UNIVERZITA KOM I’ENSKI'EHO V BRATISLAVE
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

STUDENTSKA VEDECKA
KONFERENCIA PriF UK 2022

ZBORNIK RECENZOVANYCH PRISPEVKOV

V/ 4
PRIF UK
2022




UNIVERZITA KOMENSKF'JI:IO V BRATISLAVE
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

STUDENTSKA VEDECKA
KONFERENCIA PriF UK 2022

Zbornik recenzovanych prispevkov

27. April 2022
Bratislava, Slovenska republika

Univerzita Komenského v Bratislave
ISBN 978-80-223-5385-4



PREDSEDA SVK PriF UK

RNDr. Eva Viglasova, PhD.

ODBORNY VYBOR

doc. RNDr. Alzbeta Blehova, CSc.
RNDr. Petra Svabova, PhD.

doc. RNDr. Hana Drahovska, CSc.
RNDr. Regina Sepsiova, PhD.
Mgr. Andrej Ficek, PhD.

doc. RNDr. Peter Kabat, CSc.
Mgr. Renata Svubova, PhD.
RNDr. Nora Toéth Hervay, PhD.
doc. RNDr. Tomas Derka, PhD.
doc. Mgr. Peter Mikuli¢ek, PhD.
doc. Mgr. Cubo§ Mol¢an, PhD.
RNDr. Katarina Stebelova, PhD.
RNDr. Igor Mate¢ny, PhD.

doc. Mgr. Marcel Hornak, PhD.
prof. Mgr. Radovan Sebesta, DrSc.
doc. RNDr. Michal Galambos , PhD.
RNDr. Lukas Félix Pasteka, PhD.
doc. RNDr. Monika Jerigova, PhD.
PaedDr. Tibor Nagy, PhD.

RNDr. Sonia Nagyova, PhD.

prof. Ing. Bohdan Jurani, CSc.
prof. RNDr. Agata Fargasova, DrSc.

doc. RNDr. Katarina Pavlickova, CSc.

doc. RNDr. Jan Mili¢ka, CSc.

prof. RNDr. Daniela Rehakova, CSc.
RNDr. Tatiana Durmekovéa, PhD.
prof. RNDr. Otilia Lintnerova CSc.
RNDr. Jana Fridrichova, PhD.

doc. Mgr. Martin Ondrejka, PhD.
doc. RNDr. Renata Flakova PhD.

PODPREDSEDA SVK PriF UK

RNDr. Maria Chovancova, PhD.
Mgr. Tana Sebechlebska, PhD.

ORGANIZACNY VYBOR

RNDr. Michaela Dérnhéferova, PhD.
RNDr. Kamila Koc¢i, PhD.
Mgr. Paulina Pidikova

Mgr. Dominik Kostolani

Mgr. Dagmara Gajanova

Mgr. Petr Papezik

Bc. Michaela Kardohelyova
Mgr. Adriana Jariabkova

Mgr. Lenka Kramarova

Mgr. Dominik Smida

RNDr. Vojtéch Przybyla, PhD.
Matej Choren

MSc. Olena Rybnikova

Mgr. Alexandra Molnarova
Bc. Julian Vrabel

Alexandra Chrenova

Mgr. Dominik Juracka

Bc. Alexander Kmet’

Mgr. Silvia Thnac¢dkova

RNDr. Adela Joanna Hamernikova



Izolacia a charakterizacia bakteriofagov infikujicich bakteridlne patogény izolované
z ran pacientov s Diabetickou nohou

Kristina Ivanova!, Michal Kajsik!??

YUniverzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra molekularnej
biologie, Mlynska dolina, llkovicova 6, 842 15 Bratislava, Slovenska republika,
kristina.ivanova2316@gmail.com
2Univerzita Komenského v Bratislave, Vedecky park, Ilkovicova 8, 841 04 Bratislava,
Slovenska republika
3Medirex Group Academy n.o. Novozdmocka 1/67, 949054 Nitra, Slovenska republika

Abstract

Isolation and characterization of bacteriophages infecting bacterial strains isolated from patients with
Diabetic Foot

Diabetic foot syndrome is complication in patients with diabetes mellitus. The most severe form of this
condition are ulcers, which occur due to neuropathy, various degrees of ischemia and infection. The healing of
wounds is often complicated by the infections caused by multi-resistant bacteria capable to survive conventionally
used antibiotics. Therefore, the development of new and alternative approaches to the treatment of bacterial
infection is currently needed. Bacteriophage therapy is a promising alternative to conventional antibiotics in the
fight against bacterial infections because they have many advantages over antibiotics. The bacteriophages used in
the therapy must be well characterized and specific to the target bacterium. Therefore, our aim was to isolate and
characterize bacteriophages specific to Enterococcus faecalis. The result of the work is the capture and description
of the basic biological properties of three specific phages, vB_Efa_VP14, vB_Efa VP15 and vB_Efa_VP16.

