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Uvod

V posledni dobé je zaznamenédn rostouci trend vyskytu multirezistentnich kmeni, které
pfedstavuji zavazny celosvétovy problém (www.efsa.europe.eu). S. aureus je Casto rezistentni
i k jinym neZ beta-laktamovym antibiotikiim. Jedna se napf. o aminoglykosidy, rifampicin,
fluorochinolony, mupirocin (CARBON, 2000). VYLETELOVA akol. (2011) zjistili, Ze kmeny
MRSA izolované ze zvifat byly kromé rezistence k meticilinu rezistentni i k tetracyklinu a dale
v 84-88 % piipadii k amoxicilinu, cefoxitinu a cefotaximu. K pfenosu rezistence dochazi u
stafylokokii jak v rdmci jednoho druhu a jeho osidleni v prostfedi farmy véetné zvitat (WAAGE
a kol., 2002), tak i mezidruhové. FORBES a SCHABERG (1983) popisuji ve své praci pienos
rezistence pomoci mobilnich genetickych elementt, nejcastéji prostiednictvim plazmidi (napf.
rezistence ke gentamicinu, erythromycinu a tetracyklinu). BLOEMENDAAL a kol. (2010)
potvrdili hypotézu horizontalniho pfenosu chromozomalnich kazet obsahujicich gen mec z
druhu S. epidermidis na meticilin citlivy kmen S. aureus a vznik MRSA.

Problematika vyskytu a nartistajici rezistence u stafylokoktl, zejména u kmeni S. aureus, miaze
byt feSena i zavedenim fagové terapie, kterd ptredstavuje vhodnou alternativu antibiotikové
1écby (MANN, 2008). Vyhodou jejich aplikace oproti antibiotikim je velmi mala
pravdépodobnost vzniku rezistence, jsou vysoce specifické k cilovému kmeni hostitele, a tim
nejsou nebezpecné pro prirozenou mikrofléru pacienta, jsou schopny pomnoZit se v misté
infekce, proto je moZzné aplikovat niZs$i davky ve srovnani s opakovanym podavinim ATB a
pouZiti bakteriofaglh nevede ve vétSin€ piipadii k zdvaznym vedlejsim tcinkiim. Navic vyvoj
novych terapeuticky vyuZzitelnych smési fagii je ve srovnani s vyvojem novych léCebnych

preparatii véetn¢ antibiotik mnohem rychlejsi a levnéjsi (SILVER a BOSTIAN, 1993).

1. Cil metodiky

Cilem metodiky je piiprava purifikovaného faga S. aureus 812HI a vyuziti jeho lytickych
vlastnosti pro jeho piimé pouZiti nebo piipravu nasledného figového koktejlu (spray, tinktura
apod.) vyuZitelného k podplrné 1é¢b¢ stafylokokovych infekci v prostfedi chovu zvitat
nemlécné produkce (skot, ovce, kozy, prasata) a k oSetieni vemene dojeného skotu, ovci a koz
s cilem omezit §ifeni a pfenos rezistentnich kment S. aureus.

Schviéleni a certifikace metodiky probéhlo zavedenim vSech principt ,,Metodiky*

platnych pro rok 2018.



2. Vlastni popis metodiky

SloZeni médii a pufru:

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

Optimalizované médium: Trypton 5 g/l, Yeast extract 2 g/l, NaCl 5 g/1, pH 7,4

Fagovy pufr: 50 mM Tris-Cl, 10 mM NaCl, 10 mM CaCl,, pH 8

Priprava fagového lyzatu:

1. Propagacni kmen Staphylococccus aureus CAPM6630 (Sbirka zoopatogennich
mikroorganismii; Vyzkumny ustav veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i., Brno) kultivujeme na
krevnim agaru (Labmediaservis, CR) pii 37°C po dobu 18 h. Nasledn& nao¢kujeme plnou
baktetrilogickou klicku (1 pl) do 20 ml tryptonového média (Trypton 5 g/1, Yeast extract 2 g/l,
NaCl 5 g/l, pH 7,4) a kultivujeme staticky pii 37 °C po dobu dalSich minimaln¢ 18 hodin.

2. Do dvoulitrové Erlenmeyerové baiiky pfipravime tryptonové médium o objemu 500 ml (tj.
1/4 objemu banky) a inokulujeme 20 ml pfipravené kultury z bodu 1.

3. Kultivujeme za intenzivni aerace na tiepacce (150 RPM) pii 37 °C do ODeno= 0,3-0,4. Pti
pouZiti optimalizovaného minimalniho média miZe dojit k prodlouZeni ¢asu kultivace.

