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The conductivity changes detection method
for evaluation of the effect of preparations
contains staphylococcal phage lysate

on the growth of Staphylococcus aureus

Abstrakt

Cilem price je prezentovat metodicky postup ke
stanoveni U¢inku pfipravkd s obsahem stafylokokového
fagového lyzatu, pfipadné dalSich tekutych pfipravki, na
rust bakterii Staphylococcus aureus na zékladé detekce
zmén vodivosti. Pfipravky testované v ramci tohoto expe-
rimentu by mély byt uréeny k omezeni Sifeni
Staphylococcus aureus (véetné multirezistentnich kment)
v chovech hospodarskych zvifat a k 1é¢bé mastitidnich
stafylokokovych infekei dojnic. Metodicky postup prezen-
tovany v tomto clanku predstavuje rychlou metodu pro
ovéfeni ucinnosti rGznych SarZi preparati s moznosti
podrobného hodnocenti jejich Gc¢innosti in-vitro.

V ramci experimentu byly testovany pfipravky s ozna-
¢enim G1 a S1/G2 s 15% obsahem bakteriofagového stafy-
lokokového lyzatu, u kterych byla prokazana inhibice rastu
kontrolniho kmene Staphylococcus aureus. UZité bazové
receptury pro oba pfipravky (agar a hydroxyethylcelulosa)
neinhibuji aktivitu fagového lyzatu, a tudiz se jevi jako
vhodné pro vyrobu fagovych pripravku.

Polypropylén, jako materidl pouZzity pro uskladnéni
pripravku, inhibuje podle vysledki experimentu aktivitu
fagového lyzatu, a nelze ho proto doporucit pro skladovani
pripravkt s obsahem fagového lyzatu. VhodnéjSim mater-
idlem pro tyto ucely je sklo.

Na zakladé provedeného testovani je mozné vytvorenou
metodiku doporudit pro rychlou detekci ucinnosti
pripravkl s predpokladanou antimikrobidlni aktivitou.

Klicova slova: vodivost, Staphylococcus aureus, fagovy
lyzat

Abstract

The aim of this paper is to evaluate an efficacy of two
products containing staphylococcal phage lysate on

Staphylococcus aureus growth by detection of conductivi-
ty changes. These two preparations should be used for
reduction in spread of Staphylococcus aureus (multidrug
resistant strains including) in livestock and as a tool for
treatment of staphylococcal mastitis infections. The method
presented in this paper represents rapid microbiological
method for fast and detailed detection of antimicrobial
activity and function of different batches of preparations
during their in-vitro testing.

The preparations marked "G1" a "S1/G2" with 15%
phage lysate content have been tested in this experiment
and they induce growth inhibition of Staphylococcus
aureus control strain. The base formulas used for both of
preparations, agar and hydroxyethylcellulose, do not show
inhibition of phage lysate actvity and appear to be suitable
for usage in products containing phage lysate.

Polypropylene, as a material used for preparations stora-
ge, shows inhibition effect of phage lysate. It can not be
recommended for storage of products containing phage
lysate. Glass appears to be more suitable for these purposes.

On the base of presented testing method, it can be recom-
mended for rapid efficacy evaluation of products with
assumed antimicrobial activity.

Key words: conductivity, Staphylococcus aureus, phage
lysate

Uvod

Staphylococcus aureus (dale S. aureus) patii k zavaznym
patogenim humanni a animdlni populace. Je komenzéilem
teplokrevnych zivocicht a ¢lovéka, prirozené osidluje jejich
sliznice, kiizi a kozni Zlazy, bézné se vSak vyskytuje i ve
vnéjSim prostredi (1). Pfi oslabeni imunitniho systému hos-
titele je schopen vyvolat Siroké spektrum onemocnéni od
béznych zanétu kuze a sliznic az po Zivot ohrozujici septické
stavy (2). V oblasti animalni populace se S. aureus tadi
k vyznamnym patogentim vyvolavajicim zanét mlécné Zlazy
(tzv. mastitidu) skotu, ovci a koz, pri¢emz mastitidy jsou
povaZovany za jedno z nejCastéjSich produkénich onemoc-
néni dojnic a také za nejcastéjsi pricinu ekonomickych ztrét
chovatelt (3). S. aureus je také povazovan za vyznamného
kontaminanta potravinovych surovin (zejména mléka
a masa) a vyvolavatele stafylokokovych enterotoxikéz (4).
Vuci vlivim zevniho prostiedi vykazuji bakterie S. aureus
znacnou odolnost, coZ vede k jejich prezivani ve vnéjSim
prostiedi a snadnému Sifeni. Mastitidy vyvolané S. aureus
nabyvaji na vyznamu také v dusledku vzristajici rezistence
kment k antibiotické 1é¢be (5). Zavazny problém predstavu-
Ji v soucasnosti zejména intenzivni chovy prasat, skotu a dri-
beze jako zdroj specifického typu meticilin rezistentniho
S. aureus CC398, jehoz prenos je mozny i na ¢lovéka (6, 7).

