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Neantibioticky pripravek pro 1écbu stafylokokovych infekci hospodarskych zvirat

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka piipravku s vyuzitim fagového lyzatu, ktery je vhodny k lécbé
bakterialnich infekei u hospodatskych zvirat, ma vhodnou lékovou a aplikacni formu.

Dosavadni stav techniky

Pro lécbu bakteridlnich infekci hospodaiskych zvifat se v soucasné dobé vyuziva prevazné
antibioticka lécba. V souvislosti s poZadovanym snizenim spotfeby antibiotik, jak ve veterinarni,
tak huméanni medicin¢ je snaha o vyvoj alternativnich 1écebnych postupti. Antibioticka 1écba
bakteridlnich infekci hospodaiskych zvifat ma navic fadu nedostatkli, zejména neucinnost na
existujici rezistentni kmeny zptisobujicich infekce hospodarskych zvifat nebo vznik takovych
bakterialnich kment rezistentnich vici antibiotikim, nutnost stanoveni citlivosti pavodcl
bakteridlnich infekci vGc¢i antibiotikim a nemoznost vyuzit suroviny — mléko a maso
poskytovanych zvitaty s antibiotickou lécbou a mnohé dalsi.

V piipadé vyuziti podptrnych 1é¢ebnych postupti pii 1écbé bakterialnich infekei je problémem
jejich omezena ucinnost, omezené aplikacni moznosti a specificita (napt. baktericidni latky
mohou byt G¢inné i proti bakteriim pfitomnym v Zaludku ¢i jinde v organismu hospodaiskych
zvirat, a tim negativné ovlivnit jejich metabolismus v pfipad¢ oralni ¢i jiné aplikace).

V prostiedi zemédé€lské prvovyroby se vyskytuje pfirozené velké mnozstvi bakterii, které
zpusobuji infekéni onemocnéni hospodaiskych zvirat, v fadé ptipadt pienositelnych i na ¢loveka.
Féagova terapie se proto v soucasné dobé jevi jako vhodna alternativa pro lécbu bakteridlnich
infekci. Odstrafiuje zejména problém vzrlstajici rezistence bakteridlnich kmenti vuci
antibiotickym 1é¢iviim, napt. u meticilin rezistentnich kmenti Staphylococcus aureus (MRSA), za
zachovani vhodné specificity plsobeni, kdy bakteriofag pusobi lyticky pouze za piedpokladu
existence vhodného hostitele.

Problémem vyuziti fagové terapie u hospodarskych zvifat je neexistence vhodné 1ékové formy,
specificita viici bakteriim vyskytujicim se v prostfedi zemédélské prvovyroby a postup vhodné
aplikace. Vhodné lékové formy a specificita jsou proto pfedmétem vyvoje. Ve formé tzv.
fagového lyzatu jsou komeréné dostupné prostiedky — napt. PyoPhage (Eliava Institute),
StapylococcusPhage (Microgen), Stafal (Bohemia Pharmaceuticals). Aplikaéni forma — fagovy
lyzat — je narocna na skladovani — nutnost chlazeni, omezena doba pouzitelnosti, i ha Samotnou
aplikaci — jedna se typicky o malo viskozni tekutinu — filtrat fagového lyzatu v pufrovaném
roztoku vhodny pro lokalni kozni aplikace. Aplikaci takové Iékové formy vsak miize byt
omezena napt. v ptipadé nasalnich infekci hospodaiskych zvirat, ale také vnitini infekce — oralni
aplikace zptisobi letalni reakci fAga ptisobenim Zalude¢nich stav ¢i funkei traviciho traktu. Navic
bakteriofagy pouzivané pro terapii infekci ¢lovéka nemusi byt u¢inné na bakterialni kmeny
Vv prostfedi zemédélské prvovyroby.

