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Lécebné-preventivni pripravek pro lécbu a prevenci pacienti postiZenych infekci
Clostridium difficile

Oblast techniky

Predkladané technické feseni poskytuje 1é¢ebné-preventivni piipravek obsahujici specifické IgY
protilatky pouzitelné k 1écbé a prevenci lidi postizenych infekci Clostridium difficile.

Dosavadni stav techniky

Klostridiové enterokolitidy pacientli 1éCenych antibiotiky (postantibiotickd diarrhoe) se stavaji
stale Casté&jSim problémem soucasné mediciny. Pokud maji tyto kolitidy t€zSi pribéh a jsou
doprovazeny  pseudomembrandéznimi  zénéty  spojenymi s nekrotickymi = zménami
(pseudomembrandzni kolitida), mohou mit az letdlni vyusténi. NejCastéjsi pfiCinou téchto
onemocnéni jsou klostridiové infekce, z nich pak nejvétsi podil tvofi infekce vyvolané anaerobni
bakterii druhu Clostridium difficile.

Lécba, ptipadné prevence, téchto infekci neni jednoducha a zatim neexistuje postup, ktery by
1écba, piipadné transplantace normalni stfevni mikroflory (Curry S.R., Clin. Lab. Med.
2017,37,341). Jednim z nad€jnych postupii je rovnéz peroralni podavani antisér s obsahem
specifickych protilatek proti vyvolavajicim bakterialnim agens (zejména C. difficile
a C. perfringens). Vétsinou se jednd o séra, jejichz specifita je namifena proti bakteridlnim
toxintim, které jsou hlavnimi patogennimi faktory vyvolavajicimi poskozeni stfevni stény.
Protilatky téchto specifit neutralizuji bakterialni toxiny tim, Ze jim brani interagovat se sténou
stieva, a tim blokuji rozvoj patologického procesu (Kelly C.P., Antimicrob. Agents Chemother.,
1996, 40, 373). Vétsinou se jedna o séra nebo imunoglobulinové frakce pfipravené z krve skotu
imunizovaného toxiny pfislusnych patogennich mikroorganismi. Vedle bovinnich antisér bylo
v posledni dob¢ s uspéchem pouzito iperoralné podavané kolostrum (piipadné kolostralni
syrovatka nebo izolovand imunoglobulinova frakce) ziskané od krav cilené imunizovanych
hlavnimi toxiny klostridiovych patogent (Sponseller, J.K. aj., J. Infect. Dis. 2015, 211,1334).
Tento postup se ukazal jako slibny, ato jak v experimentech na zvifatech, tak i v klinickych
studiich. V nich se vSak vétSinou jednalo jen o experimentalni lécebnou aplikaci menSim
souborim pacientli. V téchto pfipadech popsany postup nenarazil na hlavni problém, vlastni
vSem piipravkiim vyrabénym z kravského kolostra. Tim je skute¢nost, Ze hladina imunoglobulind
v kravském kolostru po porodu neobycejné rychle klesd. Kravské kolostrum je proto velmi
omezeny zdroj imunoglobulind, nehledé na to, ze logistika jeho sbéru, uchovavani a dalsiho
zpracovani je velmi obtizna. VySe uvedené okolnosti jsou asi diivodem, pro¢ se tento, jinak
slibny, ptistup k 1€¢bé klostridiovych kolitid piili$ nerozsitil.

