s touto srazeninou. Srazenina se rozpusti v PBS a znovu

odsttedi (10 000g) k odstranéni ptipadnych nerozpustnych srazenin.

Ziskany roztok obsahujici ptevahu IgG se zbavi siranu amonného pomoci odsolovaci kolonky
(PD-10, Sephadex G-25 GE Healthcare, UK) a je pfeveden do 20mM fosfatového pufru,
pH7.4.

Dal$im purifikacnim krokem je afinitni chromatografie na FPLC chromatografu (Pharmacia)
na proteinu G (kolona - HiTrap Protein G HP GE Healthcare, UK; ekvilibrovana 20mM
fosfatovym pufrem, pH7.4). Po naneseni vzorku a promyti pomoci ekvilibra¢niho pufru,
zachycena IgG frakce je z kolony eluovdana pomoci 0.1M glycinu, pH 2.7 a nasledné
neutralizovan na pH 7.4 pomoci 1M Tris, pH 9. Naslednou dialyzou (Servapor dialysis tubing
MWCO 12 000-14 000 RC, diameter 16mm) je IgG frakce ptevedena do PBS (vysledna

Cistota je asi 95%).

Koncentrace IgG v izolované frakci se stanovi soupravou pro stanoveni bilkovin (Pierce BCA

protein Assay Kit) a Cistota purifikace se kontroluje pomoci SDS-PAGE (obr. 1).



72 kD >

52 kD > - tézké fetézce
34 kD > - lehké fetézce
26kD >

Obr. ¢. 1 Vysledek izolace a purifikace bovinniho IgG - kontrola Cistoty na SDS-PAGE

(redukéni prosttedi SDS rozdéluje molekulu IgG na téZké a lehké fetézce)
11.2.  Priprava krali¢iho antiséra proti bovinnimu IgG

Krélici jsou imunizovani nasledujicim zplisobem:

imuniza¢ni davka pro vSechny imunizace je 1mg IgG na kus.

e pro prvni imunizaci je tato davka antigenu aplikovdna spolu s kompletnim
Freundovym adjuvans v poméru 1:1, intradermalné na né¢kolik mist.

e druha imunizace se uskute¢ni po ¢tyfech tydnech; druhd davka antigenu je stejna, jako
adjuvans se pouzije inkompletni Freundovo adjuvans; vakcina je aplikovana
subkutanné.

e dalsi davka, stejné koncentrace antigenu a stejného slozeni jako predchozi je

aplikovana po dalSich ¢tyfech tydnech, opét subkutanné.

Po dalSich dvou tydnech je kralikim odebrana krev pro kontrolni vySetfeni. Pokud je jejich

protilatkova odpoveéd’ dobra (testovano dvojitou protismérnou difuzi — Ouchterlony), mohou



byt bud’ vykrveni, nebo opakované odebirani s tim, ze po dalSich ¢tyfech az péti tydnech jsou

ZNovu imunizovani.
11.3. Provedeni vlastniho testu radialni imunodifize

Princip: V agarézovém gelu obsahujicim protilatky proti bovinnimu IgG (krali¢i antisérum
proti bovinnimu IgG — pfiprava viz vyse) se z piedem piipravené jamky necha difundovat
testovany vzorek bovinni kolostralni syrovatky. IgG obsazené v kolostru difunduje radidlné
do vSech stran tak dlouho, dokud se specifickymi protilatkami antiséra v gelu nevytvori
precipitacni linie. Tyto linie vznikaji v mistech ekvivalence antigen (IgG kolostra)/protilatka
(antisérum proti bovinnimu IgG). Precipitacni linie ma tvar kruznice, jejimz stiedem je jamka,
do niz byl umistén vzorek testované¢ho kolostra. Primér kruznice je umérny koncentraci

imunoglobulini.

