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Farmaceuticky prostiedek pro prevenci a 1é¢eni mikrobidlnich prijmi u zvirat

Oblast techniky

Vynéalez se tykd pouZiti bakterii Escherichia coli kmene DSM 6601 pro prevenci alédeni
mikrobialnich prijmi u zvifat.

Dosavadni stav techniky

Pod prijmy se u lidi nebo zvifat rozumi &asté vyprazdiiovani Fidkych exkrementd, pfiemz
pfi¢ina prijmi miZe byt rizna, jako napfiklad alergickd reakce na n&kterou potravinu, ale
i reakce na mikroorganismy, ato bakterie, houby nebo viry nebo jejich toxiny. Déletrvajici
prijmy mohou vést pro velkou ztritu vody a soli k t&%kym komplikacim, az ke smrti. Tézké
prijmy proto v kazdém pfipadé vyZaduji 1éeni, zv1asté v ptipadg, kdy se jedna o mladé nebo jiz
oslabené lidi nebo zvifata.

Ve velké vétiné pripadi jsou prijmy zpisobeny bakteriemi, které nepati k normalni mikroflote
postizeného organismu, pFi€emz hlavni @lohu hraji zvla3té urdité patogenni kmeny Escherichia
coli, salmonely a shigely. Vedle bakterii mohou byt viak priijmy vyvolany také infekcemi viry,
zv1ast¢ koronaa rotaviry nebo také houbami, které ve vétSing pripadi patfi do oddéleni
Eumycota. Zatimco bakteridlni priijmy jsou v soudasnosti dobfe zvlidnutelné podavanim
absorp&nich latek nebo nesystémovych sulfonamidi nebo antibiotik, dosud neni Z4dny prostie-
dek isp&3né pouzitelny pfi virové infekci a témeF z4dné prostredky, které jsou u&inné pti osidleni
Zalude¢né-stfevniho traktu houbami.

Jako houby se oznatuje polyfylogenetickd skupina heterotrofnich a eukaryotnich organismi
neobsahujicich chlorofyl, které mohou byt jedno nebo vicebun&&né a jejichz rozmnoZovéni
probihd jako u viech eukaryot mitézou a meidzou za vytvoreni pohlavnich nebo nepohlavnich
spor, ale také pulenim. Jednobun&&né houby, které se rozmnoZuji pouze puéenim, se &asto
oznaCuji jako kvasinky, ackoliv kvasinky jsou skupinou organismi s riznou pfibuznosti. Tém&f
vSechny eumykoty, tedy pravé houby, prochézeji béhem individualniho vyvoje dvéma nebo vice
morfologicky rozliitelnymi stupni, totiZ jako teleomorfy, pfi kterych se po meibze vytvoii spéry,
a jednim nebo vice stupni jako anamorfy, u kterych neni tvorba spér spojena s meiézou. Houby,
Jejichz teleomorfy jsou nezndmé nebo ztratily schopnost je tvofit, se zahrnuji do skupiny Fungi
imperfecti. Pfesna botanicka klasifikace neni u hub &asto je$té ukonden4.

Pro nepfitomnost chlorofylu se vechny houby vyZivuji heterotrofn& odbourdvanim organickych
latek, jsou tedy oznatovéany jako saprofyty. Z lékatského hlediska se rozliduje mezi oportunnimi
organismy, tedy saprofyty, které se mohou zfidka a jen za zcela urgitych podminek stat patogeny,
akam patii zvlasté rody Candida a Aspergillus. Tzv. patogenni saprofyty vedou mimo télo
normalni saprofyticky Zivot, ale pro &lovéka nebo zvifata jsou, jestlize dojde k infekci, za viech
okolnosti povazovany za patogeny. Také mezi houbami se vyskytuji obligatorni paraziti, ktefi
nemohou riist mimo hostitelsky organismus a ktefi byli nalezeni nejen u lidi, ale i u zvifat, sem
patii vétSina dermatofyt.

