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Systém pro piipravu vzorku a identifikaci alespoin jednoho kmene bakteriofaga
prostirednictvim hmotnostni spektrometrie

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka oblasti mikrobiologie, konkrétné systému pro piipravu vzorku
a identifikaci alespon jednoho kmene bakteriofaga prostiednictvim hmotnostni spektrometrie.

Dosavadni stav techniky

Bakteridlni infekce jsou vlivem naristajici rezistence k antibiotikim dlouhodobym zavaznym
problémem v nemocni¢nim i v komunitnim prostiedi. Jednou z moznych variant pro boj
S rezistentnimi bakteriemi je vyuziti bakteriofagl, jakozto alternativy k antibiotikim nebo jako
dopliiku antibiotické 1é€by. Pro spravné vyuziti bakteriofagh je nutné vyvinout rychlé a efektivni
metody pro jejich detekci a identifikaci. Je nutné vyvinout metody, které by byly vyuzitelné pti
klasifikaci novych izolati bakteriofdgi i pii kontrole kvality produktt, které obsahuji
bakteriofagy.

Viry bakterii, tzv. bakteriofagy, zkracené fagy, jsou vSudypiitomné a uplatiuji se v regulaci
mikrobidlni rovnovahy ve vSech ekosystémech. Lytické fagy zplisobuji lyzi bakterialnich bun¢k
a jsou vyuzitelné ve fagové terapii. Temperované fagy rovnéz lyzuji bakterialni bunky, ale jsou
také schopné integrovat svlj genom do bakterialniho chromozomu. Po zacélenéni fagového
genomu do bakteridlniho chromozomu vznika profag, ktery nezasahuje do zivotnich funkci
bakterie a replikuje se jako soucast chromozomu. Bakteriofagy také umoznuji horizontalni pfenos
gent a podileji se na variabilité bakterialnich genomt.

Purifikace bakteriofagli je nezbytna pro vyrobu antimikrobialnich, terapeutickych i kosmetickych
pripravkd. V dnesni dobé je nutné dodrzovat standardy farmaceutickych autorit, které vyzaduji
vyrobu fagovych produktt v rezimu spravné vyrobni praxe a kladou tak dtraz na purifikaci,
sterilizaci a prokazani identity a uéinnosti. Mezi standardni techniky purifikace fagl patii
centrifugace, filtrace, ultrafiltrace, precipitace, chromatografie a zonalni ultracentrifugace. Pokud
lyticka infekce probihd v tekutém médiu s narostlymi bunkami hostitelského bakterialniho
kmene, dojde po urcité dobé k vyceteni a dostaneme tzv. fagovy lyzat, coz je kultivacni prostiedi
obsahujici aktivni virové Castice, zbytky membran a vylity bunécny obsah. Zbytky bakterialnich
bun¢k jsou bézné odstranovany centrifugaci a naslednou filtraci pres filtry s velikosti pora
0,22 um nebo 0,45 pm. Zvlasté u gramnegativnich bakterii jsou vSak v lyzatech pfitomny
prozanétlivé endotoxiny, a proto je tfeba purifikovat je dikladnéji, zejména pokud ma vysledny
produkt slouzit k terapeutickému vyuziti. Po odstranéni zbytklli bun€k z lyzatu tedy pfichazi na
fadu sofistikovangj$i purifika¢ni  techniky. Upfednostiiovanou metodou purifikace
a zakoncentrovani faglh je ionexova chromatografie vyuzivajici monolitické kolony z
konvektivniho interak¢niho média. Pro ucely zakladniho vyzkumu poskytuje suspenzi fagovych
¢astic o vysoké Cistoté ultracentrifugace v gradientu CsCl, ale je finan¢né i ¢asové naroc¢na a také
nevhodna pro purifikaci velkych objemt v primyslové vyrobe.

