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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest szczep Staphylococcus aureus do otrzymywania monoklonalnych
preparatéw bakteriofagéw litycznych o wysokim mianie, pozbawionych zanieczyszczen niepozgdanymi
bakteriofagami oraz plazmidowym DNA. Bedgcy efektem wynalazku szczep gwarantuje produkcje bez-
piecznych w stosowaniu preparatéw bakteriofagowych nie bedgcych zrédiem rozsiewu genéw zwigza-
nych z wirulencjg bakterii.

W obliczu kryzysu skuteczno$ci antybiotykoterapii zakazen bakteryjnych obserwuje sie
w ostatnich latach powrét do badan nad fagoterapig jako alternatywng metodg leczenia zakazen (Gérski
iin., 2009; Golka i in., 2014). Czynnikiem leczniczym w fagoterapii sq bakteriofagi — wirusy selektywnie
infekujgce bakterie i nieszkodliwe dla organizméw eukariotycznych. Bakteriofagi jako bezwzgledne pa-
sozyty bakterii mozliwe sg do pozyskania jedynie przez namnazanie w komoérkach bakteryjnych. Wydo-
stanie sie z zainfekowanych komérek namnozonych w nich bakteriofagéw skorelowane jest z lizg ko-
morek i wylaniem do $rodowiska ich tresci. Otrzymane w ten sposéb lizaty zawierajg bakteriofagi za-
wieszone w mieszaninie zawartosci komérek oraz pozywki, w ktdérej hodowano bakterie. Bezpieczen-
stwo terapii fagowej wymaga by byly one wolne zarédwno od czynnikéw szkodliwych dla organizméw
leczonych bakteriofagami jak i od czynnikéw moggcych zwiekszaé patogennos$¢ bakterii. Dotychcza-
sowe metody produkcji preparatéw fagéw terapeutycznych, w tym m. in. fagdéw przeciwko Staphylococ-
cus aureus, nie zapewniajg w petni takiego bezpieczenstwa, z uwagi na brak odpowiednich szczepdw
bakterii do namnazania fagéw.

Bakteriofagi efektywne w zwalczaniu infekcji powodowanych przez bakteryjne patogeny typowo
nie namnazajg sie w komaérkach niepatogennych bakterii. Co wiecej preparaty o wysokim mianie efek-
tywne litycznie w stosunku do okre$lonego patogena najczesciej mozna pozyskaé tylko przez namna-
zanie danego faga w bakteriach tego samego gatunku reprezentujgcych szczepy o cechach genetycz-
nych podobnych do zwalczanego patogena (D'Herelle, 1938; Balogh i in., 2010). Zawierajg wiec one
zanieczyszczenia pochodzace z komorek bakterii patogennych. Bakterie te kodujg liczne czynniki wiru-
lencji takie jak np. toksyny bakteryjne. Co wiecej geny kodujgce te czynniki sg zwykle czescig obecnych
w ich komérkach ruchomych elementéw genetycznych zdolnych do przemieszczania sie r6znymi spo-
sobami z jednych komérek bakterii do innych.

Najtrudniejsze do usuniecia z preparatow fagowych sg zanieczyszczenia bakteriofagami innymi
niz namnazane. Bakteriofagi te nalezg do tzw. bakteriofagéw tagodnych, bedacych szczeg6inym typem
ruchomych elementéw genetycznych (Guttman i in., 2005). W odrdznieniu od bakteriofagéw obligato-
ryjnie litycznych zalecanych do zastosowan terapeutycznych i namnazajgcych sie jedynie drogg rozwoju
litycznego, bakteriofagi fagodne mogg namnazaé sie drogg rozwoju litycznego lub pozostawaé w ko-
morce w postaci tzw. profaga — czgsteczki DNA najczesSciej wbudowanej w chromosom bakteryjny.
W tej formie mogg pozostawaé latami, replikujgc jako integralna cze$é chromosomu. W obronie przed
ich utratg przez bakterie nabyty w procesach ewolucji geny pozwalajgce na lepsze przystosowanie za-
wierajgcych je bakterii do zajmowanych $rodowisk. Dlatego wiekszo$¢é bakteriofagéw tagodnych bakte-
ryjnych patogenéw koduje czynniki wirulenciji, takie jak m. in. toksyny bakteryjne, adhezyny czy czynniki
chronigce bakterie przed odpowiedzig immunologiczng gospodarza (Cheetham i in., 1995). Sponta-
niczne wycinanie profagéw z chromosomoéw w niektérych komaérkach populacji w procesie tzw. indukcji
prowadzi do zapoczgtkowania ich rozwoju litycznego. Namnozone w rozwoju litycznym fagi tagodne
infekujgc kolejne komarki bakterii mogg integrowacé jako profagi do ich DNA, stajgc sie w ten sposéb
przeno$nikami genéw zwigzanych z wirulencjg bakterii. Szereg szczegdinie trudnych do zwalczania
epidemicznych szczepdw bakterii powstato dzieki nabyciu przez nie nowych profagéw (Canchayaiin.,
2003). Z tego powodu konieczne jest wykorzystywanie w terapii fagowej tylko monoklonalnych prepa-
ratéw fagowych, ktére zawierajg wytgcznie wiriony faga terapeutycznego i nie sg zanieczyszczone in-
nymi fagami (Lobockaiin., 2014). Jednoczes$nie koktajle sktadajgce sie z kilku rodzajow fagéw powinny
by¢ otrzymywane tylko drogg mieszania monoklonalnych preparatow.

