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Peroralni pfipravek k prevenci a |&é¢bé parvovirdzy psti

Oblast techniky
Vynalez se tyka perorélniho pfipravku k prevenci a 1é&bé parvovirézy

psu.

Dosavadni stav techniky

Plvodcem tohoto onemocnéni je psi parvovirus Canine parvovirus
type Il (CPV - 2), ktery existuje v jedné antigenni variant®, zasadné odli§né
od nepatogenniho parvoviru typu | (CPV - 1). K infekci psi patogennim
parvovirem (CPV - 2) dochazi téméf vyluéné peroraini cestou. Vzhledem k
jednoznacné afinité patogenniho parvoviru k rychle se délicim somatickym
bunkam je infek&ni proces koncentrovan piedev$im na buriky epitelidini
vystelky tenkého stfeva. U malych $ténat jsou postizeny i buftky myokardu. V
prabéhu infekce dochazi k degeneraci a deskvamaci enterocytd a k
obnazeni stromatu stievnich klkl. Dlsledkem je vyrazné snizeni resorbéni
schopnosti stfevni sliznice, hyperbiosa, presun tekutin z tkani do stfevniho
lumen, stfevni dysmikrobie, a v nékterych pfipadech | nasledna bakterialni
sepse vyvolana fakultativnimi enteropatogeny (Escherichia coli, Klebsiella
spp., Pseudomonas spp., atd.). Klinicky se parvovirova infekce projevuje
upornym zvracenim, tézkym prdjmem s naslednou dehydrataci, a v pfipadé
myokarditidy nahlym uhynem $ténat.

Kauzalni terapie parvovirézy psu je, kromé parentainiho podani
specifickych protilatek, prakticky nemoznd. Proto prevazuje jen lééba
symtomatickd a podplrna, zaméfena na zmiméni klinickych pfiznakd,
posileni obrannych mechanism( zvifete, a na omezeni moznosti rozvoje
sekundarnich bakterialnich infekci. Specificka profylaxe parvovirézy psa je
zalozena na vyuziti zivych nebo inaktivovanych vakcin.

Nedostatecnost souc¢asnych léebnych metod i imunoprofylaktickych
postupli je v pfipadé parvovirézy psl obecné znama. Pfidiny této
nedostateénosti jsou shrnuty v nasledujici ¢asti:

Parvovirus je vysoce rezistentni k fyzikalnim a chemickym vlivim a
ve vnéjSim prostiedi diouhodobé preziva v piné aktivnim stavu.



Zdrojem nékazy jsou nemocna zvifata, ktera vyluéuji parvovirus do
vnéjSiho prostiedi trusem ve vysokych koncentracich.

K parvovirové infekci jsou nejvnimavéjsi $ténata, protoze v prvnim
obdobi po narozeni nemaji jesté rozvinuty imunitni systém. Jejich odolnost k
infekénim  faktordm zavisi na protilatkach  ziskanych v prubshu
intrauterinniho vyvoje (5%), a pak zejména na protilatkach vstfebanych z
kolostra matek (95%) v priib&hu prvnich tfi dnu po porodu. Ve skutednosti to
znamena, ze odolnost §téfat vici parvovirové infekci zavisi na dvou zcela
nestabilnich faktorech, jako je troveri imunity matky - resp. na koncentraci
antiparvovirovych protilatek v matding kolostru, a na mnozstvi kolostra
prijatého Sténétem v perinatainim obdobi.

Nevyhodou vakcinace dospélych pst je, Ze nenavozuje celozivotni
odolnost k parvovirové infekci. Imunita dosahuje maxima 28 az 35 dni po
vakcinaci, a potom postupné klesa. Z tohoto divodu je nutné vakcinaci
opakovat nejméné jedenkrat roéné.