Obdobou kolostra savcii jsou vajecné zloutky ptakli, obsahujici rovnéz specificke
imunoglobuliny chranici vylihnutd mlad’ata proti infekcim z vnéjSiho prostiedi. Protilatky
nachazejici se ve zloutcich jsou podobné savéim protildtkam izotypu IgG a maji téZ podobné
vlastnosti (vajecné zloutky ptakt jsou obdobou savciho kolostra a plni rovnéz podobnou funkci).
Vzhledem k tomu, Ze se nachazeji ve Zloutcich (anglicky yolk), nazyvaji se IgY imunoglobuliny.
Jejich specifita je namifena proti vSem mikroorganismim vngj$iho prostiedi, s nimiz se dospéli
ptaci setkali. V pribéhu vyvoje vajec ve vejcovodu pronikaji do nové se tvoticich Zloutki
z matetské krve specifické IgY protilatky. V pripadé kura domaciho lze slepice cilené imunizovat
jakymkoliv antigenem; protilatky proti nému pak budou ve vysoké koncentraci pfitomny ve
zloutcich jejich vajec. Tento zplsob piipravy specifickych protilatek je jiz vyuzivan v celé fadé
jinych odvétvi (IgY technologie). Na rozdil od vySe zminénych koloster jsou vajecné zloutky
témeéf neomezenym, dobie skladovatelnym a manipulovatelnym zdrojem protilatek libovolné
specifity. Skutecnost, Ze peroralni aplikace imunoglobulinid je spojena s jejich céasteCnou
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degradaci v pribéhu traviciho procesu, nemusi byt vaznou prekazkou jejich pouziti. Podle nasich

vvvvvv

Nadto i §tépy IgY protilatek (Fab fragmenty) zachovavaji své vazebné aktivity, které mohou plnit
funkce intaktnich molekul (Kelly C.P., Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 1996, 40, 373).

Podstata technického fe$eni

Predmétem predkladaného technického feSeni je lécebné-preventivni piipravek pro prevenci
alécbu lidi postizenych infekeci vyvolanou bakteridlnim druhem Clostridium difficile
(C. difficile). Podstata tohoto feSeni spoCivd v tom, Ze obsahuje vajeCnou hmotu, v niz jsou
ptitomny specifické IgY protilatky proti C. difficile.

Lécebné-preventivni piipravek muize byt napiiklad ve formé potravinarsky upravené vajecné
hmoty, ptisady do dietetického ptipravku nebo koncentratu, ktery miize byt podavan samostatné,
ptipadné s dal§imi nutricnimi komponentami. Zejména mize byt ve formé prasku, granulatu,
pasty nebo emulze.

Vajecnou hmotou (n€kdy je téz nazyvana vajecnou melanzi) je zde rozumeén cely obsah slepiciho
vejce, tedy zloutek i bilek, a to zejména ve formé homogenizovaného obsahu slepiciho vejce,
nebo vysuseného homogenizovaného obsahu slepic¢iho vejce. Suseni zvysuje trvanlivost, zlepsuje
skladovatelnost a usnadiiuje dalsi manipulaci s pfipravkem.

Imunoglobuliny IgY pfedstavuji tfidu imunoglobulind, jejichz specifita je namifena proti
C. difficile, ktera infikuji stfevni sténu. D&je se tak prostfednictvim povrchovych bakterialnich
struktur, jimiz adheruje k buitkdm stievniho epitelu. Specifické protilatky proti témto
povrchovym bakterialnim strukturam zabranuji jejich adhezi k povrchu stfevniho epitelu a tim
zamezuji vlastni infekei.

Vaje¢na hmota neni jen zdrojem specifickych protilatek proti infekénim ptivodcim onemocnéni,
ale navic obsahuje celou fadu dalSich antibakterialnich, protizanétlivych a imunomodula¢nich
latek, které se v procesu prevence alécby rovnéz mohou vyznamné uplatnit. Vejce vedle
antibakterialniho lysozymu obsahuji i vysoké mnozstvi ovotransferinu, ktery je ptaci obdobou
polyfunkéniho laktoferinu saved. Podobnych latek je ve vejcich cela fada; vétSina z nich se muze
uplatnit jak v procesu [éCby, tak i v prevenci vyse zminénych infekei.

