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»
Spos6b wytwarzania substancji bakteriobéjczej stafilokokcyny A

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania substancji bakteriobdjczej nazwanej stafilokokcyna A. Wykazuje
ona silne dziatanie bakteriobdjcze na komdrki gronkowca ztocistego chorobotwérczego oraz inne Gram—do-
datnie bakterie i rzesistki. Przy tym wsréd szczepéw wrazliwych na stafilokokcyne A przewazaja szczepy oporne
na penicyling i inne znane antybiotyki. ‘

Znane jest zastosowanie bakterii Staphylococcus staphylolyticus (opis patentowy RFN 1.228.756) dla
wytwarzania substangji litycznej, ktdrej dziatanie polega na rozpuszczaniu komdrek szczepu wrazliwego. .

Znane jest takze wytwarzanie szczepionki gronkowcowej, otrzymanej z nietknigtych komérek bakteryj-
nych rodzaju Staphylococcus drogg ekstrakcji fenolem (opis patentowy RFN 1154234). Odmienny jest jednak
mechanizm dziatania stafilokokcyny A od mechanizmu dzialania substancji, otrzymanych wedlug wyzej
przytoczonych opis6w patentowych.

Stafilokokcyne A zaliczy¢ mozemy do baktenocyn — jest ona produktem pozakomérkowym, nielitycz-
nym. Jako typowa bakteriocyna nie rozpuszcza komdrek szczepu wrazliwego, lecz zabija je bez wywolywania
lizy. Odmienna jest technika otrzymywania, uzyskiwane miana, a takze cechy chemiczne izolowanej substan-
Gji — stafilokokcyny A, od znanych bakteriocyn. Znane jest wysalanie siarczanem amonowym lub wytracanie
kwasem tréjchlorooctowym {Jones i Edwards: J. Dairy Res. 1966, 33, 271, Hsu and Wiseman Cand. J. Microbiol.
13, 967, 1967, 1971, 17, 1223, 1972, 18, 121, Gagliano and Hinsdill J. Bacteriol. 1970, 104, 117, Dajani, Gray,
Wannamaker J. Exp. Med. 1970, 131, 1004, Vaci i Mihalyfi Acta Microbiol. Hung. 1954, 1, 459). Stezenia
wyijéciowe preparatu aktywnego uzyskane w znany sposéb siggaja kilku do kilkunastu jednostek/ml.

Wedtug. opisu patentowego RFN 1228756 uzyskano 2,5 i 0,5 jednostek/ml, a po preparatyce otrzymano
najwyzej 260 jednostek/ml aktywnego czynnika litycznego.

Sposobem wedlug wynalazku substancj¢ — stafilokokcyne A otrzymuje si¢ przez hodowle bakteri
Staphylococcus epidermidis nr 1262a (wedlug Kolekcji WIHE w Osrodku w Krakowie), na znanym podtozu
bulionowym wzbogaconym przed posiewem bakterii, 0,2% siarczanem magnezu, 0,2M buforem fosforanowym
i N-fenyloglicyna. Nastepnie po odwirowaniu komérek bakteryjnych wydziela si¢ stafilokokcyn¢ A przez
podwéjne wytracania kwasem fosforowolframowym przy pH=4. Sposobem wedtug wynalazku otrzymuje si¢
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stezenia substancji aktywnej w v\vysokos’ci 5—10.000 jednostek/ml. Uzyskanie wysokiego stezenia oraz prosty
sposéb wydzielania umozliwia stosowanie sposobu wedtug wynalazku w skali przemystowe;j.

Stafilokokcyna A jest leko zéttawym proszkiem, tatwo rozpuszczalnym w wodzie, nie rozpuszczalnym
w alkoholu i rozpuszczalnikach organicznych. Jest kompleksem polipeptydowowielocukrowym. Punkt
izoelektryczny stafilokokcyny A lezy miedzy pH = 4,0 a pH = 4,5 w odréznieniu od znanego czynnika lityczne-
go uzyskanego wedtug opisu patentowego RFN 1228756, ktérego punkt izoelektryczny lezy przy pH = 11.
Zestawienie cech ré6znicujacych stafilokokcyne od czynnika litycznego Staphylococcus staphylolyticus
przedstawia tabela 1.