Vakcinace $ténat proti parvoviréze je komplikovana existenci tzv.
imunitniho okna. Jde o éasovy Usek, kdy drover kolostraini imunity $ténat
poklesne pod protektivni limit, ale soudasné je jesSté dostatedna k
neutralizaci antigenniho efektu vakciny. V tomto dvou a3 Ctyitydennim
obdobi jsou §ténata vnimava k infekci, ale nemohou byt Géinné vakcinovana.
Casové je vznik imunitniho okna u jednotlivych $ténat rozdilny. Obecné se
jedna o obdobi od 6. do 12. tydne stafi §ténat po narozeni. Podle nékterych
Udaji zasahuje imunitni okno az do véku 16 tydnd. Zrejmé z toho diivodu
vétsina vakcinaénich programd doporuCuje zahdjit vakcinaci $téRat v 6.
tydnu po narozeni, s opakovanim ve &trnéctidennich intervalech a3 do stari
12 az 16 tydnu.

Uginnost  specifické profylaxe, napfiklad vakcinace, stejné jako
efektivita pfipadné parentéini aplikace protilatek je v pfipadé parvovirézy
pst signifikantné nizsi, protoze protilatky z krevniho fedisté obtizné pronikaji
do mista primarni infekce, tj. k parvovirem napadenym enterocytdm v lumenu
tenkého stfeva. Stejnym mechanismem je do jisté miry omezena i Géinnost
kolostréini imunity $téhfat ve vztahu k antiparvovirovym protilatkam
resorbovanym z matefského kolostra do krve miadat.




Vzhledem k znaCnému rozsifeni a dramatickému prib&hu je

parvoviréza povaZovana za jedno z nejnebezpednéj$ich onemocnéni psu,

které je, zejména u Sténat, provazeno vysokou mortalitou.

Podstata vynalezu
VysSe uvedené nedostatky ve znatné mife odstraruje perordini

pfipravek k prevenci a 1é¢bé parvovirdzy psd podle vynalezu, jehoz podstata
spociva v tom, Ze G¢innou sloZkou jsou psi antiparvovirové protilatky. Dalsi
ucinnou slozkou jsou stabilizované laktacidoprodukéni bakterie, napriklad
druhy Enterococcus spp. alnebo Lactobacillus spp, majici ochranny Gdinek a
vitaminy majici podpurny Gcinek. Nosné latky zajistuji homogenitu a
| standardni obsah ucinnych slozek v aplikaénich formach, napiiklad pasté,
nebo sypkém prasku. Uginek pfipravku podle vynalezu spociva v umélém
navozeni stavu lokalni imunity sliznice gastrointestinalniho traktu pst,
zejmeéna Steénat, k infekci parvovirem a sou¢asné v podpofe celkovych
obrannych systému organismu. Zakladni Gginnou slozku peroralniho
pripravku tvofi stabilizované specifické antiparvovirové protilatky, schopné
neutralizovat psi parvovirus v intestinu zvifat a inhibovat inicidlni fazi
infek&niho procesu, tj. adhezi a penetraci viru do epiteliarnich bunék sliznice
stfeva, a tak znemoznit nebo zmirnit prab&h onemocnéni.

Vyhodou vynalezu je skutecnost, Ze specifické antiparvovirové
protilatky jsou ziskavany z netradi¢nich zdroju, tj. z kolostra krav nebo s
vyhodou z vajec nosnic imunizovanych antigenem psiho parvoviru.
Zpracovani vychozich surovin, napfiklad kolostra nebo vajeénych Zloutkd,
zahmuje prakticky jiz jen $etrnou konzervaci, a to bud sprejovym nebo
fluidnim susenim, nebo vyhodnéji a Setrnéji lyofilizaéni technikou. Vyslednym
produktem je bily nebo Zluty pradek, ktery je z nutriéniho hlediska identicky s
krmnymi komponenty béZné uzivanymi ve vyzivé pst. Hiadina specifickych
antiparvovirovych protilatek v suseném nebo lyofilizovaném kolostru &i
vajecnych Zloutcich musi dosahnout minimélné neutralizaéniho titru 16 na
100 TCIDso (Tissue culture infections dose, tj. infekéni davka pro tkarovou
kulturu) v 0,05 mg suSené hmoty. Biologickou Uginnost specifickych
antiparvovirovych protilatek v organismu zvifat je mozné podporit




