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1. Uvod

Streptococcus uberis je jednim z nejcastéji izolovanych plvodcl mastitid, které zplsobuji v chovech
dojnic velké ekonomické ztraty, at uZ snizenim produkce a kvality mléka, vznikem nakladd
vynaloZzenych na lécbu, anebo také ztratami zplsobenymi vyrazovanim dojnic s perzistentnimi
infekcemi a opakujicimi se zanéty (Hogeveen et al. 2011). S. uberis fadime mezi environmentalni
streptokoky, vyskytuje se vSude v prostiedi staji i na pastvé, zejména v mistech, kde se kravy
shromazduji a kde odpocivaji. Kmeny S. uberis se vyznacuji velkou genetickou variabilitou a nékteré
kmeny S. uberis vS8ak mohou byt vice adaptovany na mléénou Zlazu kravy a tyto kmeny pak vykazuji
rlznou miru kontagiozity a Sifi se pfimo z kravy na kravu, pravdépodobné béhem procesu dojeni. Tyto
kmeny jsou schopny perzistovat v mlécné Zlaze a zpUsobuji rekurentni, chronické infekce (Phuektes et
al. 2001).

Intramamarni infekce S. uberis je spojovana se subklinickou i klinickou mastitidou, a to jak u dojnic
laktujicich, tak i u dojnic mimo laktaci. K infekci mlééné zlazy dochazi nejcastéji v obdobi stani na sucho
(cca 60 %), s naslednym propuknutim klinické mastitidy v nasledujici laktaci (Kromker et al. 2014).

K lé¢bé intramamarnich infekci zplsobenych S. uberis je doporucovano poufZiti penicilinli, protoze
streptokoky jsou zndmy svou dobrou citlivosti k penicilindm (Bradley 2002, Kappeli et al. 2019).
Recentni studie vSak dokladaji pomaly, ale viditelny pokles citlivosti izolatd S. uberis k beta-laktamim
(Haenni et al. 2018). Z dlvodu celosvétoveé se zvysujici antibiotické resistence zplsobené naduzivanim
antimikrobik se na mezindrodni i lokalni Urovni doporucuje sniZovat jejich uziti, zvySovat efektivini
cilenou Iécbu a hledat alternativni neantibiotické preparaty (O'Neil, 2016).

Jednou z moznych alternativ antibiotickych preparatl je vyuZiti specifickych protilatek. Vhodnym
zdrojem mohou byt protilatky IgY z vajeéného Zloutku. Skutecnost, Ze vejce slepic i ostatnich ptakd
obsahuiji protilatky, je znama jiz déle jak 100 let (Klemperer, 1893). Protilatky jsou koncentrovany ve
vajecnych Zloutcich, do nichzZ prestupuji z krevniho séra nosnic v priibéhu ovogeneze (Mohammed et
al., 1998). Tyto protilatky svoji strukturou i biologickou funkci odpovidaji imunoglobulindm savcu
izotypu IgG. S ohledem na skutecnost, Ze jsou ve vysoké koncentraci nachazeny ve vajecnych Zloutcich,
byvaji obvykle nazyvany jako imunoglobuliny IgY (Zloutek-angl. yolk). IgY protilatky se svoji stavbou a
zejména pak funkci vyznamné nelisi od podobnych imunoglobulini savcli véetné clovéka a hraji
podobnou roli jako kolostralni protilatky. Protilatky izolované z vajecnych Zloutk( cilené
imunizovanych slepic se stavaji stale ¢astéji prostfredkem v 1éCbé a prevenci chorob lidi a zvifat (Schade
a kol. 2005).

IgY protilatky jsou schopny plnit vétsinu funkci, které béziné plni protilatky savci. V biologickych
systémech plsobi jako neutralizacni protilatky, které oddéluji adhezivni molekuly patogennich

mikroorganism@ od jejich receptori na povrchu cilovych bunék. Timto zplsobem zabranuji jejich



infekci, nebot valna vétsina patogenniho plsobeni bakterii a vir(l je podminéna zachycenim se na
povrchy bunék. Pokud jsou adhezivni molekuly na povrchu patogennich vir( a bakterii obaleny
specifickymi protildtkami, jejich adhezivni schopnost je zablokovana. Takto neutralizované
mikroorganismy jsou snadno vylouceny pfirozenymi bariérovymi mechanismy (Akita a Nakai, 1993).
Uvedené vlastnosti mohou byt vyuzity zejména v pfipadech zevnich nebo slizni¢nich aplikaci. Slepici
IgY maji ve srovndani s jinymi protildtkami pfi pouziti k pasivni imunoterapii fadu vyhod, jejich
administrace nevede k rozvoji adaptivni imunitni odpovédi proti IgY (Nilsson a kol., 2007) a IgY
neaktivuji sav¢i komplement (Kovacs-Nolan a Mine, 2012).