Innym rodzajem ruchomych elementéw genetycznych mogacych zanieczyszczaé preparaty fa-
gowe sg plazmidy — pozachromosomailne czgsteczki DNA zdolne do autonomicznej replikacji. Plazmidy
bakterii patogennych, podobnie jak fagi tagodne, nabyty w ewolucji geny zwigzane z wirulencjg ich bak-
teryjnych gospodarzy. Ponadto, podczas namnazania bakteriofagéw w komoérkach bakteryjnych, pla-
zmidy mogg wbudowywacé sie do DNA fagowego i jako czes¢ tego DNA by¢ pakowane do wirionéw
(Masters, 1996). Zastepujgc w ten sposob fragmenty fagowego DNA powodujg powstawanie fagéow
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defektywnych, niezdolnych do namnazania. Fagi te wprowadzajg jednak do infekowanych komérek za-
wierajgce plazmid DNA i w ten sposéb mogg rozsiewaé geny wirulencji bakterii. Dlatego bakterie do
namnazania fagéw terapeutycznych nie powinny zawiera¢ plazmidow.

Celem wynalazku jest dostarczenie szczepdw Staphylococcus aureus do produkcji preparatéw
bakteriofagéw terapeutycznych o wysokim mianie pozbawionych zanieczyszczen fagami tagodnymi
oraz plazmidowym DNA. Nieoczekiwanie tak okreslony cel zostat osiggniety dzieki rozwigzaniu zapro-
ponowanemu w niniejszym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest szczep Staphylococcus aureus pozbawiony profagéw oraz plazmi-
dow, ktory jest szczepem Staphylococcus aureus 80wphwpl zdeponowanym w PCM jako B/00072.

Przedmiotem wynalazku jest takze szczep Staphylococcus aureus, ktéry posiada chromosom
bakteryjny zawierajgcy DNA o sekwencji wybranej sposrdd Sekw. Nr. 1.

Przedmiotem wynalazku jest takze sposdb otrzymywania preparatu bakteriofagowego, zwtasz-
cza terapeutycznego charakteryzujgcy sie tym, ze szczep bakteriofaga specyficznego wobec Staphylo-
coccus aureus namnaza sie w hodowli szczepu Staphylococcus aureus pozbawionego profagdéw oraz
plazmidéw wedtug wynalazku okreslonego powyzej, a nastepnie izoluje sie namnozone fagi z uzyska-
nego lizatu, przy czym otrzymywane preparaty bakteriofagowe sg pozbawione zanieczyszczen fagami
fagodnymi oraz plazmidowym DNA.

Efektem wynalazku jest otrzymanie szczepu 80wphwpl S. aureus o sekwencji genomowego DNA
okreslonej jako SEQ ID NO.1 charakteryzujgcego sie brakiem sekwencji odpowiadajgcych sekwencjom
genomowym aktywnych profagéw.

Dodatkowym efektem wynalazku jest brak w komérkach szczepu 80wphwpl plazmiddw.

Korzystnym efektem wynalazku jest zachowanie przez szczep 80wphwpl tych wiasciwosci
szczepu rodzicielskiego, ktére pozwalajg na efektywne namnazanie w jego komoérkach bakteriofagéw
Staphylococcus aureus, w tym w szczegélnosci bakteriofagédw P4W, Staph 1N, A5W lub Fi200W nale-
z3acych do gatunku Twort-like.