Zvysujici se narast vyskytu multirezistentnich kmeni
bakterii vyvolavd potfebu novych alternativnich metod
1écby bakteridlnich infekci a pravé takovou metodou by se
mohla stat fagova terapie. Vyhodou aplikace fagh oproti
antibiotikim je nizka pravdépodobnost vzniku rezistence
a vysoka specificita k cilovému kmeni hostitele. Fagova te-
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rapie muze byt rychld, efektivni a zdroven levna metoda pfi
léceni a profylaxi riznych bakteridlnich onemocnéni (8, 9).
Jednou z moZnosti, jak hodnotit dcinnost fagového
preparatu, je metoda impedancni mikrobiologie (10). Tato
metoda vyuziva skute¢nosti, Ze mikroorganismy jsou schop-
ny preménovat zivné médium na vodivé elementy, napf.
emisi produktd svého metabolismu, ¢imz dochazi ke zméné
impedance, resp. vodivosti média (10, 11). Tyto zmény jsou
v pravidelnych intervalech zaznamendavidny méficim sys-
témem a slouzi mj. k uréeni tzv. ¢asu detekce TTD (Time To
Detection). Jedné se o bod, kdy byla poprvé zaznamenina
odchylka rastové kfivky. Plati, Ze ¢im vySsi je pocatecni
hustota bakterii v inokulu, tim je Cas detekce kratsi. Na
zakladé ziskané rustové kiivky a dosaZeni Casu detekce je
pak mozné hodnotit schopnost rlistu bakterii v médiu bez
pridavku a s pfidavkem posuzovaného preparatu (12).

Metodu pro hodnoceni bakteridlniho rastu pomoci

zmény vodivosti 1ze vyuzit mj.:

- k detekci TTD - resp. ¢asu, kdy dochazi k exponencial-
ni fazi rastu v médiu; z TTD odvozené kalibrac¢ni
rovnice pak 1ze vysledky vyuzit pro hodnoceni CFU;

- k analyze rustovych kiivek, které reflektuji stav bakte-
ridlni populace v pribéhu méteni a jejich diskuzi;

- k detekci riiznych typl bakterii v tekutych médiich
a pro rizné aplikace (11, 13, 14).

Cilem prace je prezentovat a ovefit metodicky prostup

s vyuzitim méfeni zmén vodivosti média pro stanoveni
ucinku dvou pfipravkd s obsahem stafylokokového fago-
vého lyzatu na rast bakterii Staphylococcus aureus.
Testované pfipravky by v budoucnosti mély byt ureny
k omezeni §iteni Staphylococcus aureus (véetn€ multirezis-
tentnich kmentl) v chovech hospodarskych zvirat a k 1é¢bé
mastitidnich stafylokokovych infekci dojnic.

Metodika

Instrumentace a materidl
* Analyzator RABIT2 (Don Whitley Scientific Inc.)
¢ Denzitometr DEN-1 (Biosan)
* Autoklavovatelné impedancni zkumavky RABIT (Don
Whitley Scientific Inc.)
* Kultiva¢ni média

- Mozkosrdcova infuse (Carl Roth Gmbh & Co. Kg)

- Krevni agar (LABMediaServis)

* Zelatinové disky s Cistou kulturou S. aureus CCM 3953
(Cesk4 sbirka mikroorganismti, MU, Brno)

» Stafylokokovy fagovy lyzat (7,5 x 10° PFU) (UEM,
MU, Brno)

- Byl pouzit figovy kmen odvozeny z bakteriofiga
812, ktery je podrobné genomicky (15), proteomicky
(16) a strukturné (17) charakterizovan.

* Déle bézné vybaveni mikrobiologické laboratofe
* Pripravek G1 obsahuje agar jako bazovou recepturu.
* Pripravek S1/G2 obsahuje hydroxyethylcelulosu jako
bazovou recepturu.
Testované pripravky obsahuji 15 % fagového lyzatu,
testovani probéhlo 72 hod od jejich pfipravy.