probiotickou sloZzkou, ktera je vyznamna pro udrzeni eubidzy stfevni
mikrobialni biocendzy narusené parvovirovou infekci. Stabilizované zivé
kultury laktacidoprodukénich bakterii Enterococcus spp. nebo Lactobacillus
Spp. jsou schopné branit rozvoji nezadoucich fakultativngé patogennich
bakterii ve stfevé zvifat, a tak omezovat riziko bakterialni sepse na
minimum. Probioticka slozka je vyrdbéna submersni pulzadni kultivaci
vybranych laktacidoprodukénich bakterii, a po separaci média jsou kultury
stabilizovany lyofilizaci. Koncentrace Zivych zérodkG v 1 g probiotického
koncentratu by méla dosdhnout minimalné 50 x 10° (CFU: 50 x 10%1g)
(Colonies forming units, tj. zérodky schopné vytvofit kolonii). Ke zvy$eni
celkové odolnosti organismu k infekcim se s vyhodou peroraini pfipravek
doplruje vitaminovou sloZkou sloZenou z vitamind A,D,E, skupinou vitamin(i
B a vitaminu C, a to bud v sypkém stavu, nebo ve formé olejové suspenze.
Minimaini denni dotace vitamint pro psa by mély byt 500 m.j. vitaminu A,
35 m.j. vitaminu D3, 7 mg vitaminu E, 1,2 mg vitaminu C, 1 mg vitaminu By,
1,5 mg vitaminu Bz, 0,02 mg vitaminu Bi,, 2 mg niacinu a 0,01 mg biotinu.
ProtoZe pfipravek je uréen pfevazné k peroralnimu odetfeni $téfiat riizného
stari, ktera jsou parvovirovou infekci ohroZzena nejvice, byly jako
nejvhodnejsi zvoleny dvé aplikaéni formy. Pfipravek ve formé pasty, ktera je
inkorporovana do plastovych aplikatord, je vhodny pro podavani $ténatim
po narozeni a v obdobi kojeni, resp. mlééné vyZivy. Naproti tomu aplikadni
forma sypkého prasku (pulvis nebo premix) umozniuje snadné zapracovani
pfipravku do v8ech typUu krmiv pro odstavena $téfata nebo psy vsech
vékovych kategorii, napfiklad masové homogenaty, masové konzervy,
granulované nebo extrudované krmivo. Zatimco forma pasty umoziiuje zcela
bezpecné a presné individualni peroraini davkovani pripravku mladatim na
kofen jazyka bez rizika vyplivnuti nebo nezadouci a nebezpeéné aspirace,
praskova forma (pulvis, premix) vyhovuje skupinové i individualni aplikaci do
krmiva star$im a/nebo odstavenym $ténatim a psum vSech vékovych
kategorii. V pfipadé pfipravy pfipravku v aplikaéni formé pasty tvofi hlavni
nosné komponenty kolodidini  silikon-hydrolyzat a  destilované
monoglyceridy, které spoleéné s kvalitnim potravinarskym olejem vytvareji
konzistentni pastu s molekularnim sitem, které zajiStuje homogenni




zapracovani v8ech ucinnych i nosnych slozek. U vSech operaci pfi vyrobé
past, vCetné procesu pinéni plastovych aplikatorl, je treba zajistit, aby
nedoslo k nezédouci mikrobialni kontaminaci pfipravku. Finaini adjustace
sypké formy pfipravku (pulvis, premix) je zaloZzena na energetickych typech
nosicl jako je glukdza, laktéza, sorbitol nebo $krob, spoleéné se susenym
odtu¢nénym miékem nebo susenou syrovatkou. Pfipravek v suchg, tj. sypké
formé (pulvis, premix) je mozné pridavat do krmiva $téfat jiz v obdobi
prikrmovéni pred odstavem. U starsich ps( Ize pfipravek pfidavat do vsech
typl krmiv, napfiklad granulovana ¢i extrudovana krmiva, naturalni masové
smesi.