4. Po dosazZeni poZzadované OD piidame k rostouci bakterialni kultue 50 ml 0,02M CaCl» a 50
ml fagového lyzatu o minimalnim titru 5x10% (idedlné viak 5x10%).

5. Pokracujeme v kultivaci za intenzivni aerace pii 37 °C do procefeni bakterialni kultury na
ODg00<0,09. Pokud po 3 hodinich nedojde k pro€eteni, kultura se umisti do lednice a nechi se
stat 12 hodin. Po této dob¢ by méla bat jiZ procefena.

6. Takto ptipraveny fagovy lyzat se centrifuguje pii 6000Xg po dobu 30 minut a supernatant
se poté piefiltruje ptes 0,45 um filtr s polyethersulfone (PES) membranou.

7. U filtrovaného fagového lyzatu se stanovi titr figa na dvouvrstvém agaru.

Titrace fagového lyzatu:

Stanovent titru fagovych ¢astic vychazi z oveéfeného piedpokladu, Ze z 1 Zivotaschopné fagové
Castice vyrusta 1 plaka. Fagovy lyzat je tieba fedit, aby se plaky po néarstu nepiekryvali a §lo
je spocitat. Titry se provadi na 3 miskach od kazdého fedéni, aby se odhalila pfipadna chyba v

provedeni, vysledné pocty se zpriméruji. Vysledek se uvadi v PFU/ml (plaque forming units).



1. Pfipravi se fedici fada figa od nefedéného vzorku az po fedéni 10 , nebo dle ocekivaného
vysledku. Do 900 ml bujonu se ptida 100 ml lyzatu, promicha se a vyméni se Spi¢ka. Novou
Spickou se prenese 100 ml fedéného lyzitu do 900 ml bujonu. Takto se pokracuje az do fedéni
10°°.

2. Do zkumavky s 0,7% MP agarem vytemperovanym na 50 °C se ptida 100 ul 0,02 M CaCl,,
100 pl no¢ni 18h bakterialni kultury a 100 pl ptisluSného fedéni faga. Agar se rovhomérné
vylije na misku s MPA.

3. Z kazdého fedéni se ptipravi 3 misky a kultivuji se dnem vzhiiru pti 37 °C po dobu 18 hodin.
4.7 misek na kterych je 20 — 200 pla se pocitéa vysledny titr figa. Plaky na miskach se spocitaji,
udéla se prameér z 3 misek.

Titr se spocita nasledné: PFU=pocet plakxtedéni fagax10

Purifikace faga pomoci tangencidlni priitokové filtrace (TFF):

Pro zkoncentrovani fagovych Castic a odstranéni bakteridlnich zbytkli a ristového média se
vyuziva ultrafiltrace (tangencidlni pritokova filtrace) na ultrafiltraénich kazetidch millipore
Pellicon XL 50 s vyuzitim peristaltické pumpy Thermo scientific FH100. Pro faga 812H1
z Celedi Myoviridae je vhodné kvuli jeho velikosti pouzivat membranu s porozitou 500 kDa,
kdy fag zlstiva v retentatu a Castice s velikosti niZsi nez 100 kDa jsou odstranény. Na
ultrafiltracni kazetku pfipojime adekvatni silikonové hadicky dle ndvodu 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 — 1000 ml) nalijeme do sterilni GL lahve s prichodkou na silikonovou
hadicku, ktera sméfuje do peristaltické pumpy a je napojena na ultrafiltraéni kazetku do vstupu
oznaceného “feed*.

3. Hadicka vedouci z kazetky pellicon XL50 z vystupu “perm* je vyvedena do GL lahve
s odpadem a hadicka z vystupu “ret” je zavedena ptes pruchodku zpét do lahve fagovym
lyzatem.

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

5. Po zakoncentrovani lyzatu na 3 ptivodniho objemu doplnime na piivodni objem figovym
pufrem, tento krok provedeme 3x.

6. Poté lyzat koncentrujeme na 2 objemu a znovu doplnime na ptivodni objem, tento kro

opakujeme 2X



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

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

9. Uskladnéni lyzatu pro nasledné pouZiti nebo distribuci v lednici pii teploté 4 °C. Maximéalni

doba exspirace nebo pouzitelnosti byla ovéfena na 6 mésict od data vyroby.

3. Srovnani novosti postupt

Pro bezpecné pouZiti bakteriofdgovych piipravka v klinické veterindrni praxi je dileZzité
minimalizovat Zivo€iSné produkty v kultivacnich médiich, ale zarovenl zachovat ristové
vlastnosti bakterie a faga. K tomuto tcelu bylo ptivodni pomoZovaci médium, MPB (Nutrient
broth 13 g/l, Yeast extract 3 g/l, Pepton 5 g/l, pH 7,4 Oxoid) nahrazeno optimalizovanou
tryptonovou pudou (Trypton 5 g/, Yeast extract 2 g/l, NaCl 5 g/1, pH 7.,4).

