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Pripravek s antibakteridlnim uc¢inkem proti stafylokokim vyskytujicim se v prostiedi
zemédélské prvovyroby

Oblast techniky

Technické feseni se tyka ptipravku — tzv. fagového lyzatu, ktery vykazuje antibakterialni €inky
proti nékterym stafylokoklim, vcetné jejich variant rezistentnich k antibakterialnim latkam,
ptitomnym v prostiedi zemédélské prvovyroby — produkce mléka a masa (chov skotu, prasat,
koz).

Dosavadni stav techniky

V prostiedi zeméd¢€lské prvovyroby se bézné vyskytuji patogenni mikroorganismy, véetné
bakterii rodu Staphylococcus. Vyznamnym zastupcem tohoto rodu je druh Staphylococcus aureus
— pivodce mastitid, koznich infekci a abscest zvitat i lidi. K terapii téchto onemocnéni jsou
tradi¢né vyuzivany antimikrobialni latky, ovSem s riznym efektem. Situaci také komplikuje fakt,
7ze dochazi k naristu kment S. aureus rezistentnich jak k beta-laktamovym antibiotikim
(MRSA), tak i k dalsim skupinam 1é¢iv a moznosti terapie jsou tak omezené. Bakterie S. aureus
se navic nevyznacuji hostitelskou specifitou, jsou odolné vici podminkam vnéjsiho prostiedi,
atedy i snadno pfenosné, jak mezi zvifaty, tak na oSetfujici personal, pfipadné spotiebitele
S moznymi zavaznymi dopady na jejich zdravotni stav. Je nutné poznamenat, ze v piipadé
aplikace antibiotické 1é¢by jsou produkty zivocisné vyroby nevhodné k potravinarskému
zpracovani a dochazi tak k ekonomickym ztratdm. Kmeny stafylokokl rezistentni vici bézné
pouzivanym antibiotikim tak mnohdy zptsobuji infekce, jejichz jedinym feSenim je brakace
infikovaného zvifete, coz predstavuje také zna¢nou ekonomickou ztratu pro prvovyrobce.

Rezistence bakterii k antimikrobialnim latkdm je zavaznym celosvétovym problémem.
V soucasné dob€ je proto mozné registrovat tlak na sniZzeni pouZzivani antibiotik ve veterinarni
i humanni mediciné a zvySenou snahu o vyuziti 1é¢iv na jiné nez antibiotické bazi. Problémem
téchto piipravkil byva jejich ucinnost, specificita vi¢i plivodci onemocnéni a omezeni pfi
aplikaci v piipadé rozsahlé infekce v téle zvitete.

Tyto piipravky tak své uplatnéni nachazi ptredevsim v prevenci infekci, ptipadné podpote 1écby.
Jedna se o:

- ptipravky na chemické bazi, které¢ funguji baktericidn€¢ — vyuZzivajici napt. jod,
chlorhexidindiglukonat, kyselinu mlé¢nou apod. Tyto piipravky se pouZivaji piedev§im
k desinfekci prostredi, ptipadné mist moznych prinikt bakterialni infekce do téla zvifete —
oSetfeni mlé¢ného kanalku apod. Nevyhodou pouziti téchto ptipravkl je predevsim zpisob
jejich pouziti a aplikace, ktera vétSinou omezuje jejich pouziti na povrchové zdroje infekce,
ptipadné mista vyskytu infekce samotné.

- ptipravky zalozené na dopliicich vyzivy, ptfipadné€ podptrné piipravky s antimikrobialni
slozkou — tyto pfipravky slouzi k podpore 1écby bakterialnich infekci, pfipadné k lokalni
aplikaci v ptipadé infekci na povrchu téla zvifete. Jedna se o rizné masti, krémy, emulze,
pfipadné doplnky stravy s prokdzanym antibakteridlnim uGcinkem, jejichz nevyhodou je
podobné jako v pfedchozim ptipadé predevsim omezend aplikace, ucinnost a také specificita
vici pavodcim stafylokokovych infekci.

Vhodnou alternativu antibiotické 1écby piedstavuje i fagova terapie. Bakteriofagy jsou jiz k 1écbé
a prevenci nejruznéjsich infekci vyuzivany v humanni medicin€é. Vyhodou jejich aplikace oproti
antibiotikiim je velmi malad pravdépodobnost vzniku rezistence, vysoka specifita k cilovému



10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 32436 U1

kmeni hostitele a nizké riziko pro ptirozenou mikrofloru pacienta. Komeréné dostupnych je
nékolik preparati — napt. (PyoPhage, Eliava Institute; StapPhage, Microgen; Stafal, Bohemia
Pharmaceuticals). V ptipadé vyuziti téchto preparati v prostiedi zemédélské prvovyroby vsak
jejich vyuziti narazi na fakt jiného spektra bakterialnich ptivodct infekci nez v pfipadé humanni
mediciny, pro kterou jsou tyto piipravky urceny.