Vyhoda pfipravku podle vyndlezu spociva piedev§im v tom, Ze
umoziuje preklenout nedostatky dosavadnich preventivnich a Ié¢ebnych
postupl. Ma véak také radu dalsich vyhod:

Je vyrabén z biologickych surovin, které tvofi soucast bézné vyzivy
psu. Je zcela netoxicky, takze pfi Zadném, ani laickém, podavani nehrozi
jeho predavkovani. MGze byt bez rizika vyuzit u vSech vékovych skupin
sténat i pst. Je pouzitelny jak k terapii jiz rozvinutého parvovirového
onemocnéni, tak k prevenci onemocnéni u zvifat vystavenych vét$imu
infekénimu tlaku, napfiklad v souvislosti s realizaci hromadnych
kynologickych akci, napfiklad vystav, soutézi, zkou$ek vykonu, docéasny
pobyt v utulcich, atd. U $ténat umoznuje zvysit odolnost k parvovirové infekci
nejen béhem odchovu a pfi odstaveni, ale zejména pfi pfesunu do jiného
chovu, resp. pfi v8ech zménach prostiedi. Pouziti pfipravku podle vynalezu
lze rovnéz indikovat ke zvySeni odolnosti sténat v obdobi vzniku tzv.
imunitniho okna, tedy v obdobi 6. az 12. tydne Zivota. Lokalné aplikované
protildtky nemohou interferovat s u€inkem parenteralni vakcinace a blokovat
postvakcinaéni vyvoj imunity proti parvoviréze. Aplikaéni formy, napiikiad
pasta nebo prasek, umozriuji optimalni zpusob aplikace véem vékovym
kategoriim psl s vylou¢enim rizika aspirace pfipravku u novorozenych a

sajicich sténat.



Priklady provedeni vynalezu

Peroralni pfipravek k prevenci a 1éébé parvovirézy pst je pfipraven
Upravou zakladnich Gginnych slozek, nosnych sloZek, vitaminové pfisady do
dvou zakladnich aplikaénich forem. Zatimco pfipravek ve formé pasty je
urCen K aplikaci sajicim $téfatim v ranném postnatéinim obdobi, praskova
forma (pulvis, premix) je podavéna star§im $ténatim a psim v krmivu.
Zakladni a€inné slozky pfipravku podle vynalezu jsou u obou forem zcela
shodne.

Pii pfipravé antiparvovirovych protilatek je k imunizaci vyuzivan
antigen, coz je psi parvovirus (napfiklad kmen CAPM V - 464, Colection of
Animal Pathogenic Microorganisms, Hudcova 70, Brno), kultivovany na
vnimavych bunéénych kulturach (napfiklad bunééna linie CRFK, A - 72) s
hemaglutinaénim titrem (HT) 512-1024. Antigen je finalné zahus$tén 10 az 20
krat pomoci ultracentrifugace. K imunizaci jsou pouzity gravidni kréavy, nebo
nosnice, kterym je intramuskularné aplikovano 0,2 az 1,0 mi virového
antigenu predem smiseného s olejovym adjuvantem v poméru 1:1. Virova
suspenze se u krav podava 2 krat pfed oéekavanym porodem a u nosnic 3
krat v intervalu 21 dn( a dale podle potreby, obvykle v tfi az étyrtydennich
intervalech.

Detekce hladiny vytvofenych parvovirovych protilatek se provadi
pomoci hemaglutinaéné - inhibiéniho testu, nebo virus neutralizaénim
testem. Titr protilatek se vyjadfuje reciproéni hodnotou rfedéni séra, kolostra,
nebo vajeéné suspenze, které inhibovalo 8 aglutina¢nich jednotek nebo
neutralizovalo infekéni potencial 100 TKIDs, psiho parvoviru.