Podstatou navrhovaného piipravku je pfitomnost specifickych IgY protilatek proti C. difficile ve
vajecné hmot¢, ktera je pfipravena cilenou imunizaci kufic timto antigenem. Jejich pfitomnost
v pripravku a pak nasledné i ve stievnim obsahu, ma dvoji ¢inek:

- shlukuje (aglutinuje) ve stievé ptitomné C. difficile, brani jim v adhezi na stfevo a spolu se
sttevni peristaltikou je eliminuje ze stieva;

- vazbou na adhezivni povrchové struktury C. difficile jim brani ve vazbé na povrchy stievniho
povrch epitelialnich bun¢k zacind vlastni onemocnéni. Samotna ptitomnost C. difficile ve stieve
jesté nemusi vést k infekei a tvorbé toxintl. Pokud jsou v imunizacni dévce pfitomny i toxiny,
vysledné IgY protilatky maji i antitoxickou aktivitu.

Ve vyhodném provedeni je vajecnd hmota obsahujici imunoglobuliny tfidy IgY pfipravitelna
homogenizaci obsahu vajec slepic cilen¢ imunizovanych C. difficile.

IgY, hlavniho sérového imunoglobulinu slepicitho vejce (pfi primérném obsahu IgY 60 az
100 mg/zloutek a pii primérné roc¢ni snasce 300 vajec), je jednou slepici vyprodukovano 20 az
30g IgY za rok. Cilenou imunizaci nosnic lze zvy$it mmnoZzstvi specifickych protilatek,
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rozpoznavajicich pfislusné patogenni mikroorganismy a branici jim v jejich adhezi na povrch
stfevni sliznice a v pronikani do hlubsich vrstev stfevni stény a tvorbé specifickych toxint.

Lécebné-preventivni ptipravek obsahuje 0,1 az 100 % hmotnostnich vaje¢né hmoty, s vyhodou
20 az 60 % hmotnostnich vajecné hmoty. Lécebné-preventivni ptipravek mize dale zahrnovat
dal$i pomocné aktivni latky, napt. antibiotika, probiotika, prebiotika, pomocné aktivni latky
zahrnuji latky podporujici regeneraci a ochranu stfeva, vitaminy, mineraly; a farmaceuticky
ptijatelné pomocné latky, jako jsou nutri¢ni dopliiky, plniva, rozpoustédla.

Ptipravek muze byt vyrabén v riznych aplikac¢nich formach, zejména v pevné, polotuhé, nebo
v tekuté formé, naptiklad ve formé prasku, granulatu, pasty nebo emulze.

Lécebné-preventivni piipravek podle predkladaného technického feSeni je vhodny pro lécbu
a prevenci klostridiovych infekci vyvolanych bakterialnim druhem C. difficile.

Vétsina dosavadnich feSeni vyuZzivajicich IgY protilatky k 1é€bé nebo prevenci klostridiové
infekce byla zaméfena na vazbu a inaktivaci toxint (Xing p. aj. AAPS PharmSciTech, 2017, 18,
1095). Dva hlavni toxiny produkované bakteriemi C. difficile jsou skutecné hlavnimi faktory
odpovédnymi za vznik patologickych 1ézi na napadené sliznici. Produkce toxint je vSak vdzana
na jejich pfemnozeni nasledované sporulaci. Tomuto vyusténi klostridiové infekce by mély
zabranit protilatky, které budou bakterie pfitomné ve stieveé shlukovat (aglutinace) a branit jim
v adhezi na buiiky stievniho epitelu. Pouze bakterie adherované na povrch sliznice mohou
produkovat toxiny schopné poskozovat membrany stfevniho epitelu. Toxiny uvolfiované do
sttevniho obsahu maji jen minimalni patogenni potencial, nebot’ nejsou odolné vici tryptickému
tradveni (Lyerly D.M. aj. Microb. Ecol. Health and Dis. 1989, 2, 219). Piipravek podle
predkladaného technického feseni zalozeny na imunizaci celymi bakteriemi naopak cili na tvorbu
IgY tedy protilatek namifenych zejména proti adhesivnim molekulam nachazejicim se na
povrchu bakterii (IgY protilatky proti toxiniim jsou vSak také v mensi mife piitomny). V piipadé
C. difficile byl jako hlavni adhesivni faktor identifikovan surface layer protein (SLP), znamy
iujinych bakteridlnich druh@ vykazujicich adhezivni vlastnosti. Predpokladana twcinnost
predlozeného piipravku je proto demonstrovana predevSim pritomnosti specifickych IgY
protilatek proti SLP (C. difficile) a zabranénim adhezi bakterii na povrch stfevnich bunck
bunécné kultury.