Pracovni postup
1) Priprava suspenze S. aureus

Denzita 1. stupné McFarlandovy zakalové stupnice,
24hodinova kultura S. aureus vyrostla na krevnim agaru,
fedici médium: mozkosrdcova infuse.

2) Inokulace

Do kazdé impedan¢ni zkumavky bylo napipetovano 5 ml
bujénu (mozkosrdcova infuse). Dal§i komponenty (inoku-
lum, voda, fagovy lyzat, zkousené pfipravky) byly pipe-
tovéany dle schématu inokulace zkumavek (viz nize).

Schéma inokulace zkumavek
* Al 1. zkumavka: negativni kontrola: 5 ml BHI
* A2 2. zkumavka: pozitivni kontrola SA:
5 ml BHI + 1 ml inokula + 2 ml vody
* A4 4. zkumavka: kontrola lyzdtu:
5 BHI + 1 ml inokula + 2 ml fedéného lyzatu
(1 lyzat : 1 voda)
* A5 5. zkumavka: kontrola lyzdtu:
5 BHI + 1 ml inokula + 2 ml fedéného lyzatu
(2 lyzat : 3 voda)
* A6 6. zkumavka: kontrola bdze:
5 ml BHI + 1 ml inokula + 2 ml baze G1
* A7 7. zkumavka: kontrola bdze:
5 ml BHI + 1 ml inokula +2 ml baze S1/G2
* A8 8. zkumavka: test pripravku G1:
5 ml BHI + 1 ml inokula + 2 ml G1
* B2 10. zkumavka: fest pripravku S1/G2 plast:
5 ml BHI + 1 ml inokula + 2 ml S1/G2 plast
* B6 14. zkumavka: fest pripravku S1/G2:
5 ml BHI + 1 ml inokula + 2 ml S1/G2

Vlysvétlivky:

baze - zakladni komponenta pfipravku bez stafylokokového
fagového lyzatu

BHI - mozkosrdcova infuse

SA - Staphylococcus aureus

S1/G2 plast - pfipravek skladovany v polypropylenovém (PP)

kelimku

3) Nastaveni parametrti méreni (vytvoreni test code)
* Doba trvani testu: 48 hodin
* Inkubacni teplota: 37 °C
e Interval zaznamenavani zmén impedance: 5 minut

4) Vlozeni zkumavek do modulu pristroje RABIT
5) Méreni

6) Vyhodnoceni vysledki

Na zakladé prabéhu ristovych kfivek hodnotime schop-
nost ristu bakterii S. aureus v médiu bez ptidavku a s pii-
davkem pfipravku obsahujiciho stafylokokovy fagovy
lyzat. Rustové kifivky zobrazuji vodivost média a jeji
zmény v Casovém intervalu 5 minut, vodivost je zazna-
menavana v mS (milisiemens). Diky rizné pocatecni vodi-
vosti jednotlivych vzorktl, byla data pro zobrazeni ris-
tovych kfivek po stabilizaci experimentu (95 minut)

MLEKARSKE LISTY 166, Vol. 29, No. 1




VEDA, VYZKUM

Relative Conductivity Change (mS)
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(vzorek A6, A7) nevykazuji tyto baze inhibici
rustu kontrolniho kmene S. aureus (Obrazek 3).
Inhibicni efekt v pokusech s pfipravky s obsahem
fagového lyzatu (Obrazek 2) tak muze byt pfipi-
sovan vyhradné obsazenému fagovému lyzatu.
—% | Testovani pripravku s adici fagového lyzatu

Z porovnani rustovych kfivek pozitivni kon-
troly S. aureus (vzorek A2) a rustovych kiivek
S. aureus v pripravcich s fagovym lyzitem
(vzorek A8, B6) vyplyva, zZe pfipravky oznacené
jako G1 a S1/G2 inhibuji riist kontrolniho kmene

Obr. 1 Rdstové kfivky pro pozitivni (vzorek A2) a negativni (vzorek A1)

kontrolu

S. aureus (Obrazek 4). Pribéh ristové kiivky
S. aureus v ptipravku S1/G2 (vzorek B6) je srov-
natelny s priabéhem ristové kfivky S. aureus
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v pritomnosti lyzatu fedéného vodou v poméru
1:1 (vzorek A4) (Obrazek 2). Z uvedeného vy-
plyva, Ze pouZzité bazové receptury neinhibuji
ucinnost fagového lyzatu, a tudiz se jevi jako
vhodné pro vyrobu fagovych piipravku.