Podstata technického fe$eni

Uvedené nedostatky odstraniuje piipravek — fagovy lyzat — s antibakterialnim ucinkem proti
stafylokokiim vyskytujicim se v prostiedi zemédélské prvovyroby, podle tohoto technického
feSeni, jehoZ podstata spo¢iva ve vyuziti mutanty standardniho faga 812 — 812h1. Tato mutanta
vykazuje antibakterialni G¢inky proti kmenim S. aureus véetné MRSA (meticilin rezistentni
S. aureus) z prostiedi zeméd¢€lské prvovyroby chovu hospodaiskych zvifat (skot, prase, koza),
zaroven pozadovanou specificitu hostitelskych bakterialnich bun€k vyskytujicich se v prostredi
zemédélské prvovyroby a umoziiuje potencialné r1Gzné moznosti aplikace k 1écbé
stafylokokovych infekci hospodarskych zvirat.

Lécba specifickych infekénich onemocnéni pomoci bakteriofagl (virlt) vyuziva skutecnosti, ze
popsané fagy vyuzivaji k replikaci hostitelské bakterialni buiiky, pficemz replikace viru vede
k 1yze téchto hostitelskych bunék. V piipadé specifického typu hostitelskych bunék daného faga
tak postupné dochazi k redukci populace téchto bakterialnich bunék, resp. k 1écbé samotné
infekce. Samotna populace viru vznikla v pribéhu tohoto procesu je pak redukovana (v ptipadé
spravné funkce imunitniho systému a zvoleného typu faga) v disledku absence hostitelskych
bun¢k umoznujicich jeji replikaci.

V ramci vyzkumného projektu NAZV QJ1510216 bylo otestovano nékolik variant fagh za
ucelem zjisténi jejich lytického uc¢inku u bakteridlnich ptivodct infekci hospodaiskych zvirat.
U kmena S. aureus izolovanych z prostfedi zemédé€lské prvovyroby (chov skotu, prasat a koz)
byly otestovany lytické ucinky fagl — standardni fag 812 a jeho mutanty (812a, 812JK2, 812h1),
dale fagu K, SK311, U16 a komer¢n¢ dostupnych fagi (PyoPhage, Eliava Institute; StapPhage,
Microgen; Stafal, Bohemia Pharmaceuticals) ve formé tzv. fagového lyzatu.

Fagovy lyzat 812h1 vznikajici po lytické fazi replika¢ni kultury byl otestovan na panelu MRSA
kment S. aureus. Sledovani u¢inku bylo provedeno na souboru 11 kmend S. aureus izolovanych
od zvifat nebo z prostfedi farem s riiznou vnimavosti ke standardnimu fagu 812, ale citlivych
k nové mutant¢ 812hl. Bakteriofag je deponovan ve Sbirce zoopatogennich mikroorganisma
(Collection of Animal Pathogenic Microorganisms, CAPM) pod ¢islem CAPM V-689.

Metodika testovani byla zaloZena na principu fAgové typizace. Testovaci kmeny stafylokokli byly
nao¢kovany do 5 ml BHI bujonu a inkubovany 4 hodiny pii 37 °C na tfepacce. Touto kulturou
byly prelity misky s CaCl, agarem, prebytek kultury odstranén a misky ponechany zaschnout
20 min pfi laboratorni teploté. Na takto pfipravené pudy byl aplikovan fagovy lyzat, ato
v rozsahu fedéni 10° az 10~°. Hodnoceni bakteriolyzy bylo provadéno po 24 h inkubaci ploten pfi
37 °C. Vysledky byly odecitany jako CL (confluent lysis - uplna splyvajici lyza), SCL
(semiconfluent lysis), a dale dle po¢tu plaki +++ (vice nez 10 plaki), ++ (5 az 10 plaki), + (2 az
5 plak) a negativni reakce, kdy nebyl rust stafylokoktl v misté. Vysledky tohoto testovani uvadi
Tabulka 1.
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Tabulka 1: Uginek fagovych lyzati na vybrané kmeny S. aureus.