Keywords: diabetic foot; bacterial pathogens; bacteriophages; phage therapy

Uvod a formulacia ciela

Diabetes mellitus (DM, cukrovka) je jednou z najéastej$ich chronickych chordb 21.
storocia, ktora celosvetovo predstavuje finan¢ne nakladny zdravotny problém pre pacienta ako
aj pre samotny systém zdravotnej starostlivosti [1]. U pacientov s cukrovkou st ¢asto
pozorované komplikacie s dolnymi konc¢atinami, ktoré sa oznacuju pojmom ,,diabetickd noha“
alebo ,,syndréom diabetickej nohy* (SDN) [2]. Svetova zdravotnicka organizacia definuje
syndrom diabetickej nohy ako ulceradciu chodidla, ktord je sposobend predovsetkym
neuropatiou, réznymi stupiiami ischémie a infekcie [3]. U 60% diabetickych pacientov je
liecba vredov na nohach komplikovand sprievodnou bakteridlnou infekciou [4]. Vredy na
diabetickej nohe obsahuju casto mnohé komenzalne alebo kolonizujuce baktérie, z ktorych
niektoré maju potencidl stat’ sa invazivnymi patogénmi. V chronickych vredoch su najcastejSie
izolovanymi grampozitivnymi baktériami Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
a Staphylococcus epidermidis a z gramnegativnych baktérii predovsetkym Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa [5]. V sucasnosti je

velkym problém, Ze mnohé patogénne mikroorganizmy sa stali rezistentné voci antibioticke;j
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liecbe. Bakteridlne biofilmy predstavuju dolezitii stratégiu pre prezivanie patogénnych
bakterialnych buniek a ich pritomnost’ v ranach sa povazuje za hlavny dévod, preco diabetické
vredy u pacientov s cukrovkou prechadzaju do tazkych chronickych stavov a preco je tak
naro¢né ich kontrolovat’ antibiotickou lie¢bou [6].

Vhodnou stratégiou v boji proti bakteridlnym infekciam by mohlo byt terapeutické
pouzitie bakteriofagov, ¢o su virusy, ktoré vylucne infikuju baktérie a maji viacero vyhod
oproti klasickej antibiotickej liecbe. Preto je cielom nasej prace izoldcia a charakterizacia
bakteriofagov schopnych infikovat’ a zabijat’ bakteridlne bunky. V praci sme sa zamerali na
bakterialny druh E. faecalis, nakol’ko sa jedna o multirezistentni oportunisticka baktériu, ktora

sposobuje infekcie u mnohych pacientov s diabetickou nohou.

Material a metody

V naSej praci sme pouzili bakterialne kmene izolované z ran pacientov s diabetickou
nohou v nemocnici v Malackach. V praci sme pouzili 40 bakterialnych kmenov zaradenych do
druhov E. faecalis (27 kmenov), Enterobacter cloacae (9 kmenov), S. aureus (3 kmene)
a Streptococcus agalactiae (1 kmen).

Izolacia bakteriofagov

Bakteriofagy sme izolovali z odpadovej vody z ¢isti¢iek v Modre, Senici a v Petrzalke
amplifikdciou na bakteridlnych indikatorovych kmenoch E. faecalis. Nasledne sme
bakteriofagy purifikovali trojnasobnym odpichnutim jednotlivych plakov z dvojitého agaru
s naslednou amplifikaciou a pomocou purifikdcie v gradiente chloridu cézneho sme ziskali
Cisty fagovy preparat, ktory sme dalej pouzivali na stanovenie hostitel'skej Specificity
bakteriofagov, teplotnej stability a schopnosti adsorpcie bakteriofagov.