Dodatkowym korzystnym efektem wynalazku jest mozliwo$¢ otrzymywania w wyniku namnazania
w komorkach szczepu 80wphwpl, bakteriofagéw P4W, Staph1N, A5W lub Fi200W, lizatéw zawieraja-
cych w/w bakteriofagi o mianie przynajmniej 10° pfu/ml.

Dotychczasowym standardem uznawanym za wystarczajgcy dla wykluczenie obecnosci niepo-
zadanych bakteriofagéw w preparatach bakteriofagéw terapeutycznych byty obserwacje w mikroskopie
elektronowym (Merabishvili i in., 2009). Mozna tg drogg przejrze¢ okoto kilkudziesieciu do kilkuset wi-
rionéw w polu widzenia weryfikujgc ich jednorodno$¢ morfologiczng. Na obecnos$¢ plazmidéw w komor-
kach do namnazania fagéw terapeutycznych nie zwracano uwagi, mimo doniesien literaturowych o licz-
nych przypadkach przenoszenia plazmidéw pomiedzy komérkami przez bakteriofagi (podsumowane
w tobockaiin., 2014).

Autorzy obecnego wynalazku niespodziewanie stwierdzili, ze wszystkie badane przez nich pre-
paraty bakteriofagdw obligatoryjnie litycznych typu Twort-like Staphylococcus aureus namnazanych
w komorkach izolatéw S. aureus pozwalajacych na otrzymanie lizatow tych bakteriofagéw o wysokim
mianie sg zanieczyszczone niepozadanymi bakteriofagami, i ze zrodtem tych bakteriofagéw sg profagi
wintegrowane w chromosomy szczepdéw wykorzystywanych do namnazania fagéw (Fig. 1). Mimo, ze
wyniki ostatnich badan wskazywaty na obecnos$¢ profagédw w genomach niemal wszystkich klinicznych
lub Srodowiskowych izolatéow S. aureus, badania pozwalajgce na oszacowanie czestosci spontaniczne;j
indukcji réznych profagéw S. aureus i na ocene ryzyka zanieczyszczenia hodowli S. aureus fagami
powstajgcymi w wyniku indukcji profagéw nie byty prowadzone (Kahankova i in., 2013). Co wiecej nie
opisano pozbawionych profagéw szczepdw S. aureus do namnazania bakteriofagéw typu Twort-like —
najcenniejszych z punktu widzenia terapeutycznego.

Z zamiarem pozbawienia profagéw dwoch szczepdw Staphylococcus aureus do wydajnego nam-
nazania fagéw terapeutycznych, autorzy okreslili sekwencje ich genomowego DNA. W ten sposob zi-
dentyfikowali miejsca integracji profagébw w genomach tych szczepéw oraz geny, ktérych ciggtos¢ zo-
stata przerwana przez integracje profagdéw. Dzieki powigzaniu fenotypu z utratg funkcji tych genéw au-
torzy po zaindukowaniu wyciecia profagéw z genomoéw badanych szczepéw zidentyfikowali kolonie ko-
morek, ktére utracity profagi (Fig. 2). Utrate profagéw potwierdzili poprzez analize sekwencji DNA ge-
nomowego wyleczonych szczepdw (wyspecyfikowanych na potrzeby prezentowanego wynalazku jako
SEQ ID NO. 1i SEQ ID NO. 2). Dodatkowo analizujgc sekwencje totalnego DNA badanych szczepow,
autorzy niespodziewanie stwierdzili, ze komorki tych szczepdéw zawierajg plazmidy moggce kodowac
m. in. oporno$¢ na sole kadmu. Szukajgc komoérek badanych szczepdw, ktére nabyly wrazliwos¢ na
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kadm w warunkach moggcych stymulowaé utrate plazmidu, wyizolowali bezplazmidowe pochodne obu
szczepOw i potwierdzili brak plazmidéw w ich komérkach poprzez analize totalnego DNA wyizolowa-
nego z tych komérek.