Kmen MLST/spa Druh Fag 812 Fag 812a | FagJK2 Fag
(MRSA) | typ zvifete (812K1/420) | 812h1
SAV113 | ST398/t011 prase R C C C
SAV139 | ST398/t011 prase C C C C
SAV0719 | ST398/t2346 | skot R R C C
SAV337 | ST398/t034 prase C C C C
SAV342 | ST398/t034 prase C C C C
SAV0721 | ST398/t1255 | skot R R C C
SAV0729 | ST398/t034 prase R R C C
SAV0753 | ST398/t011 skot R R C C
SA1098 | ST8/t064 koza R R R C
SA2094 | ST361/t315 skot R C C C
SA2171 | ST398/t011 skot R R C C

R — rezistentni, C — citlivy

Jako fag s nejvétsi ucinnosti na tyto vybrané bakterialni kmeny byla identifikovana mutanta
standardniho fagu 812 — 812hl. Genomy vSech mutant phi812 byly provéfeny na piitomnost
genu typickych pro temperované bakteriofagy a faktory bakterialni virulence a rezistence.
Vzhledem ktomu, Ze tyto geny u nich nebyly detekovany, lze fagy odvozené od phi812
povazovat za bezpecné pro vyuziti ve fagové terapii. Standardni fag 812 i jeho mutanta byly dale
testovany s vyuzitim 94 humannich a 92 veterinarnich bakterialnich izolati MRSA kmeni.

Zatimco k pavodnimu fagu 812 bylo citlivych 64 % humannich, resp. 71 % veterinarnich MRSA
kment, mutanta 812h1 (Obréazek 1, Obrazek 2) vykazovala vyrazné rozsiteni spektra citlivych
kment, a to na 82 % humannich a 97 % veterinarnich MRSA kmend.

Genomy faga 812 a 812h1 byly podrobné anotovany a byla provedena komparativni analyza
genomu. Bylo zjisténo, Ze vzajemné rozdily spocivaji zejména v bodovych mutacich a riizné
rozsahlych delecich. Fag 812h1 se vyznacuje vyznamnymi zménami v terminalnich oblastech
a vykazuje vysokou podobnost s myoviry A5W, Fi200W a fRuSau02. Sekven¢ni data ukazala, Ze
se u néj nevyskytuji tandemové repetice v terminalnich oblastech, typické pro phi812 a od n¢j
odvozené mutanty. Pies tyto zjevné rekombinacni zmény 812hl obsahuje i geny shodné
s piivodnim fagem 812, napt. nezkraceny gen pro endolyzin. Z vyrazného zvyseni poc¢tu kmenti
citlivych k 812hl vyplyva, Ze termindlni tandemové repetice mohou hrat roli ve fagové
rezistenci, tj. rozpoznani genomu faga obrannym mechanismem bakterie.

Objasnéni vykresa

Technické teSeni bude blize objasnéno pomoci obrazki, kde obr. 1 predstavuje S. aureus
a bakteriofagy 812hl v nutrient bujonu po 4 h spoleéné inkubace (elektronova mikroskopie)
aobr.2 predstavuje bakteriolyzu kmene SA1098 piipravkem s pfidavkem purifikovaného
fagového lyzatu 812h1 v rizném fedéni.

Priklad uskuteénéni technického fe$eni

Ptipravek s antibakterialnim G¢inkem proti stafylokokim vyskytujicim se v prostfedi zemédélske
prvovyroby obsahuje faga 812h1. Jedna se o purifikovany ¢i nepurifikovany fagovy lyzat.
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Slozeni médii a pufri:

Standardni médium, masopeptonovy bujon (MPB): Nutrient broth 13 g/l, kvasnicovy extract
(Yeast extract) 3 g/l, Pepton 5 g/I, pH 7,4 (Oxoid)

Optimalizované médium: Trypton 5 g/, kvasnicovy extract (Yeast extract) 2 g/l, NaCl 5 g/l, pH
7,4
Fagovy pufr: 50 mM Tris-Cl, 10 mM NaCl, 10 mM CaCl,, pH 8

Ptiprava fagového lyzatu:

1. Propagac¢ni kmen Staphylococccus aureus CAPM 6630 (Vyzkumny tGstav veterinarniho
1ékafstvi, v.v.i., Brno) kultivujeme na krevnim agaru (Labmediaservis, CR) pii 37 °C po dobu
18 h. Nasledné naockujeme plnou baktetriologickou klicku (1 ul) do 20 ml tryptonového média
(Trypton 5 g/l, Yeast extract 2 g/l, NaCl 5 g/1, pH 7,4) a kultivujeme staticky pii 37 °C po dobu
dalsich minimalné 18 hodin.

2. Do dvoulitrové Erlenmeyerovy bariky pfipravime tryptonové médium o objemu 500 ml (tj.
Y4 objemu bariky) a inokulujeme 20 ml pfipravené kultury z bodu 1.

3. Kultivujeme za intenzivni aerace na tiepacce (150 RPM) pfi 37 °C do ODsgo= 0,3 az 0,4. Pii
pouziti optimalizovaného minimalniho média mtze dojit k prodlouzeni ¢asu kultivace.