Podstata technického feSeni

Uvedené nedostatky odstrafiuje neantibioticky ptipravek pro 1é¢bu stafylokokovych infekci
hospodarskych zvitat podle tohoto technického feSeni, jehoz podstata spo¢iva v tom, ze obsahuje
alesponi 15% obj. purifikovaného ¢i nepurifikovaného fagového lyzatu bakteriofaga
812h1 (= CAPM V-689), ve vysledném titru alespori 108 PFU/mI, s uginnosti proti meticilin
rezistentnim kmentm Staphylococcus aureus (MRSA) v prostiedi zemédélské prvovyroby, a kde
zbytek do 100 % objemu tvoii pomocné latky pro Gpravu viskozity ptipravku a/nebo konzervacni
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a stabilizujici latky. Pripravek je ve formé gelu perzistujicim na misté aplikace nebo je ve formé
spreje. Jedna se o lyzat stafylokokového bakteriofaga 812h1, z éeledi Myoviridae, rodu Kayvirus,
charakterizovany sekvenci genomové DNA dostupnou pod pfistupovym kdédem v databazi
GenBank MH844529, pomnozeny na bakterialnim kmeni Staphylococcus aureus CAPM 6630
(= SAV456), ktery je deponovan ve Sbirce zoopatogennich mikroorganismt (CAPM) pod ¢islem
CAPM V-689. Purifikovany ¢i nepurifikovany bakteriofag 812h1 v titru alespori 108 PFU/mI
vykazuje ucinnost proti 89 % z 92 testovanych kmentt MRSA v prostiedi zemédélské
prvovyroby. Pfipravek je ve formé gelu perzistujicim na misté aplikace nebo je ve formé spreje,
kterézto formy umoziiuji jeho snadnou aplikaci, skladovani a nabizi specificitu vi¢i patogentim
vyskytujicim se v prostfedi zemédélské prvovyroby.

Jako optimdlni forma pro zaclenéni fagového lyzatu, za predpokladu zachovani jeho lytickych
schopnosti u vybranych bakteridlnich kment, do 1ékové formy vhodné pro lokalni aplikaci
u hospodaiskych zvifat (napf. v pfipadé nasalni infekce) se jevi forma gelu. Gel je schopen
vytvotit a uchovat podminky pro preziti faga v aktivni formé a zaroven poskytnout vhodné
aplikacni vlastnosti — perzistence na misté aplikace, prodlouzeni u¢inku diky pomalejsi degradaci
prosttedi pro preziti faga — dehydrataci gelové struktury. Stejné vyhody jsou pak zjevné pfi
skladovani takového piipravku. Gel mlze byt proveden s vyuzitim rtznych substanci — napf.
hydroxyethylcelulosa, agar-agar a proveden v rtizné vysledné hustoté. To rozsifuje moznosti
aplikacnich forem — napf. aplikace hustého gelu na nasalni sliznici, lokalni infekéni misto, ¢i
pouziti mén¢ viskdzni formy gelu napt. ve formé spreje.

Pro skladovani popsanych ptipravkl, vyuzivajicich fagového lyzatu na gelové bazi je nutné
vyuzit chemicky inertni materialy — napft. sklo (nikoliv plast — polypropylen, atd.).

Jako vhodné konzervaéni latky jsou stanoveny nizké obsahy kyseliny citronové — 0,01 % hmotn.
pripadné stejné mnozstvi smési metyl- a propyl- parabenu. Vys$si davky konzervantd vedou
K inhibici fagové aktivity.

V ramci vyzkumného projektu NAZV QJ1510216 probehlo testovani u¢inkt piipravki
s obsahem 15 % obj. fagového lyzatu faga 812hl1 in vitro ave formé gelové 1ékové formy
uprasat. Vjedné terapeutické davce oobjemu 1ml bylo obsazeno minimalné
108 bakteriofagovych &astic tvoricich plaky na pomnozovacim kmeni S. aureus CAPM 6630.