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Priprava antigenii pro imunizaci slepic

Pro imunizaci slepic byl pouzit bakterialni kmen Clostridium difficile DSM 1296, potizeny ve
Sbirce zoopatogennich mikroorganismi VUVeL Brno. Kmen produkuje toxin A (tcdA) a toxin B
(tcdB).

Kultivace C. difficile

Vybrany kmen byl vyockovan na Columbia agar s 5% ov¢i krvi. Inkubace probihala za
anaerobnich podminek pii 37 °C 24 hodin. Bakterialni nardst byl poté setien z agaru

a resuspendovan v pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS, Sigma-aldrich). Koncentrace
bakterii byla upravena na 1x10® CFU/ml.

Inaktivace
Inaktivace klostridii byla provedena v 8% formaldehydu po dobu 1 hodiny.
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Promyti

Centrifugace bakterialni suspenze pifi 5 000 g/15 minut; sediment byl resuspendovan v PBS.
Tento proces byl zopakovan jesté 2x. Konecna resuspendace v PBS byla provedena tak, aby
kone¢na koncentrace byla 1x10® CFU/ml.

Priprava antigenui pro imunizaci

Narostla kultura CD o koncentraci 7,5 McF, tj. cca 1,8 x 107, byla sonikovana na piistroji
Bandelin, 90n % vykonu, 30 min. pulzné. Suspenze bakterii byla prubézné chlazena.

Zvirata, jejich imunizace

5 Sestndct tydni starych kufic bylo vakcinovano bakteriemi C. difficile o koncentraci 1,8 x 107
¢asovy harmonogram:

den 0 imunizace C. difficile s 50% FCA (Freundovo kompletni adjuvans), odbér krve

den 21 revakcinace C. difficile s 50% FIA (Freundovo inkompletni adjuvans)

den 28 odbér krve

den 45 revakcinace C. difficile s 50% FIA

Sbér vajec od 47. dne.

Detekce imunitni odpovédi

Intenzita imunitni odpovédi byla sledovana metodou ELISA (capture ELISA) pomoci celych
inaktivovanych bakterii C. difficile adherovanych na povrch polystyrenovych mikroploten.

Postup ELISA testu:

*  vazba antigenu — antigen C. difficile v koncentraci 1x107/ml ve vazném karbonatovém pufru
pH 9,6 (100 pl/jamku) byl navazan na polystyrenové destiCky Maxisorp (Nunc). Vazba se
uskutecnila pies noc v lednici. Nenavazany antigen byl vyplachnut a opakované 5x promyt PBS
+ 0,05% Tween 20. Blokace volnych vazebnych mist na povrchu ploten probihala 30 min
(0,5% kasein + 10% sacharéza);

*  fedéni vzorku a kontrol — vySetiované vzorky a kontroly byly nejprve fedény 100x a dale
pak sériové vzdy v trojnasobném fedéni fedicim roztokem — PBS + 0,05% Tween 20 + 0,5%
kaseinovy hydrolyzat. Natedéné vzorky byly dale inkubovany 60 min, pfi pokojové teploté.
Nenavazané protilatky byly odstranény pétinasobnym promytim v PBS + 0,05% Tween 20;

»  specificky navazané IgY protilatky byly oznaceny konjugatem anti-chicken IgY s kienovou
peroxidazou (Bethyl) fedénym 20 000x (PBS + Tween 20 + kaseinovy hydrolyzat),
(100 pl/jamku). Inkubace probihala 60 min pii pokojové teploté. Nenavazany konjugat byl
odstranén pétindsobnym promytim v PBS + 0,05% Tween 20;

*  pro enzymatickou reakci byl pouzit substrat - TMB (Test-line) 100 pl na jamku. Doba
vzajemné reakce se pohybovala mezi 0 az 30 minutami. Reakce byla zastavena 2M H;SO4
v mnozstvi 50 pl/jamku. Vysledna barevna reakce byla méfena pti pti 450 nm.