W opisanych w literaturze przyktadach wynika, ze zawarte w komdrkach bakteryjnych pofagi,
mogg kodowaé funkcje niezbedne dla rozwoju okreslonych fagdéw obligatoryjnie litycznych, uniemozli-
wiajac namnazanie tych bakteriofagéw w wyleczonych z profagéw szczepach (Nirmal Kumariin., 2012).
Dlatego niespodziankg byto wykazanie, ze bedace efektem prezentowanego wynalazku szczepy
80wphwpl i 6409wphwpl Staphylococcus aureus, mimo pozbawienia ich profagéw i plazmidéw, nadal
mogq stuzyé jako bakteryjni gospodarze do namnazania bakteriofagéw litycznych. Co wiecej, miano
bakteriofagbéw w lizatach otrzymanych po infekcji tych szczepéw fagami terapeutycznymi nie odbiega
od miana w lizatach otrzymanych po infekcji fagami szczepdw rodzicielskich.

Jest wiec oczywiste, ze otrzymane szczepy 80wphwpl i 6409wphwpl S. aureus sg szczepami
z wyboru do namnazania bakteriofagéw stosowanych w celach profilaktycznych, terapeutycznych lub
dezynfekcyjnych w zwalczaniu S. aureus, poprzez gwarancje, ze preparaty fagowe otrzymane przez
namnazanie bakteriofagéw obligatoryjnie litycznych w komérkach tych szczepéw sg wolne od zanie-
czyszczen niepozadanym materiatem biologicznym stwarzajgcym zagrozenie rozsiewania genéw zwia-
zanych z wirulencjg bakterii. Wyklucza to mozliwo$¢ pogorszenia stanu pacjentéw lub zwierzat leczo-
nych takimi preparatami w wyniku nieplanowanego nabycia przez infekujgce szczepy S. aureus dodat-
kowych genéw zwigzanych z wirulencjg, czego nie mozna wykluczy¢ w przypadku dotychczas stoso-
wanych preparatéw.

Sposdb wykonania wynalazku zilustrowano nastepujgcymi figurami:

Figura 1. przedstawia wykrycie zanieczyszczen preparatédw bakteriofagdéw obligatoryjnie litycz-
nych bakteriofagami powstatymi na skutek spontanicznej indukcji profagéw w szczepach bakterii wyko-
rzystywanych do namnazania fagéow. (A) Gorny zel przedstawia produkty amplifikacji otrzymane w re-
akcjach multiplex PCR z wykorzystaniem jako matrycy DNA wyizolowanego z wirionéw zawartych
w preparatach fagéw obligatoryjnie litycznych (Fagi) lub DNA chromosomalnego szczepéw S. aureus
uzytych do namnazania fagoéw (S. aureus), oraz starterami specyficznymi dla DNA bakteriofagéw ta-
godnych nastepujgcych serogrup: A (oczekiwana dtugo$¢ produktu PCR — 744 p.z.), B (oczekiwana
dtugosé produktu PCR - 405 p.z.), Fa (oczekiwana diugo$¢ produktu PCR — 548 p.z.), Fb (oczekiwana
dtugosé produktu PCR - 147 pz., p.z.). Dolny zel przedstawia produkty amplifikacji z w/w matrycami
i starterami specyficznymi dla bakteriofagéw tagodnych serogrupy L (oczekiwana diugo$¢ produktu 648
p.z.) i dla namnazanych bakteriofagéw litycznych serogrupy D (oczekiwana dtugos$¢ produktu 331 p. z.).
Sekwencje starteréw wykorzystanych do detekcji bakteriofagéw poszczegdinych serogrup, oraz warunki
reakcji multiplex PCR odpowiadaty opisanym poprzednio (Pantucek i in., 2004). Fragmenty DNA otrzy-
mane w reakcjach PCR rozdzielano elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym. Sciezka oznaczona jako
M zawiera rozdzielone fragmenty markera wielko$ci DNA (GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder, Fer-
mentas), o wielkoéci odpowiednio (w parach zasad): 75, 200, 300, 400, 500, 700, 1000, 1500, 2000,
3000, 4000, 5000, 7000, 10000 i 20000. W Sciezkach oznaczonych jako K(-) rozdzielano mieszaniny
kontrolne nie zawierajgce matrycowego DNA. (B) Produkty amplifikacji otrzymane z wykorzystaniem
jako matrycy DNA wyizolowanego z wirionéw zawartych w preparatach fagéw obligatoryjnie litycznych
(Fagi) lub DNA chromosomalnego szczepu S. aureus 6409 (uzytych w czesci A) oraz starterami specy-
ficznymi dla chromosomalnego genu koagulazy S. aureus.