K dosazeni Zzadouciho uéinku je tfeba, aby mnozstvi psich
antiparvovirovych protilatek v 1 g pfipravku bylo alespont 16/100 TKIDso.

Produkty imunizovanych zvifat, tj. kolostrum nebo vaje¢né Zloutky, se
pred dal§im zpracovanim vzdy dobfe homogenizuji. Nasledné je kolostrum
nebo vajeény homogenat finalné konzervovan sprejovym ¢&i fluidnim
susenim, s vyhodou lyofilizaci. Pfed dal$im zpracovanim je ziskany bélozluty
prasek uchovavan v suchu a chladnu.

Pfi pfipravé probiotického koncentratu jsou vybrané kmeny
laktacidoprodukénich bakterii Enterococcus faecium M74 (CCM 6226) nebo




Lactobacillus casei (CCM 3775) submersné kultivovany pulzaénim
zpusobem tak, aby po separaci média a stabilizaci zahusténé mikrobidlni
biomasy lyofilizaci vznikl suchy bakteridlni koncentrdt s minimalni
koncentraci Zivych bunék 50x10%g (CFU 50:10%1g). Pfed dal$im pouzitim
jsou vyrobené probiotické koncentraty dlouhodobé uchovany pfi teploté -18

°C v mraznicce.

Priklad 1

Konecnou aplikaéni formou peroralniho pfipravku podie vynalezu je
napfiklad pasta, ktera se pfipravi zapracovanim Gc¢innych latek do nosnych
slozek pasty zajiStujicich homogenitu, a tim i jejich standardni obsah v
pasté. Jednotlivé UCinné slozky pfipravku podle vynalezu, specifické psi
antiparvovirové protilatky ve formé suseného &i lyofilizovaného kolostra
nebo vajeénych Zloutklh pochazejicich od imunizovanych zvifat, probioticky
koncentrat obsahujici stabilizované zivé laktacidoprodukéni bakterie a
vitaminové pfisady, jsou postupné =zapracovavany pod vakuem ve

specialnim michacim zafizeni

Tabulka 1: Zakladni slozeni pripravku ve formé pasty v hmotnostnich

procentech:

Nosné slozky pasty hmot. %
kvalitni potravinaisky olej (napf. arasidovy) 45 - 60
koloidni siloid / hydrolyzat (CABOSIL) 4-65
Qestilované monoglyceridy 1-3
Ucinné slozky pasty

susené kolostrum nebo vaje¢né Zloutky od imunizovanych 18 - 45
zvirat

probioticky koncentrat CFU 400 x 10°/1 g (Enterococcus 1-25

faecium, Lactobacillus casei)

Vitaminova prisada pasty

smés koncentratl vitaminu 4-5

( vitaminy: A, Ds, E, C, Ks, By, B, Bs, Bi2, biotin, niacin)




Po dokonalé homogenizaci je pfipravek podle vyndlezu ve formé
pasty antisepticky rozplnén do plastovych aplikatori s obsahem 15 az 30 ml.
Bézné peroralni aplika¢ni davky se pohybuji od 0,25 do 2 ml pasty na zvife

a den.

Priklad 2

Kone¢na uprava sypké - praskové formy pfipravku (pulvis/premix)
podle vynalezu se provadi ve standardnich michacich zafizenich
vybavenych horizontainim i vertikdlnim pohybem, tak aby bylo dosaZeno
nejvy$$i mozné homogenity pfipravku. Uginné slozky se nejdfive rozptyli v
mensim objemu nosnych substratl a teprve po dukladném piedmichani se

finalizaéni zafizeni doplni nosici na piny obsah.