Stanovenie hostitel’skej Specificity bakteriofagov

Na vrchny agar obsahujuci prislusnt bakteridlnu kultru sme nakvapkali bakteriofag
a misky sme kultivovali cez noc v termostate pri teplote 37°. Na druhy defi sme pozorovali bud’
vznik plakov, ktory hovoril o schopnosti bakteriofaga lyzovat’ prisluSny bakteridlny kmen,
alebo nam plaky nevznikli, ¢o znamenalo, Ze dany bakteriofag nie je u€¢inny voci prisluSnému
bakteridlnemu kmeriu.

Stanovenie teplotnej stability bakteriofagov

Bakteriofagy sme vystavili roznym teplotnym podmienkam (4°C, 20°C, 37°C, 42°C,
56°C, 70°C, 80°C a90°C) po dobu 5 minut. Bakteriofagy sme nasledne nariedili
v mikroplatnicke. Na vrchny agar obsahujuci indikatorovy bakterialny kmen sme nakvapkali

bakteriofdga a misky sme vlozili na noc do termostatu. Na druhy deni sme spocitali vzniknuté
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plaky a stanovili titer faga (podl'a vzorca uvedeného nizsie) po vystaveni réznym teplotnym

podmienkam.

PFU/ml= pocet plakov x zried'ovaci faktor x 1000 ul/ 10 pl [1]

Stanovenie schopnosti adsorpcie bakteriofagov

K 90 ul bakteridlnej kultire s ODgoo=1 sme pridali 10 ul fAgového lyzatu s titrom 10’
PFU/mI a zmes sme inkubovali pri laboratornej teplote 10 minat. Nasledne sme 100 pl zmesi
pridali do 900 pl vychladeného SM pufru. Zmes sme nasledne centrifugovali, nariedili
v mikroplatni¢ke a nakvapkali na vrchny agar obsahujuci prisluSna bakterialnu kultaru. Misky

sme vlozili na noc do termostatu a na druhy den sme stanovili titer faga.

Vysledky a diskusia

Z cisticiek odpadovej vody sa ndm podarilo izolovat’ tri bakteriofagy amplifikaciou na
indikatorovych kmenoch E. faecalis 587A a E. faecalis 11883A.

Schopnost’ bakteriofagov infikovat’ bakteridlne kmene sme stanovili na vzorke 27
kmenov E. faecalis. Okrem toho sme hostitel'skll $pecificitu stanovovali aj na kmenoch E.
Specificitu vykazol bakteriofag vB_Efa VP14, ktory infikoval 14 kmenov zo 40 a naopak
najuzsiu hostitel'skii Specificitu mal bakteriofag vB_Efa VP16, ktory infikoval len 8 zo
vSetkych 40 kmenov. NaSe bakteriofagy infikovali predovSetkym grampozitivne kmene E.

faecalis a zaroven vsetky nase bakteriofagy infikovali dva gramnegativne kmene E. cloacae.
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Obr. 1. Hostitel’'ska Specificita bakteriofagov
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Stanovili sme tiez teplotnu stabilitu bakteriofagov pri teplotach 20 - 90°C po dobu 5
minut. Ako kontrolu sme pouzili teplotu 4°C, Co je typickd teplota pre uchovavanie fagov.
Najvyssiu stabilitu vykazol bakteriofdg vB_Efa VP15 a najnizsiu bakteriofag vB _Efa VP16
(Obr. 2). Teplote 70°C najlepSie odolaval bakteriofag vB Efa VP14 a pri teplotach 80°C

a 90°C nam uz bakteriofagy neprezivali vobec.

% prezitych bakteriofagov

Obr. 2. Teplotna stabilita bakteriofagov

Dalej sme pre kazdy bakteriofag stanovili krivku adsorpcie na indikatorovy kmei (Obr.
3). Zistili sme, Ze na hostitel'sky kmeni za 10 mintit adsorbovalo 61 — 83% fagov. V pripade
faga vB_Efa VP15 sme pozorovali najvyssiu adsorpciu (83%) a v pripade faga vB_Efa VP14