Stafilokokcyna jest wzglednie cieptoodpoma i nie przechodzi przez blony dializacyjne. Nie ulega hydro-
lizie pod dziataniem pepsyny i trypsyny. W zakresie pH kwasnego i obojetnego jest mato wrazliwa na dziatanie
podwyiszonej temperatury, w zakresie pH zasadowego tatwo ulega rozktadowi (od pH = 8—11). W przeprowa-
dzonych badaniach stwierdzono, ze najnizszy ci¢zar czasteczkowy waha si¢ od 10.000—30.000. Substancja
natomiast moze tworzy¢ wzaleznosci od $rodowiska mniejsze lub wigksze agregaty, ktére s3 widoczne
w obrazach mik#oskopowych. To samo wskazuje elektroforeza w zelu poliakrylamidowym wobec SDS i bez SDS.
Mgregaty moga siggaé wielkosci rzedu 60.000 iponad 200.000, co wynikatoby z rozdziatu przy uzyciu
rozmaitych sit sefadeksowych.

w ultraﬁolecle najwyzszy poziom ekstynkcji osiagga dana substancja w zakresie 190—200 milimikronéw, co
wskazywatoby na obecno$¢ wiazar polipeptydowych, wystgpowanie aromatycznych aminokwaséw ze wzgledu
na lekkie wzniesienie krzywej przy 240—260 milimikronach oraz obecno$¢ heksoz po reakcji z dwufenyloaming
(dwa piki przy 525 i 635 milimikronach w §wietle w1dz1alnym) Zawarto$é heksoz przed hydroliza wynosi 0,5%.
Sktad aminokwasowy i amoniak po hydrolizie kwasnej przedstawiono w tabeli 2.

Roztwory preparatéw stafilokokcyny A wykazuja w stosunku do wody zwigkszona lepkosé 1,95 (1%, 23°).

Drobnoustréj wytwarzajacy stafilokokcyne A zostat izolowany w toku badarni nad nosicielstwem gron-
kowcowym. Po przeprowadzeniu badar klasyfikacyjnych okazat si¢ przynaleznym do rodzaju Staphylococcus,
a po uwzglednieniu stosunku do koagulazy i rozktadu cukréw i alkoholi do gatunku Staphylococcus epidermidis.

Cecha zasadnicza odrézniajacy go od innych tego gatunku drobnoustrojow, jest szeroka strefa zahamowania
wzrostu szczepu kontrolnego gronkowca  ztocistego Staphylococcus aureus Oxford 209P po uprzednim
24--0 godzinnym okresie inkubacji szczepu aktywnego.

Szczep po izolacji otrzymat numer badawczy katalogowy 1262a i z takim oznaczeniem pozostaje w ko-
lekcji WIHE w Krakowie. Drobnoustrdj Staphylococcus epidermidis 1262a jest tworem kulistym, nieruchomym,
gram dodatnim, nie wytwarzajagcym zarodnikéw, o wielkosci srednicy 1,0—1,5 mikrona, wystgpujacym pod
postacig komdrek pojedynczych lub mniejszych i wigkszych skupisk nieregularnych. Jest to wzgledny beztleno-
wiec, rozktada glukozg¢ w warunkach beztlenowych z tworzeniem kwasu bez gazu.

Na 1% wodzie peptonowej z dodatkiem d-fruktozy, laktozy i sacharozy rosnie z wytworzeniem kwasu bez
gazu. Nie rozktada d(+) ksylozy, sorbitolu, mannitolu i dulcytolu. Nie wytwarza barwnika, koagulazy, zelatyny
i hemolizyn rozpuszczajacych krwinki krdlicze, baranie i ludzkie. Nie jest rozpuszczany przez fagi gronkowca ani
podstawowe ani dodatkowe. Pod wzgledem serologicznym poza antygenem wsp6lnym dla wszystkich gronkow-
céw posiada odrebny antygen, ktéry mozna stwierdzié po zastosowaniu homologicznej surowicy odporno$ciowej
kréliczej, wyabsorbowanej uprzednio szczepem gronkowca ztocistego kontrolnego Oxford 209P.