Pro bezpecnost findlniho piipravku je také nutna detailni charakterizace jak faga, tak hlavné
pomnoZzovaciho bakteridlniho kmene. Pro pfipravu byla vyuZita mutanta faga 812 se SirSim
rozmezim hostitele neZ ptivodni faga a pro pomnoZeni byl vybran kmen S. aureus CAPM6630.
Genom faga 812h1 o velikosti 142 150 obsahuje 219 predikovanych kddujicich sekvenci (CDS)
a 3 geny pro tRNA. Jeho genom neobsahuje geny pro faktory virulence, antimikrobidlni
rezistence, ani geny umoZziujici lyzogenii ¢i lyzogenni konverzi. Fag 812h1 lyzoval ze souboru
186 meticilin-rezistentnich kment S. aureus 89,25 % z nich, coZ ve srovnani s fagem 812
pfedstavuje rozsifeni hostitelského spektra o 33 %. K pomnoZeni faga slouzil veterinarni kmen

Staphylococcus aureus CAPM6630 (MLST ST6, spa-typ t304) bez obsahu profagi a plazmidi,

diky ¢emuz je minimalizovana moznost horizontalniho pienosu genti do genomu faga 812hl.

Pokud neni moZnost mit kultivacni médium bez ZivociSnych, nebo nevyhovujicich komponent,
piipadné najit vhodny pomnoZovaci kmen, ktery neprodukuju nezadouci proteiny, je nutné
fagovy lyzat purifikovat. Existuje nékolik postupi purifikace fagovych lyzath a to purifikace
v hustotnim gradientu chloridu cesného, srdZeni polyethylenglykolem, purifikace na
iontoménicovych kolonach za pomoci kapalinové chromatografie a ultrafiltrace (tangencialni
prutokova filtrace) (BONILLA, 2016, STVERAKOVA, 2018). Kazda z téchto metod ma sva

specifika a limity. Pfi purifikaci pomoci centrifugace v gradientu chloridu cesného dochazi



k vysokému stupni purifikace, ale tento zplisob nelze vyuZit pro vétsi objemy, které jsou nutné
pro primyslovou produkci. Dal§i moznosti je purifikace pomoci kapalinové chromatografie na
iontomnénicovych kolonach (ADRIAENSSENS, 2012), kde 1ze purifikovat vétsi objemy a lze
dojit i dobrému precisténi produktu. Tato metoda ovSem neni univerzalni a jeji optimalizace je
casové narocnd. Navic nekdy sice dochazi k odstranéni naprosté vétSiny zbytkl bakterii, ale
miZe se stat, Ze nékteré toxiny mohou mit podobny nédboj jako fagy a nemusi byt zcela
odstranény z finalniho produktu. Pro odstranéni zbytka kultivaéniho média a také ptipadnych
bakteridlnich toxint je nejvhodné&jsi metodou purifikace pomoci tangencialni priatokové filtrace
(TFF). Pfi pouziti ultrafiltracni kazety s “cut off* 500 kDa dochézi k odstranéni velkych
proteind, tedy i bakteridlnich toxint, ale fagy zlstavaji v koncentratu. Tato metoda je vhodna
jak diky své velkoobjemové kapacité, tak kvili odstranéni bakteridlnich toxinti (BONILLA,
2016, STVERAKOVA, 2018).

4. Popis uplatnéni

Efektivni 1écba a prevence bakteridlnich infekci nepfedstavuji jen vyznamny ekonomicky
piinos, ale pfedevsim se zde jedna o tolik potiebné sniZeni spotteby antibiotik v zemédélské
prvovyrobé a tim omezeni rozvoje antibiotické rezistence bakteridlnich kmenii. Metodika mize
byt uplatnéna pro ptimé pouziti nebo vyrobu alternativnich 1é¢ivych ptipravki vyuzitelnych
nasledné v chovech hospodarskych zvitat, a to pro zlepSeni a udrzeni zdravotniho stavu stada a
pro zamezeni ekonomickych ztrat. Bude piinosna pro zefektivnéni 1écby bakteridlnich infekct,
kterd povede k redukci rizik a vyskytu kmenl S. aureus rezistentnich k antibiotikim a ke
zlepSeni a zajiSténi zdravi a welfare zvifat, zdravého chovu, udrzitelné produkce v chovech
zvitat s cilem redukce bakteridlnich infekci a spotfeby antibiotik.