cvwe

vB Efa VP14 vB Efa VP15 vB Efa VP16

Obr. 3. Adsorpcia bakteriofagov na indikatorovych kmetioch E. faecalis V pripade faga
vB_Efa_VP14 avB Efa VP15 bol indikatorovym kmetiom E. faecalis 587A a v pripade faga vB _Efa VP16 to
bol kmen E. faecalis 11883A
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Pre kazdého bakteriofaga sme urcili tiez mieru adsorpcie na vybranych kmenoch E.
faecalis. Ciel'om tohto experimentu bolo zistit’, ¢i bakteriofagy, ktoré neinfikuju dané kmene
st schopné adsorpcie, ¢o sa nam potvrdilo napriklad v pripade bakteriofdga vB Efa VP16
(Obr. 6), ktory neinfikuje bakterialny kmen E. faecalis 587A a dosiahol adsorpciu 47%. Tiez
mozeme vidiet’ napriklad, ze napriek nizkej infek¢nosti faga vB Efa VP15 (Obr. 5) voci

kmenu E. faecalis 28063A, je miera adsorpcie tohto faga na kmeii pomerne vysoka (67%).

% adsorpcie

Obr. 4. Adsorpcia bakteriofaga vB_Efa_VP14 na vybranych kmeiioch E. faecalis — EOP (efficiency of
plating)

% adsorpcie

Obr. 5. Adsorpcia bakteriofiga vB_Efa_VP15 na vybranych kmeifioch E. faecalis EOP (efficiency of
plating)
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y adsorpcie

Obr. 6. Adsorpcia bakteriofaga vB_Efa_VP15 na vybranych kmeiioch E. faecalis EOP (efficiency of
plating)

Zaver

Podarilo sa nam izolovat’ bakteriofagy z odpadovej vody a stanovit’ ich hostitel'skt
Specificitu, teplotnu stabilitu a mieru schopnosti adsorpcie na vybranych kmenoch. Fagy su
stabilné, $pecificky infikuji E. faecalis a po dokonéeni charakterizacie mézu byt pouzitel'né

na fagovu terapiu.
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Abstract

Study of the phage preparation storing methods

Solid bacteriophage conservation methods that guarantee access to native or mutant stocks of unaltered
properties have become crucial in view of the growing interest in bacteriophages. Any application of
bacteriophages is based on phage collection which must be maintained in the short, medium or long term. A
universal storage method that retains the infectivity of any species of bacteriophage virions, whether in a cell
lysate or in a purified suspension, does not exist due to the vast diversity of bacteriophages. The aim of this work
is to optimize the phage storage solution and compare the effect of stabilizers (sucrose, mannitol, glucose) while
maintaining a viable and stable bacteriophage. Bacteriophages Dev2 and PetCM3-4 survived best at 4 ° C. Glucose
and sucrose had the best effect on maintaining stability in PetCM3-4. Dev2 showed stability regardless of the
stabilizers used.

Keywords: bacteriophages; phage stability; storage conditions

Uvod a formulacia ciela

V poslednych rokoch zaujem o bakteriofagy kontinualne narasta, najma pre ich
atraktivne vlastnosti a roznorodu aplikaciu. Fagy pontkaju vel'ky potencial v potravinarstve a
pol'nohospodarstve, biotechnologiach, globalnom kolobehu zivin ako aj v zdravotnictve.
Okrem toho pokroky v genetike, bakterioldgii a syntetickej bioldgii otvorili mnoho prileZitosti
pre d’alSie terapeutika zalozené na fagoch [1].

Vicsina aplikéacii bakteriofagov zacina od fagovej zbierky. Téa je uskladnend
kratkodobo, strednodobo a dlhodobo. Bakteriofagy vSak nie su statické a ich stabilita variruje
v zavislosti od podmienok prostredia a citlivosti bakteriofaga na ponuknuté podmienky.
Naroky na prostredie, v ktorom st bakteriofagy Zivotaschopné a nestracaju svoju infekénost’
sa liSia nie len medzi jednotlivymi radmi fagov ale uz medzi fagovymi Celad’ami. Kvoli
rozdielom v citlivosti jednotlivych fagov na fyzikdlne podmienky a zloZenie skladovacich
pufrov, neexistuje univerzalna skladovacia metdda pre vsetky bakteriofagy [2].