Podstatny rozdil mezi bakteriemi a houbami spo&iva v tom, Ze houby jsou na rozdil od bakterii
eukaryoty, tedy maji jadro s membranou a na rozdil od bakterii maji navic také mitochondrie,
a jejich bun&&na sténa se sklada z chitinu a/nebo celulézy, zatimco bunééna sténa bakterii je
vystavéna z mukopeptidi. To vysvétluje, proé vétina antibiotik G&innych na bakterie u hub
selhdva, protoze u mnoha znidmych antibiotik jsou hlavnim mistem zisahu sténa bakterii nebo
mitochondrie.
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Existuji také néktera antibiotika, kterd mohou byt pouZita proti houbovym infekcim také systé-
move, tedy nejen mistné, a kterd se vyznacuji polyenovou strukturou, jako napiiklad amfotericin
B, griseofulvin, natamycin a nystatin. Syntetickymi systémovymi antimykotiky jsou flucytosin
a fada azolovych derivati jako je ketokonazol a mikonazol nebo flukonazol a itrakonazol.

Zatimco pfesny mechanismus plsobeni polyenovych antibiotik je$t€ neni do viech podrobnosti
znam, UCinkuji syntetické azolové derivaty na syntézu ergosterolu v bun&&né membrané a tim
ovliviiuji prostupnost bun&&né stény.

Nevyhoda vech dosud zndmych systémové pouzitelnych antimykotik je v tom, Ze nejsou zpra-
vidla fungicidni, ale pouze fungistatick4, a proto je nutné dlouhodobé 1é¢eni. Navic se vyskytuje
zkfiZena rezistence jak u polyenovych antibiotik, tak i u azolovych slouenin a koneéné i cena
téchto produkti je relativné vysokd, coZ sniZuje moZnost Sirokého pouZiti ve veterindrnim
1ékaf'stvi.

Proto existuje je$té dalsi potieba veterinarnich farmaceutickych prostiedkd, které jsou schopny
G¢inné potlacovat priijmy u zvifat, které jsou podmingny v podstat& nebo také Giasti patogennich
hub.

Podstata vynalezu

Zcela piekvapivé bylo nyni zjisténo, Ze pfi pouZiti bakterie Escherichia coli kmen DSM 6601 je
mozno tyto prijmy dobfe 1é¢it, a to i kdyZz selhala obvykla medikace slou¢eninami ptisobicimi
proti houbam.

Escherichia coli, v nasledujicim textu zkracovana jako E. coli, se vyskytuje v Eetnych variantich,
které se odliSuji antigeny pouzdra, povrchovymi antigeny a antigeny bi¢ikl a které je proto
mozné zafadit do velkého mnoZstvi serologickych typi. Zafazeni podle serotypi viak vzdy
nevypovidd o rozdilné virulenci mikroorganismu. Zastupci stejného serotypu mohou mit jak
u lidi, tak i u zvifat rozdilny patogenni potencidl, ktery miiZe v extrémnim pfipadé zasahovat od
avirulentniho az do vysoce patogenniho stavu. Je viak zndmo, Ze kmen E. coli DSM 6601 nepatfi
ani k lidskym, ani ke zvifecim patogenim. Tento kmen se pouzivd napiiklad v huméannim
1ékafstvi jako substituéni preparat u infek&nich onemocnéni stfev salmonelami nebo shigelami,
ato nejen u akutnich, ale iu chronickych stavii. Tento kmen E. coli se Gsp&€3né pouziva pfi
substitucni terapii také u jinych pfipadl poruSeni stfevni flory, napfiklad po 1é€eni antibiotiky
nebo ozéfeni. Zda se pfi tom v podstaté jednd pouze o potladeni patogennich kmenti bakterii
odpovidajicimi variantami E. coli nebo Proteus timto zvlastnim kmenem E. coli, tedy o snizeni
mnozstvi toxini, nebo zda produkty latkové pfemény kmene E. coli DSM 6601 maji samy o sobé

s rwe

terapeutické ucinky, neni jednoznaéné vyjasnéno.

