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PREAMBULE

Stanovisko Vyboru bylo pfipraveno v souladu s formalni procedurou plynouci z ,,Proceduralniho
manualu Védeckého vyboru pro potraviny®. Stanovisko je konsensualni dokument, pokud neni
uvedeno jinak (zahrnuti minoritniho nazoru nebo variantniho nazoru). Stanovisko je vefejné
ptistupny dokument, pokud neni na titulni stran¢ dokumentu uvedeno jinak. Pfipominky a nazory
k tomuto dokumentu je mozné zasilat na sekretariat Vyboru.

© Védecky vybor pro potraviny

Vsechna prava rezervovana. Tento dokument Védeckého vyboru pro potraviny muze byt jako
celek nebo jeho ¢ast reprodukovan nebo piekladan, pro nekomeréni nebo komercni pouziti,
pouze se souhlasem Védeckého vyboru pro potraviny (Statni zdravotni tstav, Palackého 3a,

612 42 Brno, tel/fax +420541211764, email: sekretariat@chpr.szu.cz). Dalsi vyuziti dokumentu
neni omezeno. Pfi citaci dokumentu by mél byt vzdy uveden kod publikace ze zahlavi tiskové
strany. Za autory dokumentu se povazuji vSichni ¢lenové Vyboru bez urceni prvniho autora.

Clenové Védeckého vyboru pro potraviny v abecednim poiadi:
J. Drépal, K. Ettlerova, J. HajSlova, VP. Hlubik, M. Jechova, M. Kozakova, F. Malif, V.
Ostry, J. Ruprich, J. Sosnovcova, V. Spelina, D. Winklerova.

Podkladovy material pro jednani Vyboru pripravil:
V.Spelina, V.Ostry, J.Ruprich

Klicova slova:
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1. VYMEZENI UKOLU A CHARAKTERISTIKA PROBLEMU

Dne 24. 4. 2003 obdrzel sekretaridt Védeckého vyboru pro potraviny (VVP) ze sekretariatu
Védeckého vyboru veterinarniho (VVV) dopis Ing. Jitfitho Zednika, CSc. feditele odboru krmiv
UKZUZ Brno (&j. 80/03/K). Ing. Zednik v dopisu zada Védecké vybory, prostiednictvim
Koordinaéni skupiny pro bezpe&nost potravin na MZe CR, o odborné stanovisko ,.k moznosti
pouziti klostrididlniho bakteriofagu jako soucasti konzervantu pro silazovani‘.

V dopisu je polozeno n€kolik otazek. VVP pro potraviny z hlediska své kompetence se tykaji
nasledujici otazky:

1. Do jaké miry lze oCekavat, Ze tento bakteriofag bude pisobit prisné specificky,
tj. pouze na klostridie

2. Jaka rizika lze obecné ocekavat pii pouZivani bakteriofagi

Je tieba konstatovat, z2 UKZUZ ve svych dotazech o moznosti negativnich uéinkii pro
hospodarska zvifata, na zivotni prostfedi a o pfipadnych obecnych (zdravotnich) rizicich pii
pouziti klostrididlnich bakteriofagh pfi sildzovani neuvedl divody, které by takové pouZziti
indikovaly nebo ospravedlnovaly. Soudime, ze spocivaji v okolnostech stru¢né shrnutych
v nasledujicim odstaveci.

Pti silaZzovani rostlinného krmiva patii bakterie rodu Clostridium mezi nezddouci mikrofloru. Za
anaerobnich podminek fermentuji uhlovodany a bilkoviny a krmivo tak znehodnocuji. Popsana je
také produkce biogennich amint, které patii k toxickym latkdm. Klostridia v silaZzi zhorSuji
kvalitu mléka, nebot’ jejich spory piezivaji pasaz zazivacim traktem dojnice a mohou
kontaminovat mléko. Clostridium tyrobutyricum rozkladd kyselinu mlénou na kyselinu
maselnou za tvorby plynu a tyto metabolické produkty velmi negativné ovliviiuji proces vyroby
syru. Silaz mize byt kontaminovéna také Clostridium botulinum, které pochazi napt.z ptidy nebo
z mrtvého hlodavce nebo ptaka, a ohrozit tak Zivot krmeného skotu.

Z technologie silazovani jsou znamy bézné preventivni prostiedky, které do znacné miry inhibuji
rust klostridii (a jiné Skodlivé mikroflory) a podporuji zadouci rozvoj bakterii mlécného kvaseni.
Kromé spravného hygienicko-technického zajisténi silaznich prostor se jako aditiva uzivaji napf.
kyseliny mravenc¢i a mlécnd, dusitany, sific¢itany, chlorid sodny. Predev§im vSak je zadouci
dodrzovat zasady obsazené v platnych a ptipravovanych piedpisech (viz dale).