Ciel'om prace bola optimalizacia skladovania fagového lyzatu, porovnanie jednotlivych
podmienok uskladnenia a sledovanie, ktora z danych podmienok bola idedlna a spiiiala naroky

bakteriofdga nie len na prezitie ale aj na zachovanie dostatocného fagového titra. V praci sme
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sa zamerali na PetCM3-4, predstavitel'a Myoviridae, a Dev2, ktory patri medzi Podoviridae.

Material a metody
V nasej praci sme pouzivali bakteridlne kmene a bakteriofagy, ktoré boli izolované v

predoslom obdobi na naSom pracovisku (Tab. 1).

Tab. 1. Indikatorové bakterialne kmene a bakteriofagy pouZité v praci

Indikétorovy kmen Bakteriofag | Morfologia bakteriofaga

Cronobacter malonaticus | PetCM3-4 Myoviridae

Cronobacter turicensis Dev2 Podoviridae

Stanovenie titra bakteriofaga pomocou kvapkového testu na dvojitom agare

V préci sme pouzivali fagovy preparat s titrom figa 108 PFU/ml.. Do &istej skiimavky
sme napipetovali 200 pl bakteridlnej kultary, ktorti sme kultivovali cez noc a k nej sme pridali
5 ml LB top agaru. Zmes sme vyliali na Petriho misku s tuhym LB médiom. Na stuhnuty povrch
sme kvapkali 10 pl fagového lyzatu nariedeného réznych riedeni. Po vyschnuti sme Petriho
inkubovali pri teplote 37 °C cez noc. Na druhy den sme spocitali vzniknuté plaky a urcili sme

titer bakteriofaga.

Priprava vzoriek na skladovanie

Tlmivé pufre s fagmi sme pripravili podla tabuliek 1. — 4. Alikvoty vzoriek sme
skladovali pri 4 °C, - 20 °C, - 80 °C. Do vzoriek, ktoré boli predurc¢ené na skladovanie pri - 20
°C a - 80 °C sme pridali 25 ul 80% glycerolu. Lyofilizované vzorky sme skladovali pri 4 °C.
V alikvodtach sme stanovili mnoZstvo fagov v troch ¢asovych intervaloch — hned’ na druhy den,

po 3 a 6 mesiacoch.

Tab. 2. Priprava tlmivych pufrov s fagmi

Fagovy lyzat v SM s obsahom | Fagovy lyzat v SM bez Fagovy lyzat v LB s Fagovy lyzat v LB
soli soli obsahom soli bez soli
5mM CaCl, + 5mM MgCl; + fhoovy lvzat 5mM CaCl; + 5mM MgCl, Fhoovy Tvzat
fagovy lyzat agovy lyza + fagovy lyzat agovy lyza
skladovaci roztok obsahoval Sgéig%?,; Boétl\(;lk skladovaci roztok skls;lgg:ac;;\?;ltok
0,5M gluko6zu ] obsahoval 0,5M manitol .
sacharézu sacharidy
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Vysledky a diskusia

V naSej praci sme pouzili dva Caudovirales bakteriofagy s odliSnou morfologiou
skladované pri vybranych podmienkach (4, -20, -80° C a lyofilizacia). Bakteriofag Dev2 je
robustny a nenaro¢ny na podmienky skladovania. Stvisi to s jeho kratkym, nekontraktilnym
chvostikom bez pritomnosti bazdlnej platnicky. Naopak, PetCM3.4 sjeho dlhym,
kontraktilnym chvostikom a komplikovanou bazalnou platnickou je na skladovacie podmienky
naroc¢nej$i. Oba testované bakteriofagy, Dev2 a PetCM3.4, boli vystavené¢ rovnakym
podmienkam pricom sa sledovala ucinnost’ vybranych stabilizatorov (glukoéza, sacharoza,
manitol, MgCl;, CaClz). Sacharidy aiony maju stabilizaény ucéinok. Sacharidy boli
identifikované ako jeden z osmolytov, ktoré stabilizuji mikroorganizmy v nepriaznivych
podmienkach, ako je dehydratacia a zvysené teploty [3]. Fagova aktivita bola testovana v troch
asovych intervaloch. V prvej faze sa testovala fagova aktivita hned’ na druhy defi. Uéelom
bolo zistit, ako sa bakteriofagy adaptovali na stanovené podmienky. Dalgie dve testovania sa
uskutocnili s trojmesaénym odstupom.