Figura 2 przedstawia selekcje pochodnych szczepu 6409, ktére uzyskaty zdolno$¢ do hemolizy
po traktowaniu mitomycyng C . Komorki traktowane mitomycyng C wysiewano na podtoze Columbia
agar z krwig baranig. Strefy hemolizy wida¢ jako przejasnienia wokét kolonii.

Figura 3 przedstawia negatywny wynik reakcji PCR z wykorzystanie jako matrycy DNA wybra-
nych pochodnych szczep6éw 80 i 6409, ktére po traktowaniu mitomycyng C odzyskaty zdolno$¢ do he-
molizy erytrocytdéw krwi baraniej ($ciezki oznaczone jako MitC) oraz ze starterami specyficznymi dla
profagéw serogrupy Fa, obecnych w genomach szczepdw rodzicielskich (§ciezki oznaczone jako wt).
Zastosowane warunki rozdziatu amplikonéw, startery specyficzne dla profagdw serogrupy Fa oraz ro-
dzaj markera wielko$ci DNA, sg takie same jak podano w opisie Fig. 1.

Figura 4 przedstawia wyniki potwierdzajgce brak plazmidu w pochodnej szczepu 80wph ozna-
czonej jako 80wphwpl. (A) Rozdziatu w zelu agarozowym metodg PFGE DNA szczepu 80wph oraz jego
pozbawionej plazmidu pochodnej 80wphwpl. Strzatkami oznaczono nietrawione i trawione nukleazg S1
DNA plazmidowe obecne w komoérkach szczepu 80wphwpl. Zastosowane warunki trawienia preparatéw
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DNA nukleazg S1 oraz rozdziatu metodg PFGE byty analogiczne do opisanych poprzednio (Barton i in.,
1995).

W Sciezkach zelu oznaczonych jako S1- i S1+ rozdzielano DNA nietrawione i trawione nukleazg
S1, w Sciezkach oznaczonych jako K+ i M rozdzielano odpowiednio oczyszczone DNA plazmidu kon-
trolnego wyizolowanego z innego szczepu oraz fragmenty wzorca wielkoSci DNA (Lambda Ladder
PFGE Marker, New England Biolabs). (B) Rozdziat produktéw amplifikacji otrzymanych z wykorzysta-
niem jako matrycy totalnego DNA szczepu 80wph lub 80wphwpl oraz starteréw: 5-TTCAGTAATAAA-
CATTTGTGCGA i 5-CATGTTTTTACGGCGCATAT, specyficznych dla plazmidéw obecnych w komér-
kach szczepu 80wph oraz 6409wph. Sciezki oznaczone jako — nie zawieraty DNA matrycy. W $ciezkach
oznaczonych jako L rozdzielano fragmenty wzorca wielkosci DNA (GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Lad-
der, Fermentas). Amplifikacje prowadzono stosujgc gradient temperatur hybrydyzacji startera z matryca
w zakresie 49-59°C.

Dla lepszego zrozumienia istoty wynalazku zostat on zilustrowany ponizszymi przyktadami, ktére
przedstawiajg sposob detekcji zanieczyszczen preparatéw fagowych niepozadanymi bakteriofagami ta-
godnymi, sposéb usuniecia profagéw i plazmidéw ze szczepéw do namnazania fagdéw terapeutycznych
oraz wydajne namnazanie bakteriofagéw terapeutycznych w pozyskanych szczepach pozbawionych
plazmidéw i profagéw. Poprzez ujawnienie sekwencji DNA genomowego otrzymanych szczepdéw oraz
wykazanie braku w ich komoérkach plazmidéw dokumentujg tez, ze szczepy te nie mogg by¢ zrédiem
zanieczyszczen namnazanych w ich komoérkach bakteriofagéw litycznych, bakteriofagami tagodnymi
i plazmidami. We wszystkich przyktadach, o ile nie napisano inaczej, zastosowano standardowe metody
biologii molekularnej opisane przez Sambrook iin. (1989).

Przyktad 1 Obecnos¢ zanieczyszczen niepozadanymi bakteriofagami w preparatach bakte-
riofagéw obligatoryjnie litycznych namnazanych w komérkach Staphylococcus aureus.