Pouziti klostridialnich bakteriofagii 1ze tedy chapat jako cilenou aplikaci antimikrobidlniho
prostiedku ke zlepSeni kvality a tidrznosti silazovaného krmiva, ptipadné k omezeni zdravotnich
rizik skotu pii krmenti silazi, pravdépodobné v ptipadech, kdy normdlni procesy fermentace silaze
nejsou dodrzeny nebo selhavaji z divodl zvySené kontaminace klostridiemi.
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2. PREHLED O STAVU PROBLEMU

Vyskyt, vlastnosti a vyuziti bakteriofaga

Bakteriofagy jsou nebunécéné organismy obsahujici nukleovou kyselinu (RNA, DNA) a jsou
v zivocisSném traktu zvitat, pudé a ptirodnim prostiedi, zejména ve vodach, nejméné tak Cetné
jako bakterie. V né€kterych ptipadech, napt. v krmivech, se jejich pfitomnost povazuje za indikaci
fekalni kontaminace. Rozmnozuji se (replikuji) pouze v hostitelskych bakteridlnich burikéach.
Jsou vétSinou piisne druhové specifické a ve virulentni formé mohou byt pouzity k omezovani
bakterialnich infek¢nich onemocnéni zvitat, kdy se vyuziva jejich specifity, kterou se lisi od Casto
malo specifickych antibiotik. Bakteriofagy tak selektivné nic¢i (lyzuji) cilové bunky a nenapadaji
ostatni stfevni mikrofloru zvifat. Jakmile jsou cilové bakterie zniceny, bakteriofdg se mimo
buiky dale nemlze rozmnozovat a je postupné =z oSetfeného zvifete eliminovan
(www.nzige.canterbury.ac.nz/phagegroup.htm). Publikovany byly napft. ptipady uspésné redukce
salmonel6z u prasat a kutat nebo fagoterapie vodnich zivocicht a rostlin (redukce mikrobialni
populace ptisobici kazeni ovoce) a spiSe ojedinéle 1 ptipady humanni terapie pii Uplném selhani
1é¢by antibiotiky. University of Strathclyde Technology v Glasgowé€ se zabyvad moznostmi
pouziti dehydrovanych fagii k ochrané sklizn¢ a do raznych polymert (celuldéza, nylon,
polypropylen) pouzivanych v zemédélské a potravinaiské vyrobé.

Fagové specifity k bakteriim se vyuziva také jako diagnostického prostfedku v mikrobidlni
genetice a klinické mikrobiologii, napf. pfi tzv. fagotypizaci mnoha druhli bakterii, pfic¢emz
nejznaméjsi je typizace salmonel. Vycet pozitivnich vlastnosti bakteriofagh lze uzaviit jejich
uzitim v molekuldrni biologii pro studium sekvencovani DNA a jejich proteini. Pro vyzkum
dalsiho vyuziti bakteriofagti jako laboratorniho a diagnostického prostfedku, v zemédélském a
potravindiském sektoru i v ochrané¢ lidského zdravi byla ustavena skupina experti The
International Bacteriophage Genomics Group (www.meds.queensu.ca).

Fagem zprostiedkovany prenos gent

Kromé¢ virulentnich bakteriofagh existuji fagy temperované, mirné. Tyto fagy hostitelskou
bakterialni bunku nelyzuji, ale svou NK se zaclenuji do jejiho genomu, tj. do chromosomu nebo
plasmidu jako tzv. profag. Tento jev je zndm jako lysogenni konverze a nésledny stav jako
lysogenie, kdy po indukci, vyvolané napt. UV zafenim nebo chemicky, dojde k uvolnéni fagové
nukleové kyseliny. Pfi indukci profiga mize byt Cast chromosomalni nebo plasmidové NK
hostitelské bakterie ,,vystfizena™ (excise) a inkorporovana do fagové NK, ktera je nasledn¢
replikovana a posléze dochazi klyzi hostitelské bunky suvolnénim fagovych partikuli do
prostfedi. Tyto fagy nesouci ¢ast bakteridlni DNA, popt. RNA pak infikuji jiné bakterie, kterym
mohou piedat geneticky materidl z ptivodni hostitelské lysogenni buiiky. Cely tento proces je
znam jako transdukce a vedle transformace (piijeti isolované DNA recipientni buiikou) a
konjugace (pfenos genetického materidlu — Casti plasmidu z donorové do recipientni buiky pfi
jejich doCasném spojeni) je vyznamnym mechanismem pienosu genti (gene transfer). Transdukce
muze byt generalizovana (pfenos kteréhokoliv genu) nebo specializovana (pfenos urcitych genii).
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Specializovana transdukce