Vlastni provedeni testu RID: 1,5 % suspenze agarozy pro imunodifazi v PBS (pH 7,2) se
rozvaii ve vrouci vodni ldzni. Potom se v jiné vodni ldzni rozpusténd agar6za nechd
vytemperovat na 56°C a piida se k ni antisérum rovnéz vytemperované na pfiblizné 37°C a
dikladné se ve vodni lazni promichd. Pomér antiséra k agaru je nutno pro kaZzdou Sarzi
antiséra vyzkouSet. Pomér by se nemél pfiili§ odchylovat od poméru devét dili agarozy
k jednomu dilu antiséra. Pokud antisérum obsahuje pfili§ mnoho protilatek, je nutné je

piimétené fedit, aby vySe uvedeny pomér zlstal zachovan.

Smés agardézy a antiséra se naleje na vhodnou misku (sklenénd Petriho miska rizného
poloméru podle mnoZstvi vzorki, nebo polystyrenové vicko od mikrotitrani desticky apod.)

(obr. ¢. 2).



Obr. ¢. 2 Agardzova vrstva nalita do sklenéné Petriho misky (200 mm).

Mnozstvi agarézy nalité na 1 cm? by mélo byt 0,2 ml. P¥i nalévéni je nutné, aby miska nebyla
ptili§ studena (pfed vlastnim nalitim je vhodné misky nechat vytemperovat v termostatu) a
zejména je nutné, aby se misky nachazely v absolutné vodorovné poloze (desku, na niz se
agardza naléva, je nutno vyrovnat pomoci vodovahy). Agardza se potom nechéd vychladnout a
ztuhnout. Do agar6zové vrstvy se pomoci duté jehly vykraji jamky o priméru ptiblizné 2,5
mm. Vzdalenost jamek zavisi na testovanych vzorcich; na jejich poctu a na ocekévané

koncentraci 1gG v testovanych vzorcich.

Testované vzorky (syrovatka, nebo celé kolostrum) se do jamek nandseji mikropipetou
Vv objemu 5ul (objem musi byt vzdy stejny). Vlastni reakce mezi antigenem a antisérem
probiha bud pii pokojové teplot¢ 24 hodin, nebo v chladni¢ce 48 hodin. Soucasné
S testovanymi vzorky je nutné na kazdou misku umistit jedno, nebo 1 vice standardnich sér o

znamém obsahu IgG v nékolika fedénich (obr. €. 3).



Obr. €. 3 Redéni standardniho séra. Uvedena &isla odpovidaji koncentracim IgG.
I1.4. Vyhodnoceni RID testu

Po ukonceni inkubace se odecitaji priméry precipitacnich krouzkd, a to tak, Ze kazdy krouzek
se zmé&fti dvakrat, vzdy ve dvou na sebe kolmych smérech. Z obou méfeni se vypocita primér.
Mg¢fteni lze uskutecnit bud’ milimetrovym métitkem, nebo specidlnim meétitkem (obr. €. 4),
které vsak, pokud je ndm znamo, neni momentalné na trhu. Lze si ho vSak podle ptilozené¢ho

obrazku zhotovit. Pouziti méfitka dava presnéjsi vysledky zatizené mensi chybou.

Soucasné je nutné zméfit i prstence vzniklé kolem riiznych fedéni standardniho séra a
z vysledkl udélat kalibracni kiivku. Vyslednd kalibracni kiivka obvykle neni line4rni; jeji tvar
se spiSe blizi kiivce logaritmické. Znamena to tedy, Ze ¢im je ve vzorku obsazeno vice IgG,
tim je krouzek sice vétsi, avSak vzhledem ke standardnimu séru se nachdzi v ploché casti
kalibraéni kiivky; vzajemné rozdily v koncentracich 1gG mezi vzorky, jejichz hodnoty IgG se
nachazeji v této oblasti, jsou jen nepatrné. Proto je nutné nanasené vzorky fedit podle
ofekavané koncentrace imunoglobulinii. V pfipad€ jejich stanoveni v kolostru je fedime
desetkrat. Pokud chceme dosédhnout spolehlivych vysledki, doporucujeme vzorky nanéset ve
dvou tfedénich. Jako kone¢ny vysledek pouzijeme ten, jehoz naméfeny pramér se nachazi ve

vzestupné oblasti kalibracni kiivky (obr. €. 5).
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Obr. ¢. 4 Mg¢ftitko pro odecitani priméri precipitacnich
prstenct

Obr. ¢. 5 Kalibra¢ni kiivka sestavena podle fedéni standardniho
séra vyznacujici oblast vhodnou pro odecitani precipita¢nich

prstenct

11



I11.  Porovnani testu radialni imunodifize s jinymi metodami pouzitelnymi k méreni

obsahu imunoglobulini v mléénych sekretech.