4. Po dosazeni pozadované OD priddme k rostouci bakteridlni kultufe 50 ml 0,02M CaCl;
a 50 ml fagového lyzatu 812h1 o minimalnim titru 5x108 (idedln& vsak 5x10°).

5. Pokrac¢ujeme v kultivaci za intenzivni aerace pii 37 °C do procCefeni bakteridlni kultury na
ODg00<0,09. Pokud po 3 hodinach nedojde k proceteni, kultura se umisti do lednice a necha se
stat 12 hodin. Po této dob¢ by méla byt jiz proCefena.

6. Takto pripraveny fagovy lyzat se centrifuguje pii 6000xg po dobu 30 minut a supernatant
se poté prefiltruje pies 0,45 um filtr s polyethersulfonovou (PES) membranou.

7. U filtrovaného fagového lyzatu se stanovi titr faga na dvouvrstvém agaru.
Pro ziskani purifikovaného fagového lyzatu je mozno aplikovat nasledujici postup:
Purifikace fagového lyzatu pomoci tangencialni pratokové filtrace (TFF):

Pro zkoncentrovani fagovych cCastic a odstranéni bakteridlnich zbytkli a rdstového média se
vyuziva ultrafiltrace (tangencialni prutokova filtrace) na ultrafiltratnich kazetach millipore
Pellicon XL 50 s vyuzitim peristaltické pumpy Thermo scientific FH100. Pro fagy z Celedi
Myoviridae je vhodné kvili jeho velikosti pouzivat membranu s porozitou 500 kDa, kdy fag
Zustava v retentatu a Castice s velikosti nizsi nez 100 kDa jsou odstranény. Na ultrafiltracni
kazetku ptipojime adekvatni silikonové hadicky dle navodu vyrobce.

1. Ultrafiltra¢ni kazetu Pellicon XL 50 (cut off 500 kDa) promyjeme od hydroxidu sodného
vodou a ekvilibrujeme kultivaénim médiem.

2. Fagovy lyzat (500 az 1000 ml) nalijeme do sterilni GL lahve s pruchodkou na silikonovou
hadicku, ktera smétuje do peristaltické pumpy a je napojena na ultrafiltracni kazetku do vstupu
oznacen¢ho “feed*.
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3. Hadicka vedouci z kazetky pellicon XL50 z vystupu “perm® je vyvedena do GL lahve
s odpadem a hadi¢ka z vystupu “ret” je zavedena pies priachodku zpét do lahve fagovym lyzatem.

4. Po zapojeni systému se spusti peristaltickd pumpa, kdy je rychlost priitoku nastavena na 40 az
50 ml/min.

5. Po zakoncentrovani lyzatu na % plvodniho objemu doplnime na pivodni objem fagovym
pufrem, tento krok provedeme 3x.

6. Poté lyzat koncentrujeme na ’2 objemu a znovu doplnime na plvodni objem, tento krok
opakujeme 2x,

7. Lyzat zkoncentrujeme na 1/10 objemu a doplnime fagovym pufrem na '2 piivodniho objemu.
Tento krok opakujeme 2x.

8. Pokracujeme v koncentrovani do finalniho pozadovaného objemu. Vzorek se poté piefiltruje
ptes 0,45 um filtr s polyethersulfonévou (PES) membranou. Koncentrace faga se ustanovi titraci
na dvouvrstvém agaru a sterilita se oveéii vysevem na misku.

9. Uskladnéni lyzatu pro néasledné pouziti nebo distribuci v lednici pfi teploté 4 °C. Maximalni

doba exspirace nebo pouzitelnosti byla ovétena na 6 mésici od data vyroby.

Prumyslova vyuzitelnost

Ptipravek — fagovy lyzat — s antibakteridlnim ucinkem proti stafylokokiim vyskytujicim se
v prostfedi zemédélské prvovyroby podle tohoto technického feSeni je mozno vyuzit pro
produkci veterinarnich 1é¢iv s prokazanym u¢inkem na MRSA bakterialni kmeny vyskytujici se
Vv prostfedi zeméde€lské prvovyroby. Konzistence (neviskozni kapalina) fagového lyzatu jej
umoziuje vyrobné zaclenit do Siroké Skaly preparatd s riznym zptsobem aplikace.

NAROKY NA OCHRANU
1. Pripravek s antibakterialnim u¢inkem proti stafylokokiim vyskytujicim se v prostiedi
zemédelské prvovyroby, vyznacujici se tim, ze obsahuje fagovy lyzat faga 812hl.

2. Pripravek podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze fagovy lyzat je ve form¢ purifikované ¢i
nepurifikované.

1 vykres
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