Sprawdzono, czy preparaty fagéw obligatoryjnie litycznych wykorzystywanych w fagoterapii
i namnozonych w komérkach szczepéw Staphylococcus aureus uzywanych standardowo do namnaza-
nia tych fagéw (Lobocka iin., 2012) sg zanieczyszczone innymi fagami. Lizaty otrzymane po infekgc;ji
komarek szczepdw 6409, 80, R19930, 211788, i PS80 fagami A3R (szczep R19930), Fi200W lub P4W
(szczep 6409), Staph 1N (szczep 80), 6767 (szczep Z11788) i A5W (szczep PS80) oczyszczono
z bakteryjnego DNA i RNA przez trawienie DNazg i RNazg, a nastepnie wyizolowano z nich wiriony
i ich DNA wg opisanej poprzednio procedury (tobocka i in., 2004). Réwnolegle, z komérek niezainfeko-
wanych szczepéw uzywanych do namnazania fagéw wyizolowano chromosomalne DNA. Oczyszczone
DNA wirionéw oraz oczyszczone DNA chromosomalne szczepéw do namnazania fagéw wykorzystano
jako matryce do amplifikacji fragmentow reprezentatywnych dla bakteriofagéw tagodnych S. aureus re-
prezentujgcych rézne serotypy (Fig. 1 A), stosujgc opisane sekwencje starteréw (Pantucek i in., 2004).
Niespodziewanie okazato sie, ze wszystkie badane preparaty bakteriofagdéw obligatoryjnie litycznych sg
zanieczyszczone DNA reprezentujgcym genomy fagéw tagodnych, ktérych profagi byty wintegrowane
do chromosoméw szczepdw do namnazania fagéw. Poniewaz preparaty fagowe przed izolacjg wiriono-
wego DNA, oczyszczono z wolnego DNA resztek chromosoméw bakteryjnych w lizatach, tak, ze w re-
akcjach kontrolnych PCR ze starterami dla chromosomalnego genu koagulazy S. aureus nie otrzymy-
wano produktéw reakcji PCR (Fig. 1B), jedynym zrodtem wykrytego w tych preparatach DNA bakterio-
fagow tagodnych mogty by¢ wiriony tych bakteriofagéw powstate w wyniku spontanicznej indukcji pro-
fagéw wintegrowanych w chromosomy szczepéw do namnazania fagow litycznych.

Przyktad 2 Identyfikacja rejondw integracji profagdéw w szczepach S. aureus 80 i 6409.

Do leczenia z profagéw wybrano szczepy 80 i 6409. Lizaty fagdéw obligatoryjnie litycznych nam-
nazanych w komaérkach tych szczepéw zanieczyszczone byly fagami reprezentujgcymi typ serologiczny
Fa (Fig. 1). W celu identyfikacji rejonéw integracji profagéw w genomach szczepdw 80 i 6409 z komérek
tych szczepdw wyizolowano DNA chromosomalne i przygotowano z niego biblioteki fragmenoéw, ktére
nastepnie zostaty zsekwencjonowane (z wykorzystaniem Roche 454 Genome Sequencer GS FLX),
a ich sekwencje ztozone w wieksze fragmenty. Analiza bioinformatyczna otrzymanych fragmentéw pod
katem rejonéw homologicznych do rejonéw DNA profagéw ujawnita obecno$é profagéw reprezentuja-
cych grupe serologiczng Fa w genie hib zaréwno w szczepie 80 jak i 6409. Zidentyfikowane profagi
przerywaly ciggtos¢ genu hib, w ktéry byty wintegrowane. Rejony integracji profagéw zweryfikowano
poprzez analize fenotypowg badanych szczep6éw. Szczepy 80 i 6409 okazaty sie niezdolne do hemolizy
erytrocytdéw krwi baraniej w podtozu Columbia agar, co potwierdzito niefunkcjonalno$¢ genu hib w ge-
nomach tych szczepoéw.
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Przyktad 3. Pozbawienie szczepdéw S. aureus 80 i 6409 aktywnych profagéw zawartych
w ich chromosomach.