Na zakladg téchto zndmych vysvétleni mechanismu uinku Zivych bakterii E. coli vSak nebylo
mozno v Zadném piipadé otekavat, Ze by mohlo Ié€eni t€mito Zivymi kulturami mit pfekvapivou
udinnost pii infekci stfevniho traktu zvifat houbami a zvlasté kvasinkami. V padesatych letech
byly sice pfileZitostng pouZzivany nepatogenni kmeny E. coli ve veterinirnim Iékafstvi pfi
onemocnéni hovéziho dobytka nebo vepil spodivajicim také v prijmu, ale zde se jednalo
o léCeni poruch vyZivy selat (Fischer W., Erfahrungen eines praktischen Tierarztes bei der
Behandlung kranker Ferkel in den Jahren 1945 bis 1950; dizertace, univerzita Mnichov 1950)
nebo o 1éceni tzv. Semperovy nemoci u hovéziho dobytka, jejiz pfiCinou byla ¢asto nedostatecna
vyZiva zpisobena geologickymi podminkami oblasti (Hifele W., Die "Semperkrankheit" eine
Erndhrungsund Entwicklungsstorung des Rindes im Hochschwarzwald in der Umgebung von St.
Blasien; dizertace, veterinarni klinika, univerzita Mnichov 1952). Tyto dfivéjsi pokusy pokusné
pouzivat koliformni kmeny u zvla$tnich onemocnéni vepii nebo hovéziho dobytka byly zcela
ojedin€lé a v zadném ptipadé nemohly naznalovat, Ze by bylo mozno podnikat dalsi pokusy

-2-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 290100 B6

wows

E. coli DSM 6601 ma piekvapivy G&inek také pfi onemocnénich stiev, kterd jsou podmin&na
zcela nebo v podstaté houbami, protoZe 1éZeni houbovych infekci, zv1a§te jestlize je postiZzena
sliznice stiev, je zvla§té obtizné, protoze prostfedky pouZivané u bakteridlnich infekci nemaji
prakticky zadnou i¢innost.

Dosud je o normalni stfevni flofe riznych druhui zvifat pfekvapivé malo poznatki, ale napadeni
gastrointestinalniho traktu houbami a zv1asté kvasinkami je tfeba vzdy povaZovat za patologicky
jev. '

Prekvapivé rychly ¢inek 1é€eni kmenem E. coli DSM 6601 vede k zavéru, Ze u¢innost tohoto
1é¢eni nespociva pouze v ndhradé houbové fléry zdravou bakterialni flérou, ale Ze kmen ve velké
mife prispiva ke zvySeni obrannych schopnosti téla, pfi¢emzZ je moZno predpokladat, ze produkty
latkové pfemény tohoto kmene maji znaény imunostimula¢ni G¢inek.

V nasledujici ¢asti bude vynalez bliZe osvétlen na prikladech.

Priklady provedeni vynalezu

V podniku pro chov krav na mléko v Sasku, ktery méa v priméru stav zvifat 1480 dojnic, 600
Jjalovic a mladych kusi a 185 telat se vyznatoval od za&atku roku 1997 stav telat velmi dobrymi
vysledky pfi chovu, nizkou nemocnosti a Gmrtnosti. Zjevna Zalude¢ni a stfevni onemocnéni
s prijmy byla vyjime&né fidka. Ztraty telat se pohybovaly pod hranici 3 %, vztazeno na podet
Ziv€ narozenych telat.

Na konci ledna 1997 doslo néhle k &astému vyskytu prijmu s klinicky markantnimi pfiznaky
gastroenteritidy. Onemocnéni zalinala u telat ve véku 7 az 11 dnli, méla riiznou dobu trvani
a vyznacovala se nemocnosti vice neZ 90 % a umrtnosti vice nez 10 %. Prub&h onemocnéni se
vyznaCoval nasledujicimi pfiznaky: na pocatku zelenavéZzluty prijem s konzistenci Fidké kase,
v dal$im pribéhu nemoci byla stolice hlenovita, stale ¥idsi a vétSinou vodnata. Télesné teploty
byly na potatku onemocnéni mim& zvy$ené (39,7 az 39,9 °C), ale v daldim prib&hu rychle
klesaly a dosahovaly jiz jen spodnich hranic, z&asti v rozmezi 37,8 az 37,5 °C. Nemocn4 telata
méla velkou chut’ na séni a byla stale zeslablejsi, takze v dal$im pribéhu nemoci leZela. T&Zce
onemocnélym zvifatim musela byt podavéana uméla vyziva.

Po trvani onemocnéni od 3 do 9 dnii doslo k je§té vys$sim ztratam. Provadéné sekce ukazovaly
souhlasn€ nanejvy$ nipadné nalezy, totiz kapalny, vlotkovity aZ mirné krvavy obsah stfev
a vicestupiiové viedovité zanéty bachoru a slézu. V mésici dubnu 1997 dosahla &etnost onemoc-
néni téméf 100 % a Gmrtnost stoupla na vice nez 15 %.