Vysledky ELISA:

U imunizovanych zvitat doslo k vyraznému vzestupu hladin sérovych i vajeénych protilatek
v suSené vajecné melanzi proti C. difficile jiz od 28. dne po zacatku imunizace (Tabulka 1).

Tabulka 1: Vysledky ELISA testu s pouzitim celych bakterii jako antigenu vyjadfujici pozitivni
reakci sérioveé fedénych testovanych latek: negativni sérum, pozitivni sérum (den 28 po zahajeni
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imunizace), pozitivni suSena vaje¢na melanz (den 28 po zahajeni imunizace). Vysledky jsou
vyjadieny jako opticka denzita.

Fedéni negativni sérum pozitivni sérum suSena vajecna melanz
10x 0,050 1,640 0,911
30x 0,046 1,049 0,398
100x 0,074 0,548 0,223
300x 0,049 0,307 0,117
1 000x 0,049 0,192 0,079
3 000x 0,047 0,118 0,059
10 000x 0,052 0,083 0,054
30 000x 0,081 0,061 0,052

SusSeni vajecné melanze

Vajecna hmota byla pfipravena homogenizaci vajecnych obsahil (bilek + Zloutek). Pied samotnou
homogenizaci byla odstranéna vaje¢na poutka (chalazie) filtraci ptes gazu. Na zakladé vysledki
ELISA testi (stanoveni titrii protilatek) byla vybrana vejce s obsahem protilatek odpovidajicim
optické denzité€ 0,2 a vice pii fedéni 100x. Z nich byla pfipravena vajecnd melanz, kterd byla
nasledné zamrazena a pozd¢ji suSena s vyuzitim sprejového suSeni (teplota vstupniho vzduchu
170 °C / teplota v komote 70 °C).

Priikaz pritomnosti specifickych IgY protilatek proti SLP

Uspé&snost imunizace ve smyslu tvorby specifickych protilatek proti SLP byla stanovena ELISA
metodou. Jejich koncentrace byla prokazovana v sérech a v susené vajecné hmot¢ ziskané z vajec
imunizovanych slepic.

Priprava - izolace povrchového SLP (Surface layer protein)

Bakterie Clostridium difficile byly kultivovany v BHI mediu 24 hodin. Po jejich inaktivaci byly
odstfedény pti 4 000 g/5 min pii pokojové teploté. Peleta bun€k byla poté promyta ve 20 ml PBS
a znovu centrifugovana. Vysledna peleta byla resuspendovdna ve 200 pul 0,2 M glycinu
(Serva), pH 2,2 a za stalého tfepani inkubovana pii pokojové teploté 30 minut. Poté byl vzorek
centrifugovan pti 20 000 g/10 minut pti pokojové teploté. Supernatant obsahujici SLP protein byl
odebran a pH upraveno pomoci 1M TRIS (Serva), pH 9,0 na pH pfiblizné 7,5. Koncentrace
proteinu byla stanovena pomoci kitu PierceBCA Protein Assay (Thermo Scientific).

Postup ELISA testu

*  vazba antigenu — antigen SLP v koncentraci 3 pg/ml ve vazném karbonatovém pufru pH 9,6
(100 pl/jamku) byl navazan na polystyrenové desticky. Vazba se uskutecnila pres noc v lednici.
Nenavazany antigen byl vyplachnut a opakované 5x promyt PBS + 0,05% Tween 20. Blokace
volnych vazebnych mist na povrchu ploten probihala 30 min (0,5% kasein + 10% sacharo6za);