Profagi zawarte w chromosomach szczep6éw 80 i 6409 indukowano mitomycyng C wg standar-
dowej procedury. Komorki po indukcji wysiewano na podtoze state Columbia agar z krwig baranig
(Fig. 2). Otrzymane pochodne szczep6w 80 i 6409 (oznaczone jako 80wph i 6409wph), z zaznaczong
wokot strefg hemolizy przeczyszczano kilkakrotnie przez posiew redukcyjny na takim samym podiozu.
Niespodziewanie tylko kilka zachowato fenotyp $wiadczacy o trwatym odzyskaniu funkcji genu hib. Po
jednej kolonii kazdego szczepu wykorzystywano do izolacji genomowego DNA. Reakcje multiplex PCR
z wyizolowanym DNA kazdego ze szczepdw oraz starterami specyficznymi dla bakteriofagéw tagodnych
serogrupy Fa wykazaty brak produktéw amplifikacji fragmentéw DNA profagéw, ktére w przypadku
szczepOw wyjsciowych zanieczyszczaty przygotowane w ich komérkach preparaty fagéw obligatoryjnie
litycznych (Fig. 3.). W celu potwierdzenia usuniecia profagéw z genoméw w/w szczepdw ich totalne
DNA zsekwencjonowano zgodnie z opisang wczesniej procedurg dla genoméw fagowych (Lobocka
i in., 2012). Otrzymane sekwencje genomowe szczepow 80wph i 6409wph (oznaczone na potrzeby
tego wynalazku kolejno jako SEQ ID NO 1 i SEQ ID NO 2) przeanalizowano pod katem obecnosci
w nich fragmentéw DNA reprezentujgcych aktywne profagi. Analiza potwierdzita brak takich rejon6w.

Przyktad 4 Usuniecie plazmidéw z komérek szczepéw 80wph i 6409 wph.

Analiza totalnego DNA wyizolowanego z komoérek szczepdw 80wph i 6409wph pozwolita na wy-
réznienie w obu tych szczepach oprécz DNA chromosomalnego dodatkowych homologicznych w sto-
sunku do siebie, kolistych, czgsteczek DNA o wielko$ci 20 tys. p. z., reprezentujgcych plazmidy mogace
kodowaé opornos¢ na sole kadmu. Oporno$é szczepdw 80wph i 6409wph na sole kadmu potwierdzono
w testach fenotypowych i wykorzystano do selekcji komérek, ktére utracity plazmid. Czesto$¢ sponta-
nicznej utraty plazmidu zwiekszano przez hodowle komérek w podwyzszonej temperaturze. Hodowle
nocne szczepéw 80wph i 6409wph rozcienczano czterokrotnie w pozywce LB, inkubowano przez 1,5
godziny z wytrzgsaniem w 37°C, po czym hodowle rozcienczano ponownie okoto 100 razy w $wiezej
pozywce LB i inkubowano przez 5,5 godz. z wytrzgsaniem w 43°C. Bakterie z hodowli rozcienczano
10 i wysiewano na podtoze state LB, tak by otrzymacé pojedyncze kolonie. Ptytki inkubowano przez noc
w 37°C. Wyroste kolonie przemazywano na podtoze LB z octanem kadmu (67ug/ml) oraz bez octanu
kadmu i inkubowano przez noc w 37°C. Kolonie niezdolne do wzrostu na podtozu z octanem kadmu
czyszczono kilkakrotnie przez posiew redukcyjny. Brak plazmidu w otrzymanych izolatach, nazwanych
odpowiednio 80wphpl i 6409wphpl weryfikowano po izolacji z nich totalnego DNA, po rozdziale otrzy-
manego DNA w zelu agarozowym metodg elektroforezy pulsacyjnej (PFGE) lub poprzez weryfikacje
obecnos$ci w otrzymanym DNA sekwencji charakterystycznych dla plazmidéw metodg amplifikacji ze
starterami specyficznymi dla plazmidowego DNA (Fig. 4).

Uzyskane szczepy Staphylococcus aureus pozbawione profagéw oraz plazmidéw zdeponowane
zostaty w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw (PCM), Wroctaw, Polska, dziatajgcej zgodnie z traktatem
budapesztanskim.

Oznaczenie szczepu Polska Kolekcja Mikroorganizmow (PCM)
Staphylococcus aureus Numer Dostepu Depozytu

80wphwpl B/00072

6409wphpl B/00073

Przyktad 5 Weryfikacja przydatnosci szczepéw 80wphwpl i 6409wphwpl do wydajnego
namnazania fagéw obligatoryjnie litycznych.