Identifikace bakteriofagi je obvykle zalozena na morfologické charakterizaci pomoci
elektronové mikroskopie a na sekvenovani fagového genomu. Dobie charakterizované
bakteriofagy s definovanymi konzervovanymi geny, typickymi pro urcité skupiny, lze
identifikovat pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Mozaicismus a modularni struktura
genomu bicikatych fagh vSak komplikuje jejich detekci. Profilovani prostfednictvim desorpce a
ionizace laserem za (cCasti matrice, tzv. MALDI neboli Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization, v kombinaci s analyzatorem doby letu, tzv. TOF neboli Time-of-Flight, je
zalozeno na rychlé detekci ionizovanych molekul proteini vzorku bakteriofaga. Tato metoda
hmotnostni spektrometrie, tzv. MS neboli Mass Spectrometry, je dnes UspéSné vyuZzivana
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K rutinni identifikaci bakterii Vv klinickych laboratofich po celém svété. Kromé bakterii 1ze
pomoci MALDI-TOF MS profilovat i jiné typy vzorkd, napfiklad plisné nebo viry. V soucasné
dobé¢ vsak neni tato metoda vyuzivana k rutinni identifikaci bi¢ikatych fagi.

Ukolem tohoto technického Fefeni je proto odstranéni vyse uvedenych nedostatkil a vytvoreni
nového systému pro identifikaci kmenti bakteriofagi, ktery by byl univerzalni pro rtizné druhy
bakteriofagii z riznych celedi a ktery by byl vhodny pro rutinni purifikaci a identifikaci pii
priamyslovém zpracovani.

Podstata technického feSeni

Vytceny tkol je vyfesen diky systému pro identifikaci alespon jednoho kmene bakteriofaga podle
tohoto technického feseni, jehoz podstata spociva v tom, Ze sestava ze soupravy pro piipravu
vzorku bakteriofaga véetné konické zkumavky s nizkou schopnosti vazat proteiny umoziujici
minimalizovani ztraty vzorku bakteriofaga béhem manipulace a soucasné jeho zakoncentrovani,
z optimalizované matrice pro desorpci a ionizaci laserem MALDI — TOF MS, ze zkumavky pro
smichéni vzorku bakteriofaga a matrice a z vyhodnocovaci jednotky, kterd ma datové uloziste, na
kterém je uloZen softwarovy prostiedek pro analyzu dat. Profilovani prostfednictvim desorpce
aionizace laserem za T1casti matrice nazyvana MALDI neboli Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization v kombinaci s analyzatorem doby letu, tzv. TOF, je zalozeno na rychlé
detekci ionizovanych molekul proteini ze vzorku bakteriofaga. Tato metoda hmotnostni
spektrometrie je systémem pro identifikaci alesponi jednoho kmene bakteriofaga. Podle tohoto
feSeni je vyuzita pro rutinni identifikaci bakteriofagli. Jedna se o systém vyuZzivajici
mikrometodu, ktera vyZzaduje pouze maly objem bakteriofagové suspenze, tedy vzorku
bakteriofdga, coz umoznuje i analyzu pfimo z terapeutickych preparatii. Diky tomu je systém
zajimavy zejména pro farmaceutické spole¢nosti zabyvajici se vyvojem bakteriofagové terapie.