Sposréd 9 szczepéw aktywnych posiadanej kolekcji Staphylococcus epidermidis, a przebadanych serolo-
gicznie przy uzyciu homologicznych wyabsorbowanych surowic odpornosciowych, zaden nie posiada z nim
innych wspdlnych antygenéw. Jest to réwniez pod wzgledem serologicznym scisle okreflony typ Staphylococcus
epidermidis 1262a. Po uwzglednieniu danych taksonomicznych stwierdzono, ze jest to drobnoustréj Staphylo-
coccus, gatunku Staphylococcus epidermidis, ktérego podstawowsg cecha odréZniajgcg jest wytwarzanie
bakteriocyny, nazwanej przez nas stafilokokcyna A, dzialajaca bakteriobdjczo na inne gronkowce "bez
wywotywania lizy.

Staphylococcus epidermidis 1262a jest niewrazliwy na fagi gronkowcowe i posiada swoisty antygen
typowy, nie wystgpujacy uinnych badanych szczepéw Staphylococcus epidermidis. W odréznieniu od
Staphylococcus staphylolyticus nie rozpuszcza zelatyny przez 30 dni. Cechy réznicujace drobnoustrdj
Staphylococcus staphylolyticus i Staphylococcus epidermidis 1262a, przedstawia tabela 3.

Wytworzona przez szczep Staphylococcus epidermidis 1262a stafilokokcyna A, wydzielona sposobem
wedlug wynalazku, zostata poddana badaniom dzialania na szczepy wrazliwe, a w szczegdlnosci na szczep
kontrolny. Badania te byty prowadzone przy pomocy szeregu metod, na podtozach statych, ptynnych, metodg
przesiewdéw, przeszczepéw, dla ehmmacjl dziatania litycznego-(bakteriofagéw), a komérki zabite pod wptywem
dziatania stafilokokcyny A badano w mikroskopie elektronowym. Brak byto jakiegokolwiek uszkodzenia bion
komdrkowych gronkowcéw niezdolnych do dalszego rozmnazania i nie wykazujacych objawdw zyciowych.
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Zawiesina bakteryjna szczepu wrazliwego na stafilokokcyng A mimo wyjatowienia pod wptywem jej
dziatania, nie ulegata przejasnieniu, co miato miejsce- w wypadku Staphylococcus staphylolyticus. Do badari
uzywano szczep gronkowca ztocistego Staphylococcus aureus Oxford 209P, stosowany jako kontrolny przy
oznaczaniu wrazliwosci bakterii na antybiotyki metoda krazkowa. Dla izolacji i mianowania substancji oraz
badania wrazliwosci szczepéw na stafilokokcyne A przyjgto umowne pojecie jednostki na mililitr. To najwigksze
rozciericzenie stafilokokcyny zawarte w 1 ml bulionu, ktére po zadaniu 1 kroplg zawiesiny 5.000 komérek/ml,
z 24 godzinnej hodowli bulionowej szczepu kontrolnego St.aureus 209P, daje po dalszych 24 godzinach
catkowity brak wzrostu, zawiera jedng jednostke stafilokokcyny A. W nastepnym juz, kolejnym rozcieficzeniu
wystepuje normalny wzrost pod postacia jednolitego zmetnienia.

Stafilokokcyna A dziata bakteriobdjczo przede wszystkim na gronkowce chorobotwércze, poza tym na
takie bakterie jak: Bacillus subtilis, Bacillus mesentericus, Bacillus anthracis, Corynebacterium diphtheriae PW 8,
Streptococcus pyogenes. Natomiast nie wywiera wptywu na Streptococcus faecalis, pateczki rodzaju Escherichia,
Salmonella, Shigella, Klebsiella, Proteus oraz grzyby Cryptococcus neoformans i Candida albicans. Spektrum
dziatania stafilokokcyny A przedstawia tabela 4.