= | Testovani vlivu obalového materialu (PP
kelimek, vzorek B2)

Cast pripravku S1/G2 byla uchovavdna v PP
kelimku (vzorek S1/G2 plast). Bylo zjiSténo, Ze
prubéh rhstové kiivky S. aureus v ptipravku
S1/G2 plast (vzorek B2) se shoduje s pribéhem

Obr. 2 Rdstové krivky vzorkd pro testovani uc¢innosti lyzatu
(vzorek A4, A5) a pozitivni kontrola (vzorek A2)

matematicky srovnana na jednotnou udroven (baseline;
Unscrambler X 10.3, Transform, Baseline Offset).

Vysledky a diskuze

Zékladni prehled o ucinnosti fagovych ptipravkll bylo
mozné ziskat jiz po nékolika hodiniach od zapoceti
testovani. V naSem piipadé byla doba trvani testu zvolena
na 48 hodin z divodu ziskdni co nejvétSi casti rastové
ktivky a detailniho prehledu o jejim priabéhu.

Kontrolni vzorky, ucinnost fagového lyzatu

rustové kfivky pozitivni kontroly S. aureus
(vzorek A2) (Obrazek 5). Z vysledki pak mu-
Zeme usuzovat, Ze polypropylen pravdépodobné
inhibuje aktivitu fagového lyzatu a neni tudiz vhodnym
materidlem pro skladovani pfipravku s obsahem fagového
lyzatu. V ostatnich pfipadech byly pripravky G1 a S1/G2
uchovéavany ve sklenénych nadobéch.

Zaver

Pouzité bazové receptury (agar a hydroxyethylcelulosa)
neinhibuji Gc¢innost fagového lyzatu, a jevi se tudiz jako
vhodné pro vyrobu fagovych pfipravkd. Pripravky Gl
a S1/G2 vykazuji inhibici rdstu kontrolniho kmene
S. aureus, naopak samotné baze rust S. aureus neinhibuji.

Pouzitelnost metody a pouzitého postupu ilus-
truji rastové kiivky pro pozitivni a negativni kon-
trolu (vzorky A2, resp. Al) na obrazku 1 (pozvol-
né klesani vodivosti média pro negativni kontrolu;
kiivka kopirujici rist bakteridlni populace ve
vzorku s pozitivni kontrolou).

V ramci experimentu byla provedena kontrola
ucinnosti pouzitého fagového lyzitu v rtizném
fedéni (vzorky oznacené A4 a AS). Z rtstovych
ktivek (Obrazek 2) je patrny inhibi¢ni i¢inek na
nartist bakteridlni populace v obou pouzitych s
fedénich.

Na zakladé porovnani ristovych kiivek pozi-
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tivni kontroly S. aureus (vzorek A2) a rastovych
kiivek S. aureus v prostiedi testovanych bazi

Obr. 3 Rdstové kfivky vzork( pro testovani baze pripravki bez adice
fagového lyzatu (vzorek A6, A7) a pozitivni kontrola (vzorek A2)
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Obr. 4 Rdstové kfivky vzorki obsahujicich fagovy lyzat
(vzorek A8, B6) a pozitivni kontrola (vzorek A2)

stock-associated MRSA in communities with highpig-den-
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2016-01-01]. DOI:  10.1371/journal.pone.0009385.
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Obr. 5 Rustové krivky pro pfipravek uskladnény v polypropylenovém

obalu (vzorek B2) a pozitivni kontrolu (vzorek A2)

Vysledny inhibiéni efekt v pokusech s pripravky Gl
a S1/G2 tak muze byt pripisovan vyhradné ucinku
obsazeného fagového lyzatu.

Polypropylén inhibuje aktivitu fagového lyzatu, a nelze
ho proto doporucit pro skladovani ptfipravku s obsahem
fagového lyzatu. Za vhodnéjsi materidl k uchovavani uve-
denych ptipravki je mozné povazovat sklo.

Vytvofenou metodiku lze vyuZzit pro rychlou detekci
ucinnosti pripravkd s antimikrobidlni aktivitou, nebot zak-
ladni prehled o ucinnosti fagovych pfipravkd je mozné
ziskat jiz po nékolika hodinach od zapoceti testovani.
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