Tabulka 2: Zakladni slozky pfipravku podle vynaiezu ve formé sypkého

prasku (pulvis/premix):

Nosné slozky hmot.
%

suseneé instantni miéko nebo susena syrovatka 18 -39

Ué&inné slozky

glukéza, skrob, sorbitotol 18 - 39

susené kolostrum nebo susené vajeéné Zloutky 20 -60

od imunizovanych zvirat

probioticky koncentrat (CFU: 400 x 10°/1g) 1-2
(Ent. faecium M 47, nebo Ltb. casei)

vitaminova pfisada ( vitaminové koncentraty A, D; E, C, K5, |1- 2
B1, Bzy Be, B12, biotin, cholin)

Po dokonalé homogenizaci je pfipravek podle vynalezu rozpinén do
kontejneru s obsahem 100 az 250 g. Pfipravek se pfidava do krmiva $ténat a

pst v denni davce 3 az 20 g podle stafi, plemene a hmotnosti‘zvif’at.




PATENTOVE NAROKY

1. Peroralni pfipravek k prevenci a 16&bé parvovirézy psd, vyznaéu jici
s e t i m, Ze obsahuje psi antiparvovirové protildtky z kolostra
imunizovanych krav a/nebo z vajeénych Zloutk( imunizovanych nosnic.

2. Peroralni pripravek podle ndroku 1, vyznaéujici se tim, Ze

rovnéz obsahuje stabilizované Zivé kultury laktacidoprodukénich bakterii.

3. Pripravek podie ndroku 1, vyznadujici se tim, Ze mnozstvi

psich antiparvovirovych protilatek je alespori 16/100 TKIDs, 1g piipravku.

4. Pripravek podle ndroku 1, vyznadéujici se tim, Ze rovnéz

obsahuje vitaminy a nosné latky.

5. Pripravek podle naroku 2, vyznadujici se tim, ze
stabilizovanymi Zivymi kulturami laktoacidoprodukénich bakterii jsou druhy
Enterococcus spp. alnebo Lactobacillus spp.

6. Pfipravek podle naroku 5, vyznadujici se tim,Ze koncentrace
stabilizovanych Zivych kultur laktoacidoprodukénich bakterii je v rozsahu

100 . 10° a2z 100 . 10 ° Zivych zarodkd na 1g piipravku.

7. Pfipravek podle naroku 1, vyznadujici se tim,Ze obsahuje 18
az 60 hmotnostnich % kolostra imunizovanych krav a/nebo vajeénych

Zloutkd imunizovanych nosnic.

8. Pfipravek podle naroku 4, vyznacujici se tim,Zze mnozstvi
vitaminu odpovida pro vitamin A alespori 100 m.j., pro vitamin Ds; alespor 10
m.j. @ pro vitamin E alespon 2 mg.
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9. Pfipravek podie ndroku 4, vyznadujici se ti m, 2e nosné latky
obsahuji potravinarsky olej v mnozstvi od 45 do 60 hmotnostnich %, silikon -
hydrolyzat v mnozZstvi od 4 do 6,5 hmotnostnich % a destilované glyceridy v

mnozstvi od 1 do 3 hmotnostnich %.

10. Pfipravek podle naroku4, vyznadujici se ti m, Ze nosné latky
obsahuji glukozu a/nebo sacharézu a/nebo $krob v celkovém mnozstvi od 18
do 39 hmotnostnich % spoledné s instantnim susenym miékem a/nebo
syrovatkou v celkovém mnozZstvi od 18 do 39%.

11. Zpasob vyroby psich antivirovych protilatek podle nérokd 1 a2 10, vy z-
nacujici se tim, Ze se imunizuji dojnice a/nebo nosnice antigenem
psiho parvoviru, natez se ziska kolostrum imunizovanych dojnic a/nebo
Zloutky imunizovanych nosnic a takto ziskana latka se upravi do formy pro
pouziti pfi imunizaci pst, napiiklad susenim.

12. ZpGsob vyroby psich antivirovych protilatek podie néroku 10 , Vyzna-
Cujici se tim, ze antigen psiho parvoviru je kmen CAPM V-464.
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