*  vySetfované vzorky:

negativni kontrola - negativni sérum: slepi¢i sérum pied imunizaci
- vodna frakce z vajec neimunizovanych slepic
testované vzorky - pozitivni sérum: smésné sérum z 5 imunizovanych slepic 28. den
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- suSena vajecna melanZ po rehydrataci 1 dil suSiny + 3 dily H,O;

e fedéni - vySetfované vzorky byly piediedény: 30x sérum, 3x suSina a vodna frakce (vodni
vyluh SVH 10:1) adale pak sériové vzdy v trojnasobném fedéni fedicim roztokem -—
PBS + 0,05% Tween 20 + 0,5% kaseinovy hydrolyzat. Reakce mezi antigenem a protiladtkami pfi
pokojové teploté trvala 60 min. Nenavazané protilatky byly odstranény pétinasobnym promytim
v PBS + 0,05% Tween 20;

»  specificky navazané IgY protilatky byly oznaceny konjugatem anti-chicken IgY s kienovou
peroxidazou (Bethyl) fedénym 20 000x (PBS + Tween 20 + kaseinovy hydrolyzat), (100 pl na
jamku). Inkubace probihala 60 min pfi pokojové teploté. Nenavazany konjugat byl odstranén
pétindsobnym promytim v PBS + 0,05% Tween 20;

* pro enzymatickou reakci byl pouzit substrat - TMB (Test-line) 100 pl na jamku. Doba
vzajemné reakce se pohybovala mezi 0 az 30 minutami. Reakce byla zastavena 2M H,SO4
v mnozstvi 50 pl/jamku. Vyslednd barevna reakce byla métena piti 450 nm.

Vysledek vysSetieni koncentrace specifickych IgY protilatek proti SLP

Sérum a vajecné zloutky imunizovanych slepic obsahuji specifické IgY protilatky proti
SLP — hlavnimu adhesivnimu faktoru bakterii C. difficile (tabulka 2)

Tabulka 2: Vysledky ELISA testu s pouzitim SLP jako antigenu vyjadfujici pozitivni reakci
sériové fedénych testovanych latek: negativni sérum, pozitivni sérum (den 28 po zahijeni
imunizace), pozitivni suSend vajecnd melanz (SVM, den 28 po zahdjeni imunizace). Vysledky
jsou vyjadfeny jako opticka denzita.

fedéni sérum | negativni pozitivni fedéni vejce | negativni pozitivni
sérum sérum kontrola SVM

30x 2,079 2,304 3x 1,379 2,654

100x 1,187 2,873 10x 0,734 2,355

300x 0,494 3,078 30x 0,257 1,676

1 000x 0,188 3,009 100x 0,110 0,943

3 000x 0,094 2,756 300x 0,067 0,455

10 000x 0,063 2,363 1 000x 0,052 0,233

30 000x 0,052 1,237 3 000x 0,048 0,109

100 000x 0,045 0,512 10 000x 0,052 0,068

Inhibice adheze bakterii C. difficile specifickymi IgY protilatkami

Timto testem je prokazovana schopnost specifickych IgY protiladtek inhibovat adhezi bakterii
C. difficile na povrch bunécné kultury praseciho sttevniho epitelu (IPEC).

*  Bunécna linie: IPEC J2 (pivod ECCAC);

*  Kultivacni médium: DMEM High Glucose (Biosera)*+ 2% FBS (PAA) + L-glutamin
2 mmol/l;

*  Kultivace bunék

Bunééna linie o hustoté 1x10° bun&k v 1 ml média byla kultivovana po dobu 72 h na 12 jamkové
desce (TPP) pfi 37 °C v 5% atmosfére CO,. Vyména média za Cerstvé byla provedena po
2 dnech;
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*  Clostridium difficile
K pokusu byl pouzit bakteridlni kmen Clostridium difficile DSM 1296, potizeny ve Sbirce
zoopatogennich mikroorganismtt VUVeL Brno. Kmen produkuje toxin A (tcdA) a toxin B (tcdB);