W celu weryfikacji, czy pozbawione profagéw i plazmidéw szczepy 80wphwpl i 6409wphwpl mogg
stuzyé jako szczepy gospodarzy do namnazania obligatoryjnie litycznych bakteriofagéw gronkowco-
wych, i czy bakteriofagi namnazajg sie w komdérkach tych szczepéw z wydajnoscig wystarczajgcg do
stosowania ich dla celdéw profilaktyki, terapii i dezynfekcji, komorki otrzymanych szczepdw zainfekowano
takimi samymi bakteriofagami, ktére wydajnie namnazaty sie w komdrkach szczepdw rodzicielskich,
zawierajgcych plazmidy i profagi. W celu przygotowania lizatdbw hodowle nocng kazdego szczepu roz-
cienczano w stosunku 1:100 w 50 ml $wiezej pozywki LB i inkubowano w temperaturze 37°C z wytrza-
saniem do osiagniecia gestosci optycznej ODesoonm =~0,3. Nastepnie do hodowli dodawano jonéw
MgSO4 i CaCl (do stezenie kornicowego 10 mM) oraz lizat zawierajacy fagi, tak by wspotczynnik infekcji
(M.O.1.) wynosit 0,1. Mieszaniny pozostawiano na 5 minut w temperaturze pokojowej w celu adsorpcji
fagéw na powierzchni komérek bakterii, a nastepnie inkubowano w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem
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do momentu zaobserwowania wyraznych oznak lizy. Lizat wirowano (20 min., 4°C, 9000 g), a uzyskany
supernatant filtrowano przez filtry 0,22 PVDF (firmy MILLEX® GS). W celu zmianowania fagoéw
w oczyszczonym lizacie do 0,1 ml nocnej hodowli bakterii prowadzonej na pozywce LB dodawano 0,1
ml 25mM roztworu CaCl> i MgSOas oraz 0,1 ml rozcieficzonego lizatu fagowego (102, 104,10%,108).
Mieszanine pozostawiano na 5 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie dodawano 1 ml pozywki
LB oraz 4 ml rozpuszczonego i schtodzonego do 55°C podtoza LCA (LB, 5mM CaClz, 0,7% agar)
i wylewano na powierzchnie ptytek z podtozem LB. Po nocnej inkubacji w temperaturze 37°C zliczano
tysinki na warstwie komoérek bakterii i na tej podstawie okres$lano liczbe infekcyjnych czgstek faga w 1
ml lizatu. We wszystkich przypadkach miana otrzymanych fagéw w lizatach szczepéw pozbawionych
plazmidéw i profagéw byly poréwnywalne z ich mianami w lizatach szczepéw rodzicielskich (Tabela 1).
Jednoczes$nie byty one zgodne z zakresem mian bakteriofagéw gronkowcowych w lizatach stosowa-
nych terapeutycznie (Merabishvili i in., 2009), co jednoznacznie wskazuje na przydatno$¢ szczepow
otrzymanych w ramach prezentowanego wynalazku do przygotowywania preparatéw fagowych dla ce-
6w terapeutycznych.
Tabela 1

Miana fagéw w lizatach zainfekowanych komérek szczepdéw pozbawionych profagéw i plazmidéw
oraz szczepow rodzicielskich

Bakteriofag Szczep do namnazania Miano faga w lizacie
ASW 80wphwol 55x10°
80 34x10°
Staph1N 80wphwol 3,0x 10°
80 15x 10"
Fi200W 6409wphwpl 1,8x10°
6409 1,1-5,0 x 10°
P4W 6409wphwpl 3,3X10°
6409 15x 10"
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Zastrzezenia patentowe

1. Szczep Staphylococcus aureus pozbawiony profagbéw oraz plazmidoéw, przy czym jest on
szczepem Staphylococcus aureus 80wphwpl zdeponowanym w PCM jako B/00072.

2. Szczep Staphylococcus aureus znamienny tym, ze posiada chromosom bakteryjny zawiera-
jacy DNA o sekwencji Sekw. Nr. 1.

3. Sposdb otrzymywania preparatu bakteriofagowego, zwtaszcza terapeutycznego, znamienny
tym, ze szczep bakteriofaga specyficznego wobec Staphylococcus aureus namnaza sie
w hodowli szczepu Staphylococcus aureus pozbawionego profagéw oraz plazmidéw okreslo-
nego w zastrz. 1 lub 2, a nastepnie izoluje sie namnozone fagi z uzyskanego lizatu, przy czym
otrzymywane preparaty bakteriofagowe sg pozbawione zanieczyszczern fagami tagodnymi
oraz plazmidowym DNA.
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