In vitro testy:

A. metoda na principu fagové typizace

Gelové piipravky s obsahem 15 % obj. purifikovaného nebo nepurifikovaného lyzatu byly
testovany in vitro na 11 kmenech S. aureus. Vysledky testovani vykazaly mirné rozdily mezi
obéma piipravky. U pfipravku s obsahem purifikovaného fagového lyzatu byly zjistény pozitivni
reakce s testovacimi kmeny iviedéni 10% ato u72% sledovanych kmeni. U piipravku
s obsahem nepurifikovaného lyzatu byly v tomto fedéni pozitivni reakce zaznamenany pouze
u 2 kment (18 %) (Tabulka 1 a 2).
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Tabulka 1. Vysledky in vitro testovani piipravku s obsahem purifikovaného faga

(k)znaéeni MLST/spa typ | Paved Redéni fagového pripravku Poz.
mene kontrola
1E+00 1E-01 1E-02 1E- 1E- 1E- pur.Fag
03 04 05 15%
SAV113 |ST398/t011 prase ++H+ HH+ o+ + - SCL
SAV139 | ST398/t011 prase CL +++  ++ + + - CL
SAV337 | ST398/t034 skot CL CL +++ + - - CL
SAV342 | ST398/t034 prase CL CL +++ + - - CL
SAV719 | ST398/t2346 prase CL +++  +++ 4 + - CL
SAV721 | ST398/t1255 skot SCL  +++ +++ ++ + - SCL
SAV729 | ST398/t034 prase SCL  +++ +++ ++ + - CL
SAV753 | ST398/t011 skot SCL  +++ +++ + + - SCL
SA1098 |ST8/t064 koza CL CL SCL + - - CL
SA2094 ST361/t315 skot CL CL  +++ ++ + - CL
SA2171 | ST398/t011 skot SCL  +++ +++ + + - CL

CL (konfluentni 1yza), SCL (semi-konfluentni 1yza), +++ (vice nez 10 plaka), ++ (5 az 10 plakd),
5  + (2 az 5 plakl), - negativni reakce

Tabulka 2. Vysledky in vitro testovani ptipravku s obsahem nepurifikovaného faga

(k)rf]g?]ceem L\B//IFI)_ STlspa | Pitvod Redéni fagového piipravku koI:I(t):cl)Ia
1E. | nepur.
1E+00 1E-01 1E-02 1E-03 1E-04 05 Fag
15%
SAV113 |ST398/t011 |prase +++ +++ ++ + - - SCL
SAV139 |ST398/t011 |prase SCL +++ ++ + - - SCL
SAV337 |ST398/t034 |skot CL SCL ++ + - - CL
SAV342 | ST398/t034 |prase CL CL et + - - CL
SAV719 | ST398/t2346 | prase CL +++ + - - CL
SAV721 | ST398/t1255 | skot SCL +H+ + - - SCL
SAV729 |ST398/t034 |prase SCL ++H+ o+ ++ + - CL
SAV753 |ST398/t011 |skot SCL +H+ + - - SCL
SA1098 |ST8/t064 koza CL CL +++ ++ - - CL
SA2094 |ST361/t315 |skot CL CL +++ + + - CL
SA2171 |ST398/t011 |skot CL SCL  +++ + - - CL

CL (konfluentni 1yza), SCL (semi-konfluentni 1yza), +++ (vice nez 10 plaka), ++ (5 az 10 plaka),
10  + (2 az5 plakd), - negativni reakce

B. metoda sledovani u¢inku faga v redlném ¢ase s vyuzitim osobnich bioreaktori

Sledovani rGstu kmene S. aureus (SAV342) a ucinku pfipravki s obsahem fagového lyzatu
15 bakteriofaga 812hl na tuto kulturu v realném Case bylo provedeno také s vyuzitim bioreaktort
RTS01 (Biosan, LVA), ato ve 4 paralelné bézicich jednotkach, kdy jednotka 1 obsahovala
pozitivni kontrolu 1 (bakteridlni suspenze v Zzivném bujonu o koncentraci 10*KTJ/ml
a 1/10 objemu ptidaného fyziologického roztoku); jednotka 2 pozitivni kontrolu 2 (bakterialni
suspenze V zivném bujonu o koncentraci 10*KTJ/ml a 1/10 objemu piidané baze piipravku);
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jednotka 3 vlastni pfipravek s obsahem fagového lyzatu (bakterialni suspenze v Zivném bujonu
o0 koncentraci 10*KTJ/ml a 1/10 objemu ptidaného piipravku s fAgovym lyzatem) a jednotka 4
negativni kontrolu (zivny bujon).