*  Kultivace C. difficile Kmen C. difficile byl vyockovan na Columbia agar s 5% ov¢i krvi.
Inkubace probihala za anaerobnich podminek pii 37 °C 24 hodin. Jedna bakteriologicka klicka
narostlé kultury byla pfenesena do 200 ml BHI (Brain Heart Infusion). Inokulovany bujon byl
inkubovan za anaerobnich podminek pii 37 °C 72 hodin;

*  Promyti bakterii

Narostla bakteridlni suspenze byla 2x promyta v PBS: Centrifugace bakteridlni suspenze pfi
5000 g po dobu 15 minut. Po odstranéni supernatantu byl sediment resuspendovan v PBS. Tento
proces byl opakovan 2x. Nakonec byly bakterie resuspendovany v kultivacnim médiu (DMEM
High Glucose + 2% FBS + Glutamine). Kone¢nd koncentrace bakterii byla upravena na optickou
denzitu 5°McF, odpovidajici 1x10” CFU/ml;

»  Inkubace C. difficile s protilatkami

Specifické protilatky proti C. difficile byly pouzity v nasledujicich formach:

- sérum imunizovanych slepic,

- rehydratovana suSena vaje¢na melanz (SVM) piipravena z vajec imunizovanych slepic,

- vodni frakce — Zloutky vajec neimunizovanych slepic, dalsi ptiprava viz vyse

- kontrola — kultiva¢ni medium

Uvedené vajec¢né protilatky a pfislusné kontroly byly inkubovany spolu s bakterialni suspenzi
v anaerobnim prostiedi pti 37 °C 2 hodiny;

*  Adherence protilatkami oSetFenych bakterii k bunkam IPEC
Protilatkami oSetfené bakterie byly pfidany k 3denni bunécéné kultufe IPEC a nechaly se
v anaerobnim prostiedi 2 hodiny pfi 37 °C adherovat k témto buiikam;

*  Odmyti neadherovanych C. difficile a uvolnéni adherovanych bunék IPEC
Voln¢ neadherované bakterie byly odstranény promytim v PBS (3x). Poté byl k buiikam
s navazanymi bakteriemi ptidan 1% Triton X a inkubovan 5 minut pii 37 °C;

*  Rekultivace

Suspenze buné¢k a bakterii byla déle fedéna a inokulovéana na selektivni agar Clostridium difficile
agar (CDA, LabMediaServis). Po inkubaci za anaerobnich podminek pii 37 °C 48 hodin byly
spocitany narostlé kolonie v jednotlivych fedénich a byla spocitana koncentrace kolonie tvoticich
jednotek CFU/ml.

Tabulka 3: Inhibice adheze C. difficile vyvolana piitomnosti specifickych IgY protilatek
v riznych koncentracich a v riiznych matricich (K — Kontrola, VF — Vodni frakce, SVM — SuSena
vajena melanz, % jsou obj. %). Vysledky jsou vyjadreny jako CFU/ml adherovanych bakterii

pokus ¢&. 1 pokus ¢. 2 pokus ¢&. 3 pokus ¢&. 4
vychozi inokulum | 1x10’ 1x10’ 6x10’ 6x10’
K1 340 310 2300 1200
K2 200 530 4000 1140
VF1 10% 100 520 1920
VF2 10% 80 480 860
SVM1 5% 360
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pokus ¢. 1 pokus ¢. 2 pokus ¢&. 3 pokus ¢. 4
vychozi inokulum | 1x10’ 1x10’ 6x10’ 6x10’
SVM2 5% 650
SVM1 10% 0 80 150
SVM2 10% 20 10 550
Sérum1 10% 10 60
Sérum?2 10% 0 0