Wsréd 172 szczepéw gronkowcowych izolowanych z przypadkéw chorobowych skérnych 82,56% byto
wrazliwych na stgzenia stafilokokcyny do 40 jedn/ml, atylko 17,44% byto wrazliwych na wyisze wartosci
100, 200 i 400 jedn/ml. Nie byto w tym zbiorze szczepéw opornych na wyzsze dawki stafilokokcyny A. '

Z 1288 szczepéw gronkowcowych izolowanych z przypadkéw nosicielstwa stwierdzono 89,5% szczepdéw
wrazliwych na rdine stezenia stafilokokcyny A do 800 jedn/ml- i tylko 10,95% szczepéw opornych na
800 jedn/ml. Z 137 szczepéw gronkowcowych antagonistycznych izolowanych w czasie prac nad antagonizmem
bakteryjnym 80,29% byto wrazliwych na réine stezenia stafilokokcyny A od 5-400jedn/ml i tylko
19,71% byto opornych. Wsréd- szczepéw wrazliwych na staﬁlokokcynglA przewazaly szczepy oporne na
penicyling i na inne antybiotyki.

Toksyczno$¢ stafilokokcyny A dla myszy po dodaniu dootrzewnowym wynosi LDso 60.000 jedn. na
mysz. LDs, obliczano metoda Reed-Muencha-Lichtenfielda i Wilcoxona. Preparat stafilokokcyny A badano
w rozmaitych stadiach oczyszczania na wywolywanie odczynéw uczuleniowych. W najwigkszym stopniu
oczyszczenia otrzymano aktywnos$¢ 250.000 jedn/ml. Nie stwierdzono odczynéw uczuleniowych.

Badania kliniczne wykazaty, Ze stafilokokcyna A daje dobre wyniki w leczeniu zakazeri tkanek migkkich
drobnoustrojami Gram-dodatnimi, szczegdlnie gronkowcami, a przy miejscowym stosowaniu nie wywotuje
zadnych ubocznych zmian chorobowych. Stafilokokcyna A moze by¢ stosowana do miejscowego zwalczania
proceséw gronkowcowych na skérze, na Sluzéwkach w jamach ropni. Do tego celu mozna stosowa¢ j3 pod
postacig roztworéw, zawiesin, masci, kreméw iinnych. Nizej podany przyktad omawia praktyczny sposéb
otrzymywania stafilokokcyny A sposobem wedtug wynalazku, nie ograniczajac jego zakresu.

Przyktad. Szczep Staphylococcus epidermidis nr 1262a hoduje si¢ wstgpnie w temperatrze 37°C’
w bulionie zwyktym przez 24 godziny. Nastgpnie dokonuje si¢ przesiewu na flaszki Roux z wigksza iloscia
bulionu przygotowanego ze $wiezego migsa wolowego. Bulion ten wzbogaca si¢ dodatkiem 0,2% siarczanu
magnezu, 1 ml 0,2 M buforu fosforanowego o pH = 7,2 na 400 ml bulionu i 1 ml roztworu N-fenyloglicyny.
Hodowle wytrzasa si¢ z czestotliwoscia 100 wahnieri na minutg¢ przez 24 godziny. Nastgpnie odwirowuje
komdrki bakteryjne przy 3.000 obrotéw/minute w ciagu jednej godziny, ptyn znad osadu zlewa si¢ do flaszek
miarowych i oznacza aktywnos$é w stosunku do szczepu kontrolnego Staphylococcus aureus Oxford 209P. Ptyn
rozciericza si¢ w 1 ml prébkach bulionu od 1:10 do 1:20.000. Miana uzyskane tym sposobem wynosza
5—10.000 jedn/ml.

Hodowl¢ zakwasza si¢ i dodaje roztworu kwasu fosforowowolframowego. Ptyn z osadem pozostawia si¢
w chtodni na 12 godz. po czym, ptyn znad osadu dekantuje si¢ ijako nieaktywny odrzuca. Aktywny osad
oddziela si¢ przez wirowanie itrzykrotne przeptukanie zakwaszonym roztworem chlorku sodu. Nastgpnie
rozpuszcza si¢ go w wodzie przy pH obojetnym i oznacza aktywnosé.