Po celou dobu sledovani (24 h) nedoSlo ve vzorku obsahujicim fagovy lyzat ke zvySeni optické
denzity resp. k pomnozeni bakteridlniho kmene. V pozitivnich kontrolach (Nutrient bujon,
bakterialni kultura a fyziologicky roztok nebo baze) doslo k nartstu bakterialni kultury na
méfitelnou hodnotu po 6 h (Obr. 1).

Objasnéni vykresa

Obr. 1: Graf 1. Sledovani G¢inku gelového pfipravku s obsahem purifikovaného fagového lyzatu
na kulturu kmen S. aureus v realném case.

In vivo test:

Testovani probihalo v souladu se schvalenym projektem pokusu ¢. 34786/2015-MZE-17214
v experimentalnich stajich Vyzkumného tstavu veterinarnicho lékatstvi, v.v.i.

K testovani byla pouzita odstavena selata o hmotnosti 6 az 12 kg. Po pfijmu do experimentalnich
staji byla zvifata oznaCena a rozdelena do skupin. U vsech zvitat byl proveden nasalni a rektalni
vytér k prukazu pritomnosti bakterii S. aureus/MRSA s negativnim vysledkem.

Skupiny zvitat v testu:
+ KONEG - selata bez infekce MRSA (7 ks)
+ KOPOZ - selata s infekci bez aplikace ptipravku (6 ks)

o TEST 1 — selata s infekci MRSA a aplikaci pfipravku na bazi purifikovaného fagového
lyzatu (6 ks)

o TEST 2 —selata s infekci MRSA a aplikaci pfipravku na bazi nepurifikovaného fagového
lyzatu (6 ks)

Infekce ¢elenznim kmenem MRSA S. aureus SAV342 byla provedena u pfislusnych skupin na
zacatku pokusu (v den 0) intranazalné aplikaci 1 ml bakterialni suspenze z kmene SAV342
0 denzité (2 x10° KTJ/ml) a byla opakovéna az do 13 dne.

Uroveti kolonizace byla sledovana v kontrolnich nazalnich vytérech odebiranych 4., 7., 11.
a13. den, kdy byla zjisténa priméma denzita MRSA 5 x 10°KTJ/ml ve skupin& pozitivni
kontrola a test 2, 3 x 102 KTJ/ml ve skupiné test 1.

Od 14. dne pokusu byl zvifatiim ve skupinach test 1, 2 aplikovan intranazalné piislusny pfipravek
(lehky gel) s obsahem nepurifikovaného fagového lyzatu (testl) nebo purifikovaného fagového
lyzatu (test 2) v davce 2,5 ml do kazdé nozdry. Denzita MRSA na sliznicich byla sledovéana
Vv kontrolni vytérech odebiranych 14., 15., 16, 18., 19., 20., 21., 22. den pokusu. Bylo zjisténo, ze
ve skupiné pozitivni kontrola doslo k navySeni po¢tu MRSA na finalnich 1 x 10* KTJ/ml. Ve
skupiné test 1 (pfipravek s obsahem nepurifikovaného fagového lyzatu) doslo také k navySeni
MRSA o0 1+tad tj. 5x 10° KTJ/ml. U skupiny test 2, kde byl aplikovan ptipravek s obsahem
purifikovaného fagového lyzatu, doslo ke snizeni po¢tu MRSA na 5 x 102 KTJ/ml.
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Soucasné byla také sledovana schopnost prezivani bakteriofagli na nazalni sliznici testovanych
prasat a bylo prokazano, ze fagy je mozné zpétné izolovat z nazalnich vytért testovanych prasat
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za 24 h od aplikace obou piipravkd.