Souprava pro piipravu vzorku bakteriofaga uréeného na identifikaci zahrnuje 3 az 10 ml
fagového lyzatu, 10 az 50 pl fagového pufru akoénickou zkumavku pro zakoncentrovani
bakteriofaga. Fagovy lyzat je vychozi vzorek aje pfipraveny pomnozenim bakteriofaga na
propagacnim bakteridlnim kmeni v tekutém zivném médiu nebo metodou dvouvrstvého agaru
aje nasledné zbaveny bakterialnich bunék centrifugaci 30 min pii 4 500 g. Mize byt pouzit
i purifikovany fagovy lyzat ve formé lé¢ivého piipravku. Fagovy lyzat s vyhodou obsahuje
1 x 108 az 1 x 10% plaky tvoficich jednotek neboli PFU/ml bakteriofagi bez bakteridlnich bunék.
Detekéni limit metody je tedy 1 x 10° PFU/ml, ale pro spolehlivou identifikaci je nutny titr
bakteriofaga 1 x 108 PFU/ml, coz odpovidd koncentracim fagh pouzivanym v terapeutickych
preparatech. Objem konické mikrozkumavky do centrifugy, resp. fagového lyzatu, je ve
vyhodném uspotadani 3 ml. Bézn¢ znamé postupy pro piipravu vzorku bakteriofaga vychazi
z objemu 250 ml, coz neni vhodné pro rutinni pouziti. Maly objem fagového lyzatu, resp. vzorku
bakteriofaga poskytuje vyznamnou vyhodu oproti stavajicimu stavu techniky.

Resuspendovani zkoncentrovaného fagového lyzatu probiha pomoci fagového pufru. Fagovy pufr
pro bakteriofagy grampozitivnich bakterii ve vyhodném uspofadani obsahuje 5 mM Tris.HCI,
pH 8,0; 10 mM CaClz;, 10 mM NaCl. Fagovy pufr pro bakteriofagy gramnegativnich bakterii
obsahuje 50 mM Tris.HCI, pH 7,5; 100 mM NaCl; 8 MM MgSOa. Pro rozpusténi peletu z 3 ml
vzorkd lyzatd je nutné pridat 30 pl pfislusného fagového pufru a nechat samovolné
resuspendovat pies noc pii 4 °C. Pro zvySeni citlivosti 1ze zvolit mensi objem, za predpokladu, ze
dojde k vytvoteni suspenze z peletu.

Nasledné probiha piiprava vzorku bakteriofaga pro MALDI MS, pfi které se pouZije ocelova
vzorkovaci deska pro MALDI MS, matrice pro desorpci a ionizaci laserem MALDI — TOF MS
neboli matrice pro MALDI MS, ktera obsahuje 12,5 mg/ml kyseliny ferulové ve smési
vody:acetonitrilu:kyseliny mravenéi v objemovém poméru 50:33:17. Jedna se doposud
0 nepouzivanou matrici v rutinnim MALDI MS profilovani. Pro hmotnostni kalibraci je pouzit
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lysozym z vaje¢ného bilku - roztok 1 mg/ml ve vodé. Vzorek bakteriofaga se nasledné smicha
s roztokem matrice v objemovém poméru 1:4 atato smés se nanese v objemu 0,6 pl na pozici
vzorkovaci desky. Stejnym postupem je nutné nanést na vzorkovaci desku referencéni soubor
relevantnich bakteriofagii pro vytvoreni identifikacni databaze. Pti kazdé sérii méteni se pak
nanasi na vzorkovaci desku roztok lysozymu ve smési s matrici.

Poté probiha MALDI MS analyza, pted kterou je potfeba provést externi kalibraci hmotnostnich
spekter v linedrnim pozitivnim moddu detekce s pouzitim lysozymu ionizovaném ve formé
monomeru, dimeru a nékolikanasobné protonovanych ionti. Dochazi k zaznamenavani
hmotnostnich spekter v rozmezi m/z=2 az 100 kDa. Skala detekovatelnych hmot (m/z) je
V porovnani rutinnim postupem MALDI MS profilovani pro bakterie vyznamné $ir§i, nebot’
Vv ptipadé rutinniho postupu jsou u bakterii detekovany signaly pouze v rozsahu 2 az 15 kDa.

Vyhodnoceni dat probiha diky vyhodnocovaci jednotce, ktera ma datové ulozisté, na kterém je
ulozen softwarovy prostfedek pro porovndni vzorku bakteriofdga s referencnimi vzorky. Pfi
vyhodnocovani je nutné vytvofit tabulku obsahujici hodnoty (m/z) detekovanych iontu a jejich
intenzity, porovnat tyto hodnoty s referenénimi vzorky relevantnimi vzhledem k analyzované
skupiné bakteriofagli a na zakladé posouzeni podobnosti identifikovat dany kmen bakteriofaga.
Vedle vizualniho posouzeni podobnosti jsou k dispozici nastroje pro statistické zpracovani dat.