Lze konstatovat, Ze cilovou skupinu uZivatelli metodiky predstavuji jednak kromé& chovateli
hospodatskych zvifat, také komer¢ni laboratofe se zaméfenim na aplikovanou mikrobiologii,
klinicka veterinarni i humanni diagnostika, vyzkumné dstavy, vysoké Skoly apod.

Konkrétnim uzivatelem Metodiky je Bentley Czech, s.r.o. jako producent findlniho ptipravku
a ZD Jesenik jako kone¢ny uzivatel ptipravku, jejichZ zajem je doloZen smlouvou o uplatnéni

metodiky.

5. Ekonomické aspekty

Odhad nékladu na zavedeni postupu uvedenych v metodice

Odhad nékladt pro laboratorni zavedeni metodiky je pro uZivatele disponujiciho laboratornim

vybavenim pro mikrobiologii pomérné nizky, a to i za ptedpokladu uZiti popsaného vybaveni.



Lze jej tak odhadnout na cca 150 tis. K¢, vcetné laboratorniho zavedeni metodiky. Pro
pramyslovou vyrobu purifikovaného fagového lyzatu jsou vSak nédklady vyssi z divodu
dedikovaného vybaveni pro vyrobu vétstho mnoZstvi purifikovaného lyzatu, zavedeni
piislusnych postupit QC pro vyrobu i vystupni kontrolu samotného vyrobku, laboratorni
kapacity a nutnych lidskych zdrojt. Za ptfedpokladu vyroby 3 1 purifikovaného piipravku tydné
je nutno pocitat s poloviénim tuvazkem (laborant, QC manager). Néaklady pro zavedeni

metodiky v tomto piipadé Ize odhadnout na min. 500 tis. K¢.

Odhad ekonomického piinosu

Pfimi uZivatelé vysledkti (chovatelé) z oblasti zeméd¢€lstvi vyuZiji vysledky projektu k
odstranéni ekonomické zatéZe v podob¢ vice ndkladi, coZ se pozitivné odrazi na
konkurenceschopnosti téchto subjekti a tim nartstu jejich trZzeb. Pfi rozsiteni stafylokokych
infekci v prvovyrobé mléka lze ekonomicky piinos pro konkrétniho uzivatele vysledki
metodiky (chovatele) odhadnout a s ohledem na vyluku mléka s podezienim na mastitidni
infekci mlécné Zlazy, naklady na 1é¢bu a veterinarniho 1ékafe aZ na ¢astku cca 150 tis. K¢ rocné
pro podnik s chovem cca 300 ks krav.

Pfi implementaci a zavedeni rutinniho vyrobniho postupu tak, jak je popsano v kapitole 5.
(odhad nakladt), je pti urceni finalni ceny produktu — purifikovaného fagového lyzatu — nutno
pocitat s vysi vstupnich investic a s ndklady spojenymi s vyrobou. Jednd se nepochybné o
vyrobek s vysokou piidanou hodnotou a vysokymi naroky na vyrobni QC management, na
druhé stran¢ se jednid o vyrobek, ktery by mél byt alternativou pro antibiotickou 1écbu
stafylokokovych infekci, kde jsou ve vysoké mife pouZivana antibioticka 1éCiva vyrabénd
v obrovskych mnoZstvich primyslové. Vzhledem k provedenym pokusim se stabilitou
fagového lyzatu a jeho ucinnosti proti riznym patogentim, je nutné také uvazovat nevyhody
pro spotiebitele spojené se skladovanim a aplikaci lyzatu, ptfipadné piipravkil s jeho obsahem.
Jako konkurenceschopné, vzhledem k nakladiim, ptedpoklddanému objemu vyroby u uZivatele
metodiky a vySe uvedenému, se tak jevi cena cca 5500 K¢ ¢i ekvivalent v cizi méné pro 1 1
purifikovaného fagového lyzatu.

Ekonomicky piinos pro uzivatele metodiky zabyvajiciho se vyrobou popsaného piipravku by
tak bylo mozné odhadnout na cca 100 — 150 tis. K¢ ro¢n¢ pfi pesimistickém objemu vyroby 3
1 purifikovaného lyzétu tydné€. Tento odhad je moZné navysit objemem vyroby (do vyhovujiciho
mnozstvi lidskych a laboratornich zdroju), pfipadné produkci vyrobkl s obsahem fagového
lyzatu, urCenych pro konkrétni prakticky tcel v zemed¢€lské praxi, s vyssi pfidanou hodnotou a

niZ$imi vyrobnimi naklady.
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