Tak zageszczony osad, ktéry stanowi aktywna stafilokokcyne A rozdziela si¢ na kolumnie sefadeksowej
G—50. Pobierane frakcje po eliminacji V, bada si¢ na aktywno$é, zlewa razem i ponownie wytrgca kwasem
fosforowolframowym. Ponownie wytracony osad stafilokokcyny A odwirowuje si¢, przeptukuje trzykrotnie,
zakwaszonym roztworem chlorku sodu, roztwarza w wodzie destylowanej przy pH = 7,2, dializuje w worku
dializacyjnym ipo oznaczeniu aktywnosci zamraZza w porcjach i liofilizuje. Po liofilizacji i rozdrobnieniu
ponownie oznacza aktywno$é, ktéra wypada w granicach 0,3 ug do 0,4 ug jedna jednostka.

N . :

Zastrzezenie patentowe

Sposéb wytwarzania substancji bakteriobdjczej stafilokokcyny A przez poddanie hodowli bakterii
Staphylococcus epidermidis, znamienny tym, ze szczep Staphylococcus epidermidis 1262a hoduje si¢ na podtozu
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bulionowym wzbogaconym 0,2% siarczanem magnezu, 0,2M buforem fosforanowym i N-fenyloglicyna,
a nastepnie po odwirowaniu bakterii wydziela stafilokokcyne A przez podwdjne wytrgcanie kwasem fosfo-

rowolframowym, przy pH = 4.

Tabela 1

Cechy réznicujace stafilokokcyng A od czynnika litycznego

Cechy charakterystyczne

Stafilokokcyna A Czynnik lityczny

Sktad aminokwasowy 18 17

Cukry 0,5% -

Wyjsciowe stezenie 640 jedn. do 2,65 jedn.

5—10.000 jedn.

Cieptostatosé + (gotowanie) —(552)

Wrazliwos$é na dziatanie

enzymoOw proteolitycznych — +

Maximum ekstynkcji uV przy

278 mm - +

Punkt izoelektryczny 4,0-4,5 11
Tabela 2

Sktad aminokwasowy i amoniak po hydrolizie kwasnej

Aminokwas Mikromoli Odsetki
nalg molowe
Hydroksyprolina 281,6 6,34
Asparaginowy kwas 231,5 5,21
Treonina 85,9 1,93
Seryna 148,0 3,33
Kwas glutaminowy 436,7 9,83
Prolina 4129 9,30
Glicyna 1188,5 26,76
Alanina 417,7 9,40
Cystyna $lad slad
Walina 116,9 2,63
Metionina 19,1 0,43
Izoleucyna 76,4 1,72
Leucyna 136,0 3,06
Tyrozyna 47,7 1,07
Fenyloalanina 47,7 1,07
Glukozamina 19,1 0,43
Lizyna 341,3 7,68
Histydyna 334 0,75
NH, 202,9 4,57
Arginina 198,1° 4,46
Razem 44414 99,97
Tabela 3
Cechy charakterystyczne St. epidermidis St. staphyloly-
1262a ticus

1 2 3

Mannitol — -

Glukoza beztlenowo + +

Koagulaza



70632

1 2 3
Barwnik — -
Hemolizyny < - -
Zelatynaza — 4+
Wrazliwos¢ na fagi — -
Przechodzenie przez btony
Dializacyjne - -
Rozpuszczanie komérek — +
Zakres dziatania ) Gram-dodatnie  tylko gronkowce

w tym réwniez
gronkowce
Tabela 4
Szczepy wrazliwe Stopient Szczepy oporne na
wrazliwosci 800 jedn/ml

Staphylococcus aureus 1jedn/ml Salmonella paratyphi B
Oxford 209 P :
Streptococcus o typie 200 jedn/ml  Shigella flexneri
hemolizy alfa
Bacillus subtilis 400 jedn/ml  Shigella sonnei
Bacillus anthracis \ 400 jedn/ml Klebsiella pneumoniae
Clostridium perfringens 100 jedn/ml Proteus OxX, o

Corynebacterium diphtheriae 50 jedn/ml  Escherichia coli Og s B
PW 8
Erysipelothrix rthusiopathiae ~ 400 jedn/ml  Streptococcus faecalis

Cryptococcus neoformans 200 jedn/ml Candida albicans

Staphylococcus aureus nr 1 10jedn/ml  Staphylococcus epider-

oporny na S antybiotykdéw midis antagonistyczny
nr 933

Staphylococcus aureus nr 2 20 jedn/ml  Mycobacterium tubercu-

oporny na 5 antybiotykéw losis BCG
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