Vyhody systému pro identifikaci kmenti bakteriofagii podle tohoto technického feSeni spocivaji

zejména v tom, Ze je univerzalni pro rizné druhy bakteriofagii z riznych celedi a je vhodny pro
rutinni purifikaci a identifikaci pfi primyslovém zpracovani.

Objasnéni vykrest

Uvedené technické feSeni bude bliZze objasnéno na nasledujicich vyobrazenich, kde:
obr.1 znazorfiuje tabulku se seznamem bakteriofagt a bakterialnich kment,
obr. 2 znazorfiuje reprezentativni hmotnostni spektrum bakteriofaga z rodu Kayvirus.

Piiklad uskuteénéni technického feSeni

Bakterialni kmeny a bakteriofagy pouzité v tomto technickém feSeni jsou popsany v tabulce na
obr. 1. Bakteriofagy byly pomnozeny na uvedenych propaga¢nich bakterialnich kmenech. Byly
kultivovany pii 37 °C v maso-peptonovém bujonu (MPB), ktery se sklada z 13 g standardniho
zivného bujonu (Nutrient Broth), 3 g kvasni¢ného extraktu (Yeast extract) a 5 g peptonu (Peptone
Bacteriological) rozpusténych v 1000 ml destilované vody (pH 7,4). Aby nedoSlo k ziskani
falesn¢ pozitivnich MALDI — TOF MS signalt, byly fagy se znamou sekvenci genomu
pomnozeny na bezprofagovych kmenech Staphylococcus aureus CCM 4890, RN4220 a CCM
8428. Fagy 29, 42E a 79 byly pomnozeny na dvouvrstevném masopeptonovém agaru s 0,7 %
(w/v) agaru ve svrchni vrstvé a 1,5 % (w/v) agaru ve spodni vrstve. K testovani vlivu zivného
média na kvalitu MALDI — TOF hmotnostnich spekter byla vyuzita dal$i dvé média: BHI (Brain
Heart Infusion; pH 7,4) a 2YT (2x Yeast-Tryptone broth), které se sklada z 16 g tryptonu, 10 g
kvasni¢ného extraktu a 5 g NaCl rozpusténych v 1000 ml vody (pH 7,4).

Za ucelem stanoveni titru fagl byla pfipravena desitkova fada fedéni fagi v MPB. Do
18 hodinové kultury propagac¢niho kmene S. aureus byla ptidana 1/10 objemu 0,02M CaCl..
Suspenze bakterii o objemu 0,1 ml byla pfidana do 3 ml 0,7% maso-peptonového agaru (MPA)
0 teploté 45 °C, kterym byl nasledné pievrstven 1,5% MPA na Petriho miskach. Misky s agarem
byly ponechany v pokojové teploté po dobu 10 min. Natedéné fagy byly nakapany na svrchni
vrstvu agaru a po zaschnuti byly inkubovéany v 37 °C ptes noc.
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Zakoncentrovani fagt centrifugaci probéhlo tak, Ze fagovy lyzat byl centrifugovan 30 min pfi
4500xg pii 4 °C anasledné byl prefiltrovan pies polyethersulfonové filtry s pory o velikosti
0,45 pm. Takto byly odstranény zbytky bakterii. Fagy byly peletovany centrifugaci pii 54 000xg
pti teploté 4 °C po dobu 2,5 hodin. Pro piipravu pelett ze 3 ml fagového lyzatu byly pouzity
koénické zkumavky a adaptéry. Pelet byl rozpustén pies noc ve 30 pl fagového pufru, ktery
obsahoval 5 mM Tris.HCI pH 8,0, 10 mM CaCl,, 10 mM NaCl ve 4 °C. Pro rozpusténi peletu
z 3 ml vzorkd lyzat bylo pouzito vzdy 30 ul fagového pufru.