Mikrobiologickd vySetfeni obsahu Zaludku astfev a vnitinich orgni zpodatku neposkytla
specifické vysledky, aZ v noru 1997 byly u dvou uhynulych telat z obsahu Zaludku a stfev
izolovany kvasinky rodu Candida (C. glabrata a C. albicans). Stfevni patogenni E. coli nebyly
nalezeny. Tyto kvasinky se podafilo prokazat u vech dalsich pitev riznych telat a u vySetfeni
vzorki stolice telat a jejich matek. Dale provadéna cilena vysetfeni stolice a kolostra u krav
atelat pfinesla stejné vysledky. Rozsifena vySetfeni na viry, jmenovité¢ koronaa rotaviry a na
kryptosporidie poskytla pouze ve dvou pfipadech uhynulych telat ¢astice koronaviru a v jednom
pripad¢ rotaviry.

Pivod téchto kvasinek nebyl dlouhou dobu objasnén, az v bfeznu 1997 pfi zkoumani mlata
pouZitého jako krmiva se podafilo prokazat kvasinky (pfevazujici Candida glabrata) v mnoZstvi
3,6 x 10" KBE/g krmiva.
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Od potatku Siroce provadéni lé&ebna opatfeni jako dietni napoje, antiflogistika, styptika,
elektrolyty a prostfedky pro povzbuzeni srdce a krevniho ob&hu vedla k pouze neuspokojivym
vysledkim. Po pouziti sulfonamidi a antibiotik zvifata uhynula 6 az 8 hodin po podani. Protoze
tyto zplisoby 1é&eni byly neusp&$né, byly pouzity 1é8ebné prostredky obsahujici jako G¢inné latky
huminové kyseliny. Také tato opatfeni nepfinesla 74dné vyznamna zlep$eni prib&hu nemoci.

Z 236 telat zivé narozenych ve dvou mésicich od 24. dubna do 23. &ervna 1997 onemocnéla
viechna zvifata, pfi¢emz 41 zvifat v tomto asovém obdobi uhynulo, coZ odpovidalo 17,4 %, a to
29 zvifat na prijmy, coz odpovida 70,7 % ztrat a 8 zvifat na prijmy s doprovodnou broncho-
pneumonii, coz odpovida 19,5 % ztrat a 4 zvifata z jinych pficin, coz odpovida 9,8 % ztrat.

V obdobi od 24. Eervna 1997 do 4. zati 1997 byla potom podavana 300 nové narozenym telatim
suspenze Zivé kultury E. coli kmen DSM 6601 v mnoZstvi denné 15,0 ml na zvife. Tato davka
nezvisela na hmotnosti a véku zvitat a byla podavana oréalng, v trvani 10 az 13 dnili po porodu.
V obdobi od 24. ervna do 8. &ervence 1997 bylo timto zplisobem o3etieno 61 telat, z nichz dvé&

onemocnéla na prijem, coZz odpovidd nemocnosti 3,3 %. Zadné ze zvifat na toto onemocnéni
neuhynulo.

V obdobi od 9. &ervna do 23. &ervence 1997 bylo odpovidajicim zpiisobem o3etfeno 49 telat,

z nichz Zadné neonemocnélo na gastroenteritidu s prijmem. Umrtnost na toto onemocnéni byla
také 0 %.

V obdobi od 23. &ervence do 6. srpna 1997 bylo o3etfeno 64 telat, z nichZz dvé onemocnéla na
pritfjem, coZ je nemocnost 3,1 %. Zadné ze zvifat na toto onemocn&ni neuhynulo, takZe G4mrtnost
je rovna nule.

Poté, co byly vylerpany viechny dostupné terapeutické moZnosti, bylo moZno preventivnim
a terapeutickym pouzitim suspenze E. coli kmene DSM 6601 témé&f uplné zabranit prijmim

vyvolanym gastroenteritidami u sajicich telat.

Pouziti jinych 1é¢iv a dietnich pfisad mohlo byt podstatné sniZeno, takZe naklady vynaloZené na
tyto prostfedky se snizily o 70 %.
PATENTOVE NAROKY

1. PouZiti Escherichia coli kmen DSM 6601 pro vyrobu farmaceutickych prostfedki pro
prevenci a légeni priijmi u zvifat podmin&nych v podstaté patogennimi houbami.
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