Pro lé¢bu mastitid byly jiz testovany IgY specifické v{ici Staphylococcus aureus (Zhang et al, 2016), coz
podporuje tezi mozného vyuZiti protilatek z vaje¢nych Zloutkd jako alternativni terapii i proti dalSimu

plvodci bovinni mastitidy — S. uberis.

2. Cil metodiky funkéniho vzorku

Cilem predloZzeného funkéniho vzorku je sestaveni metody ELISA pro stanoveni specifickych IgY
protilatek, izolovanych z vaje¢né hmoty (melanze) a ze séra slepic imunizovanych S. uberis, ktery
je plivodcem bovinni mastitidy. PfedloZeny postup zahrnuje: pfipravu antigen( pro imunizaci, postup

imunizace a ovéreni pritomnosti protilatek nepfimym ELISA testem.

3. Vlastni popis metodiky funkéniho vzorku

3.1. Pfiprava antigenu a imunizace

3.1.1.Kultivace bakterii
Revitalizované bakterie (kmeny S. uberis 94 a S. uberis 369) byly vyockovany na krevni agar s 5% berani
krvi (LabmediaServis), kultivace probéhla pfi teploté 37°C a pfes noc. Nasledné byly bakterie smyty do
PBS (Lonza). Bakteridlni suspenze byla nafedéna na optickou denzitu 5,4 McF. Nasledné byly takto

pripravené kultury obou kmend smichany v poméru 1:1.



3.1.2.Ptiprava lyofilizatu
Z bakteridlni suspenze (kmeny S. uberis 94 a S. uberis 369 1:1) OD 5,4 McF v PBS. byly centrifugaci
oddéleny bakterie od PBS a fixovany v 8% formaldehydu 1h. Ndsledné byly dvakrat promyty PBS a
rozsuspendovany na plvodni objem suspenze. V alikvotech 1ml byla suspenze lyofilizovana.

Lyofilizované imunizacni davky byly uchovany v -20°C.

3.1.3.Pfiprava imunizac¢ni davky a imunizace
Pro imunizaci byl lyofilizat rozpustén v apyrogeni deionizované vodé do plvodniho objemu. V poméru
1:1 byl ziskany roztok dikladné promisen s Freundovym kompletnim adjuvans (Freund’s Adjuvant,
Complete, Sigma Aldrich) pro primovakcinaci a s Freundovym inkompletnim adjuvans (Freund’s
Adjuvant, Incomplete, Sigma Aldrich) pro revakcinace. Vakcinacni davka byla kazdému zviteti podana
intramuskularné do prsniho svalu v celkovém objemu 1ml. Revakcinace probéhla 3 tydny po

primovakcinaci a nasledné byla opakovana vidy 1x mésicné.

3.2. Metodika ELISA reakce

3.2.1.Vazba antigenu
ELISA test byl pripraven potazenim jamek mikrotitracni desky Maxisorp (Nunc, Ddnsko)
inaktivovanymi bakteridlnimi suspenzemi S.uberis kmeny 94, 369, 71 a 160 OD 5,4 McF v pracovnim
fedéni 1:100 v karbonat-bikarbonatovém pufru (0,05 M, pH 9,6) v objemu 100 pl na jamku (inkubace
pres noc, 42C). Nasledné byly desky 5x promyty PBS s obsahem 0,05 % Tween 20 (PBS-T, pH 7,2).

3.2.2.Blokace nespecifickych vazebnych mist
Do jamek bylo napipetovano 200 ul roztoku PBS obsahujiciho 0,5% kaseinového hydrolyzatu a 10%
sachardzy. Poté se deska inkubovala pfi pokojové teploté 5 minut, nasledné byl jeji obsah odstranén

odsatim a vysuSen 30min pfi teploté 37°C.