Pokus na zvitatech potvrdil schopnost pfipravki s obsahem purifikovanych fagii omezit vyskyt

kment S. aureus/MRSA, i kdyz nedochazi k jejich Gplné eliminaci.

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Piipravek ve formé¢ gelu ¢i spreje obsahuje alesponi 15 % obj. purifikovaného ¢i nepurifikovaného

fagového lyzatu bakteriofaga 812h1 (= CAPM V-689), ve vysledném titru min. 108 PFU/ml,

s uc¢innosti proti meticilin rezistentnim kmentim Staphylococcus aureus Vv prostredi zemédélské

prvovyroby.

1. Gel k aplikaci do nasalni dutiny a postup jeho piipravy:

navazka (0,3 az 0,6 % hmotn. agaru (agar-agar, bakteriologicky (Carl Roth));
pifidani demineralizované vody - ad 100 % hmotn.;

rozmichani agaru v roztoku;

bobtnani agaru v roztoku, 15 minut;

rozvareni v autoklavu 121 °C, 20 minut.

vychladnuti na pokojovou teplotu, rozslehani na homogenni hmotu bez hrudek
—min 600 ot./min po dobu 20 min;

vmichani fagového lyzatu faga 812h1 (= CAPM V-689), purifikovaného ¢i
nepurifikovaného, ve vysledném titru min. 108 PFU/ml, do vysledné koncentrace 15 %
obj. v roztoku;

pfipadné vmichani konzervacnich/stabilizujicich latek (kys. citronova nebo smes
metylparabenu a propylparabenu) — max. 0,01 % hmotn.

2. Sprej k plosné aplikaci a postup jeho ptipravy

navazka (0,3 az 0,4 % hmotn. hydroxyethylcelulosy);

ptidani demineralizované vody s obsahem 0,1 % hmotn. NaCl - ad 100 % hmotn.;
rozmichani roztoku pti 40 °C;

sterilizace roztoku v autoklavu 121 °C, 5 minut;

vychladnuti roztoku na teplotu 37 °C;

michani roztoku pi#i 600 ot./min po dobu 10 min;

vmichani fagového lyzatu faga 812h1 (= CAPM V-689), purifikovaného ¢i

nepurifikovaného, ve vysledném titru min. 108 PFU/ml, do vysledné koncentrace 25 %
obj. v roztoku;
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* ptipadné vmichani konzerva¢nich/stabilizujicich latek (kys. citronova nebo smés
metylparabenu a propylparabenu) — max. 0,01 % hmotn.

Skladovani ve sterilni sklenéné nadobé a v temnu. Doba pouzitelnosti az 6 mésict pii skladovani
v lednici — pii 4 °C.

Prumyslova vyuzitelnost

Technické feseni a je mozno vyuzit pfimo k produkci veterinarniho 1é¢iva, resp. jeho lékové
formy.

NAROKY NA OCHRANU

1. Neantibioticky ptipravek pro 1é¢bu stafylokokovych infekei hospodatskych zvirat,
vyznacujici se tim, Ze obsahuje alespon 15 % obj. purifikovaného ¢i nepurifikovaného fagového
lyzatu bakteriofaga 812h1 (= CAPM V-689), ve vysledném titru alespont 108 PFU/m, s t¢innosti
proti meticilin rezistentnim kmentim Staphylococcus aureus Vv prostiedi zemédélské prvovyroby,
a kde zbytek do 100 % objemu tvoii pomocné latky pro Gpravu viskozity pfipravku a/nebo
konzervacni a stabilizujici latky.

2. Pripravek podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze je ve formé gelu perzistujicim na misté
aplikace nebo je ve formé spreje.

1 vykres
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Obr. 1: Graf 1. Sledovani G¢inku gelového ptfipravku s obsahem purifikovaného fagového lyzatu
na kulturu kmen S. aureus v realném case.
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