Testovani protizanétlivych ucinkii vajecné melanze

Protizanétlivé ucinky vajecné melanze byly testovany in vifro na modelu prasec¢ich makrofagi
derivovanych z monocytti stimulovanych lipopolysacharidem. Monocyty byly z periferni krve
3 prasat ziskany na zaklad¢ jejich schopnosti adherovat k plastovym povrchiim. Po 6denni
derivaci byly makrofagy vystaveny ucinku 4 riznych koncentraci vaje¢né melanze a nasledné
stimulovany lipopolysacharidem (1 pg/ml) po dobu 4 hodin. Jejich odpovéd’ na tuto stimulaci
byla stanovena na zakladé tvorby prozanétlivych cytokinl. Tvorba prozanétlivych cytokint IL-
Ibeta, IL-8 a TNFalfa byla stanovena na zakladé relativni kvantifikace obsahu mRNA. Jako
referencni slouzil gen HPRT. Z vysledkt je patrny tlumivy efekt vajecné melanze na zanétlivou
odpovéd, a to v zavislosti na davce (Tabulka 4).

Tabulka 4: Relativni exprese mRNA pro TNF alfa, IL-1 beta a IL-8 jako odpovéd makrofagii
derivovanych z monocytli po stimulaci lipopolysacharidem po piedchozim oSetieni Ctyfmi
koncentracemi vajecné melanze (prumér ze ctyf pokusi). Vysledky jsou vztazeny k reakci
kontrolnich bun¢k neoSetfenych melanZzi a vyjadieny v %.

Koncentrace vajetné melanze v médiu (%) TNFa IL1B IL8
0 100 100 100
0,02 101,6 106,5 97,6
0,2 76,5 94,7 86,2
2 62,6 76,1 80,4
20 51,7 61,7 66,2

Ptiklad sloZeni ptipravku 1

Byly pfipraveny tfi varianty sloZeni pfipravku. Pfipravek obsahoval obohaceny peroralni
rehydrata¢ni roztok (WHO), do kterého byla vmichana suSend vajecna melanz v objemu 5, 10,
resp. 20 objemovych procent. Vaje¢na melanz byla pfipravena homogenizaci obsahu slepicich
vajec obsahujicich IgY protilatky proti C.difficile.

Ptiklad slozeni ptipravku 2

Byla pfipravena susena vajecna melanz, ktera slouzi jako susena smés pro ptipravu lécebné
preventivnich néapoji. Vajecna melanz pfipravena homogenizaci obsahu slepic¢ich vajec
obsahujicich IgY protilatky proti C.difficile byla vysusena sprejovym suSenim (teplota vstupniho
vzduchu 170 °C/teplota v komote 70°C). Vysledny suchy produkt byl =zabalen do
vodonepropustnych obalt.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Lécebné-preventivni pripravek pro 1écbu a prevenci lidi postizenych infekci Clostridium
difficile, vyznaceny tim, ze obsahuje 0,1 az 100 % hmotn. vaje¢né hmoty obsahujici specifické
IgY protilatky proti Clostridium difficile a zbytek do 100 % hmotn. farmaceuticky ptijatelnych
pomocnych latek a pomocnych aktivnich latek.

2. Leécebné-preventivni ptipravek podle naroku 1, vyzna€eny tim, Ze vajeCna hmota je ve
formé¢ homogenizovaného obsahu slepiciho vejce, nebo vysuseného homogenizovaného obsahu
slepiciho vejce.

3. Lécebne-preventivni piipravek podle kteréhokoliv z predchazejicich narokt, vyznaceny
tim, Ze vaje¢na hmota obsahujici specifické IgY protilatky proti C. difficile je ptipravitelna
homogenizaci obsahu vajec slepic imunizovanych vySe uvedenym inaktivovanym patogennim
mikroorganismem.

4. Lécebné-preventivni ptipravek podle kteréhokoliv z predchézejicich naroktl, vyznaceny
tim, Ze pomocné aktivni latky zahrnuji latky podporujici regeneraci a ochranu stfeva, vitaminy,
mineraly, antibiotika, probiotika, prebiotika; a farmaceuticky ptijatelné pomocné latky zahrnuji
nutri¢ni doplnky, plniva, rozpoustédla.

5. Lécebneé-preventivni piipravek podle kteréhokoliv z predchazejicich narokt, vyznaceny
tim, Ze je ve forme prasku, granulatu, pasty nebo emulze.
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