3.2.3.Aplikace vzork
Vysetfované vzorky sér byly fedény 300x a purifikované IgY z vajeCnych Zloutkd byly fedény 1000x
v roztoku PBS-T s pfidavkem 0,5 % kaseinového hydrolyzatu a v objemu 100 pl byly aplikovany do
jamek mikrotitracni desky a testovany vidy v duplikatech. Inkubace probihala 60minut pfi pokojové

teploté. Jamky byly opét 5x promyty roztokem PBS-T.



3.2.4.Aplikace konjugatu
Do jamek byla pfiddna 30 000x redénd sekundarni protildtka konjugovana krfenovou peroxidazou
(Anti-Chicken IgY (I1gG) (whole molecule)-Peroxidase antibody, produced in rabbit (Sigma-Aldrich)) v
objemu 100 ul na jamku v fedicim roztoku (PBS, 0,5%Tween a 0,5% kaseinovy hydrolyzat). Inkubace

probihala pfi pokojové teploté 30 minut. Po inkubaci byly jamky opét 5x promyty roztokem PBS-T.

3.2.5.Aplikace substratu
Do jamek byl aplikovan substrat s chromogenem TMB complete (Test-line, Ceska republika) v objemu

100 pl do kazdé jamky, ktery se nechal pusobit po dobu 10 minut.

3.2.6.Zastaveni reakce

Pro zastaveni reakce byla pfiddna 1M H2504 v objemu 50 pl do kazdé jamky.

3.2.7.Méreni absorbance
Absorbance byla mérena pfi 450 nm pomoci multikandlového spektrofotometru Synergy H1 (BioTek,

USA).

Pracovni fedéni antigenu a konjugdtu bylo ovéreno boxovou titraci se vzorky sér imunizovanych slepic.

4. Ovéreni metodiky funkéniho vzorku

Metodika byla ovéfena stanovenim pfitomnosti specifickych protilatek izotypu IgY proti 4 kmenim
(94, 369, 71 a 160) S.uberis ve vzorcich sér imunizovanych i neimunizovanych slepic a ve vzorcich IgY
purifikovanych z vajecnych Zloutkd imunizovanych i neimunizovanych slepic. Zvifata byla imunizovana

kmeny S.uberis 94 a 369. Vysledky ovéreni jsou uvedeny v grafu 1.
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Graf 1: Stanoveni pfitomnosti protilatek IgY proti rGznym kmen(m S.uberis

Uroveri absorbance je pfimo iUmérnd koncentraci protilatek IgY ve vzorku. Viyznamné vy$si absorbanci
— koncentraci specifivkyvh Ig¥ mizeme sledovat jak v séru, tak i v purifikovanych IgY z vajecnych

Zloutk( imunizovanych slepic predevsim proti kmendm 94 a 369, proti nimzZ byla zvifata imunizovéana.

5. Srovnani novosti postupt

ELISA metoda pro detekci specifickych protilatek IgY ze vzork( séra slepic, nebo purifikovanych
zvajecnych Zloutkl neni komer¢né dostupnd. Zde predklddana metoda umoZnuje detekci a
semikvantifikaci specifickych IgY proti 4 rozlicnym kmenlm S. uberis s nizkou hladinou nespecifické

vazby u vzorkd z neimunizovanych zvitat.



6. Popis uplatnéni funkéniho vzorku

ELISA metoda pro stanoveni specifickych protilatek IgY proti rznym kmendm S. uberis je pouZivana v
laboratofi autord k vyzkumnym aceldm.

Potencial dalSiho vyuZiti metody je v kontrolnim stanoveni protildtek v profylaktickych preparatech
cilenych proti S. uberis, pivodci mastitidy u dojného skotu, zaloZzenych na specifickych IgY z vaje¢nych

Zloutk imunizovanych slepic.

7. Ekonomické aspekty

Metoda je na pracovisti autorli zavedena a pfipravena k poufZiti. Je plné vyuZitelnd k detekci
specifickych IgY v preparatech pripravenych v rdmci projektu , Veterindrni Iécebny pfFipravek na bazi
obohaceni protilatkami IgY”. Pfipadné dalSi komercni vyuZiti zaleZi na poptavce potencidlnich
zakaznikU. V soucasné dobé nelze ekonomické aspekty odhadnout.

Cena jednotlivych vySetreni bude zavisla na mnoZstvi vysetfenych vzorkda.
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