Vzorky bakteriofagli byly smichany s roztokem matrice pro desorpci a ionizaci laserem MALDI
— TOF MS v objemovém poméru 1:4. Vysledné smési byly naneseny v objemu 0,6 ul na tfi
pozice ocelové vzorkovaci destiCky pro MALDI apo zaschnuti pfi pokojové teploté byly
analyzovany. Jako matrice pro desorpci a ionizaci laserem MALDI — TOF MS byla pouzita
kyselina ferulova (12,5 mg/ml ve smési vody:acetonitrilu:kyseliny mravenci v objemovém
pomeéru 50:33:17).

Analyzy byly provedeny na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru Ultraflextreme (Bruker
Daltonics). Externi kalibrace hmotnostnich spekter v linearné pozitivnim modu detekce byla
provedena s pouzitim lysozymu ionizovaném ve form& monomeru, dimeru a nékolikanasobné
protonovanych iontll. Vykon laseru byl nastaven na 120 % prahové hodnoty pro konkrétni typ
vzorku. Zkazdé pozice byla ziskana tfi spektra akumulujici 1000 pulst laseru. V ramci
jednotlivych pozici bylo aplikovano 200 az 400 pulsti laseru do jednoho bodu. Hmotnostni
spektra byla zaznamenana v rozmezi m/z = 2 az 100 kDa a byla zpracovana s pouzitim vhodného
softwarového prostfedku, konkrétné programu FlexAnalysis (Bruker Daltonics). Dendrogram
zalozeny na MALDI-TOF hmotnostnich spektrech byl sestaven s pouzitim Pearsonova
korelacniho koeficientu jako méfitka podobnosti a s pouzitim metody nevdzenych parovych
prumérnych skupin (UPGMA) jako metody shlukovani v softwaru Biotyper 3.1 (Bruker
Daltonics). Proteinova spektra fagii se znamou sekvenci genomu byla podrobnéji analyzovana
a hodnoty m/z byly porovnany s predikovanymi molekulovymi hmotnostmi (MW) strukturnich
proteini faghi z databdze NCBI Protein nebo z anotaci vytvofenych programem RAST. Pfi
srovnavani hodnot m/z s MW strukturnich proteinti fagi byly tolerovany chyby do 500 ppm.
Pomoci programu TermiNator byla identifikovana prvni aminokyselina proteinu. Molekulova
hmotnost proteinu byla vypocitana programem ExPASy ProtParam.

Dle uvedeného optimalniho postupu pripravy vzorkd bylo purifikovano a nasledn€ analyzovano
37 bakteriofagii. Hmotnostni spektra bakteriofagt z ¢eledi Myoviridae a Siphoviridae obsahovala
vice pikti nez u bakteriofagl z ¢eledi Podoviridae. Je to zpusobeno vy$§im poctem strukturnich
proteind, jejichz molekulové hmotnosti jsou detekovatelné pomoci MALDI-TOF MS v daném
uspotadani, pravé u ¢eledi Myoviridae a Siphoviridae. Dendrogram sestaveny pomoci shlukové
analyzy hmotnostnich spekter ukazal vyrazné¢ oddélené skupiny fagd. Nejvyraznéjsi skupina
odpovidala fagiim z rodu Kayvirus. Tento vysledek byl potvrzen vizualni kontrolou hmotnostnich
spekter téchto fagl, které sdili signaly s identickymi hodnotami m/z. Tyto charakteristické rysy
hmotnostnich spekter umoziuji jednozna¢nou identifikaci kayviri, jak je zndzornéno na obr. 2.
Fagy patiici do rodu Kayvirus byly opakované pouzity k uspé$né 1é¢bé stafylokokovych infekci
u lidi i u zvifat.