V nasledujici kapitole srovnavame metody nejcastéji pouzivané K hodnoceni kvality kolostra,
tj. obsahu imunoglobulini. Popsanou RID metodu srovnavame s vysledky dosazenymi

refraktometricky a pomoci vysolovani.

Porovnani bylo uskuteénéno na 29 vzorcich kolostra ziskanych v jednom chovu. Kolostra
byla vysraZena renninem, vySe popsanym postupem. Odstfedénim ziskand syrovatka byla

vySetfena témito metodami:

e RID testem; kjeho vyhodnoceni jsme pouzili standardni sérum firmy Bethyl.
Vysledné hodnoty obsahu imunoglobulinti v kolostru jsme vypocetli podle dvou
deklarovanych hodnot standardniho séra: IgG1 a celkového IgG.

e Refraktometricky s pomoci Brixova refraktometru (naméfené hodnoty v % Brix jsou
prepocitany na g/l IgG podle Bielmanna (2010)). Refraktometrické stanoveni IgG bylo
uskute¢néno jak v syrovatce, tak i v celém kolostru.

e Vysolovanim siranem amonnym (Huerglv roztok - 33% nasyceného roztoku siranu

amonn¢ho).

Vysledky srovnani, véetné korelaci, jsou shrnuty v tabulce (tab. ¢. 1) a vyneseny do grafu

(graf €. 1).

12



Tab. ¢. 1 Srovnani vysledkt stanoveni koncentraci IgG v kolostrech, dosazenych pouzitim
ruznych metod (vzorky jsou sefazeny podle koncentraci IgG naméfenych metodou RID
s pouzitim standardu IgG1). Korelace mezi vysledky jednotlivych metod jsou uvedeny pod

ptislusnymi sloupci.
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Graf ¢. 1 Grafické vyjadieni tabulky €. 1

Z vyse uvedeného srovnani vyplyva, ze pouzité metody vykazuji relativné vysoky stupen
vzajemné korelace. Nejvyssi stupen korelace vykazuji, logicky, obé varianty RID testu lisici
s metodou vysolovanim siranem amonnym. Tato metoda rovnéz vykazovala malé diference
mezi jednotlivymi vzorky; z tohoto diivodu neni vhodnd pro kvantitativni stanoveni IgG
VvV mléce. Za povSimnuti stoji i fakt, ze velmi vysoka mira korelace byla pozorovana mezi

vysledky dosazenymi refraktometrickymi métenim kolostralnich syrovatek a celych koloster.
IVV. Srovnani novosti postupu

RID metoda stanoveni koncentraci IgG v séru telat, méné Casto i v mlé¢nych sekretech krav,
je standardni metodou pouZzivanou v itadé svétovych laboratofi. Predlozena metodika
modifikuje jeji pouziti pro potfebu kvantitativniho stanoveni v mlé¢nych sekretech. VVzhledem
k tomu, Ze neexistuje komeréni souprava, ktera by toto stanoveni umozinovala, navrzena

metodika zahrnuje i postup pfipravy zakladnich komponent.
V. Uplatnéni funkéniho vzorku

Metoda je pouZzivana na pracovisti autorit k vyzkumnym uceliim a pro potieby feSeni projektu

NAZV. Popsany postup muize byt nabidnut dal§im vyzkumnym a kontrolnim pracovistim.
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V1.  Ekonomické aspekty

Metoda je na pracovisti autorti zavedena a pouzivana. V piipadé zajmu jinych pracovist,
muze jim byt poskytnuta, pfipadné, muze jim byt nabidnuto vySetfeni jejich vzorkli na

komer¢ni bazi.

VIl. Patentova ochrana

Patentova ochrana neni nutna.
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