Obidva testované bakteriofagy boli najstabilnejsie pri 4 © C. Pri uvedenej teplote sme
u testovanych bakteriofagov neevidovali signifikantny pokles fagového titra (Obr. 1 A, B)
a bakteriofagy dosiahli najvysSie percento prezivania po 6-tich mesiacov V porovnani
S pociatoénym stavom. Moznym dovodom je, ze tito teplota predstavuje pre bakteriofagy
teplotu ich prirodzeného prostredia. Nevyhodou danej skladovacej metddy je, ze Co ilen
najmenSia odchylka od 4 ° C modze viest k destabilizdcii aZ strate Zivotaschopnosti
bakteriofaga.

Vyraznej$i pokles bol evidovany u testovaného bakteriofdga PetCM3.4, ktory bol
uskladneny pri - 20 a - 80 ° C. PetCM3.4 patri do rodiny Myoviridae. Fagy, ktoré patria do
tejto rodiny st charakteristické dlhym, kontraktilnym chvostikom s komplikovanou bazalnou
platickou. Dev2 patri medzi Podoviridae; ma kratky nekontraktilny chvostik a vd’aka tomu je
bakteriofag Dev2 ovela robustnejs$i ¢o sa tyka skladovacich podmienok. PetCM3.4 ma
komplikovany lyzacny aparat a vykazuje mensiu stabilitu pri uchovédvani mrazom (Obr. 1 D,
F). Podobny vysledok ziskali aj Gonzalez-Menéndez a kol. [4]. V ich §tudii naznacujt, ze
destrukcia fagov skladovanych pri - 20 °© C bola vyraznejSia pre fagy patriace do rodiny
Myoviridae napriek pritomnosti stabilizatorov, ktoré sa bezne pouzivaju na kryokonzervaciu
mikroorganizmov. Obr. 1 C-F st v zhode s danym tvrdenim. Jednym z moznych vysvetleni je,
ze kryokonzervaény ucinok disacharidov sa straca pocas pomalého zmrazovania [4].

Proteiny su Casto stabilnejsie v suchom stave ako v roztoku. V roztoku su vystavené
stresovym podmienkam vratane teploty, pH, idnovej sily, mieSania, rizika mikrobidlnej
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kontaminacie a chemickej degradacie suvisiacej s vodou [3]. V suchom praskovom stave
existuje vacsia flexibilita v podmienkach prepravy a skladovania bakteriofaga. Lyofilizacia
predstavuje najatraktivnejSiu skladovaciu metodu. V pociatocnej faze pri obidvoch
testovanych bakteriofdgoch doslo k vyraznému poklesu v porovnani s alikvotami, ktoré boli
skladované pri 4, -20, -80° C (Obr. 1). V pripade bakteriofaga Dev2 v d’alSich testovacich
fazach nedoslo k poklesu fagového titra a jeho aktivita ostala od prvej fazy bez zmeny. VSetky
stabilizatory boli efektivne. V pripade testovaného PetCM3.4 sa ako uc¢inné stabilizatory
ukazali glukoza v kombindcii s ibnmi a sachar6za v kombinacii s ionmi. V obdobi testovania
stability nedoslo k jej poklesu v pripade glukozy s ionmi; percento prezitia po 6-tich mesiacoch
bolo 100%. Pri sachar6ze v kombinécii s i6nmi bolo percento prezitia 80%. V pripade

lyofilizovaného fagového lyzatu s manitolom bakteriofag PetCM3.4 stratil svoju
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Obr. 1. PrezZivanie bakteriofagov Dev2 a PetCM3-4 podas skladovania v pritomnosti stabilizatorov pri:
(A,B)4°C; (C,D)-20°C; (E,F)-80°Ca(G,H)4° Cpo lyofilizacii
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Zaver

V nasSej praci sme boli schopni stanovit’ optimalnu skladovaciu teplotu a urcit,, ktory
stabilizadtor vykazoval najvySSiu GCinnost’ v zachovani stabilného a zivotaschopného
bakteriofaga. Dev2 prezival vo vsetkych podmienkach na porovnatelnej trovni, bez
vyraznych zmien. PetCM3.4 prezival najlepsie pri 4 © C ale rovnako tak preukdzal stabilitu vo
forme lyofilizovaného lyzatu skladovaného pri 4 ° C v pritomnosti glukozy alebo sacharozy

ako stabilizatora.
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