Prumyslova vyuzitelnost

Systém pro identifikaci alesponi jednoho kmene bakteriofaga podle tohoto technického feseni lze
vyuzit zejména ve fagové terapii pouzivané proti rezistentnim bakteriim, ale také pro verifikaci
sloZeni hotovych fagovych preparatti v laboratornich podminkach.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Systém pro identifikaci alesponi jednoho kmene bakteriofaga, vyznacujici se tim, Ze sestava
ze soupravy pro piipravu vzorku bakteriofaga z3 az 10 ml fagového lyzatu a 10 az 50 ul
fagového pufru, z konické zkumavky pro zakoncentrovani bakteriofaga, z matrice pro desorpci
a ionizaci laserem MALDI — TOF MS, ze zkumavky pro smiseni vzorku bakteriofaga a matrice,
kde pomér vzorku bakteriofaga a matrice je 1:4, a z vyhodnocovaci jednotky, ktera ma datové
ulozisté, na kterém je ulozen softwarovy prostiedek pro porovnani vzorku bakteriofaga

s referen¢nimi vzorky.

2. Systém podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze fagovy lyzat obsahuje 1 x 108 az 1 x 10%

plaky tvoticich jednotek PFU/ml bakteriofagl bez bakterialnich bunék.
3. Systém podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, ze fagovy lyzat ma objem 3 ml.

4. Systém podle nékterého z ndroki 1 az 3, vyznacujicise tim, ze figovy pufr pro
bakteriofagy grampozitivnich bakterii obsahuje 5 mM Tris.HCI, 10 mM CaCl, a 10 mM NaCl
amapH 8.

5. Systém podle nékter¢ho z naroktt 1 az 3, vyznadujicise tim, Zze fagovy pufr pro
bakteriofagy gramnegativnich bakterii obsahuje 50 mM Tris.HCI, 100 mM NaCl. 8 mM MgSO,
amapH7.5.

6. Systém podle nekterého z narok 1 az 5, vyznacujici se tim, Ze matrice pro desorpci a
ionizaci laserem obsahuje 12,5 mg/ml kyseliny ferulové ve smési vody:acetonitrilu:kyseliny

mravenci v objemovém pomeéru 50:33:17.

2 vykresy
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Celed Serologicka skupina/rod  Virus Propagaéni kmeny (S. aureus)
Siphoviridae AfTriovirus 3A PS 3A, CCM 4890
3C PS3C
6 PSé6
42E PS 42E
47 RN4220, PS 47, PS 47 [53°], PS 47 [77']
54 PS54
75 rs 75
79 PS52A
81 rs g1
94 PS94
B/Phietavirus 11 CCM 4890
29 RN4220
52 PS52
52A PS 52A, RN4220
53 CCM 4890
55 RIN4220
71 PS 71, CCM 4890
30 rS 30
80ox RN4220
83A PS 83A
85 PS 85, RN4220
95 PS 95
9 PS 96, RN4220
B166 CCM 4890
B236 CCM 4890
X2 CCM 4890
LiPhietavirus 187 S 187
F/Biseptimavirus 77 PS 77, CCM 4890
84 PS 84
Myoviridae DiKaywvirus 131 CCM 38428
812 CCM 4028
K RN4220
K1/420 CCM 8428
PYO CCM 8428
D/ Twortviras Twort HER 1048
Podouviridae G/Rosenblumuiris HMAH]D RIN4220 AtarM
P68 RIN4220 AtarM
Obr. 1



Intens. [a.u]

Cz 33381 U1

~3009

1500+

-23071

-7820

1000

-11535

500 H

Vo,

r— -48449

o

— T T T T T T T T T T T
10000 20000 30000 40000 50000

— T
0000

—T
70000

80000

" aac00

mi

Obr. 2



	Bibliographic_Data
	Description
	Claims
	Drawings