Z hlediska charakterizace nebezpeci a zvazovani potencidlnich zdravotnich rizik je vyznamna
specializovana transdukce genti determinujicich rezistenci vuc¢i antibiotikim a genti kddujicich
tvorbu toxinti. RozSifujici se rezistence k antibiotikiim je v poslednich letech opakované
dokladovana. Ptimy vznik rezistence bakterii vii¢i antibiotikiim a antimikrobné ptisobicim latkam
a jeji prenos cestou konjugace s predanim plasmidové DNK pravdépodobné vyznamné pievazuji
nad mechanismem transdukce. NejznaméjsSi piipady fagem zprostiedkované patogeneze
prenosem gent kodujicich tvorbu exotoxinti bakterii jsou:

- Neurotoxiny Clostridium botulinum typu C a D jsou kdodovany fagem; jakmile jsou buiky
od profaga ,vyléCeny“, toxin jiz neprodukuji. Byl zjistén rekombinantni gen z gent
determinujicich C a D toxiny a vytvarejici novy typ neurotoxinu.

Clostridium novyi je nositelem faga produkujiciho a-toxin (u dobytka zptsobuje infekcni
nekrotickou hepatitidu)

- Pyrogenni exotoxin Streptococcus a stafylokokové enterotoxiny jsou kodovany fagy

- Enterohaemorhagické kmeny Escherichia coli obsahuji toxin kédujici bakteriofagy. Tyto
kmeny jsou pfi¢inou haemorhagické kolitidy a hemolyticko -uremického syndromu (HUS)

- STx shiga toxin (verocytotoxin) atakujici epitelidlni bunky stfeva a zpusobujici
haemorhagickou kolitidu byl pozorovan u vice nez 200 serotypt E.coli.

- Corynebacterium diphteriae mize byt konvertovan (lysogenizovan) k produkci letalniho
tkanového nekrotického toxinu
Podobn¢ je zalozena toxinogenita u Vibrio cholereae a Shigella dysenteriae

Aby byla efektivni, vyzaduje transdukce ur¢itou minimdlni koncentraci fagovych partikuli a
spiSe v prostfedi charakterizovaném vysokou hustotou bunék a dostatkem zivin nebo vysokou
metabolickou aktivitou, napf. ve stievnim traktu zvirat.

3. DISKUSE

Mira potencialniho rizika z prenosu genii

Uvedené ptipady charakterizuji nebezpeci jako pomérné vysoké vzhledem k moznym zavaznym
zdravotnim dasledkiim. Skute¢né nebo piesnéji feceno odhadované zdravotni riziko pak zavisi na
mife pravdépodobnosti, s jakou mohou vyse uvedené procesy nastat. Obecnéji pojaté zhodnoceni
rizika z pfenosu, funkéni integrace a genové exprese rekombinantni DNA bylo ucinéno
v nedavné dobé (Safety considerations of DNA in foods, ILSI 2002) v ¢lanku Food safety
consequences of gene transfer.

Sav¢i buiiky disponuji mechanizmy, které §tépi exogenni ,,obnaZzenou* DNA. V potravinach je
denné pfijiméano velké mnozstvi nukleovych kyselin, které vSak jsou v gastrointestinalnim traktu
vétSinou degradovany. Pfi pokusech na mysSich bylo zjisténo, Ze z DNA bakteriofaga M 13
pretrvaji v GI traktu fragmenty DNA v rozsahu jen asi 1% az 2%, které by se mohly kovalentné
vazat s DNA mysi. Kromé toho piijmem cizi DNA nejvice ohrozené bunky, buiky stfevniho
epitelu, jsou zlidského stfeva rychle ztraceny. Ackoliv obecna kvantitativni data nejsou

Strana 5z 11



| Dne: 19.9.2003 | VVP:STAN/2003/2/deklas/fagy |

k dispozici, protoze ptenos geni a jejich inkorporace a exprese jsou velice proménlivé u riznych
organismi a za ruznych podminek prostfedi, je zfejmé, ze jde o jevy velmi vzéicné. Bylo
vypocteno, ze napt. konzumace rajcat obsahujicich gen pro rezistenci ke kanamycinu by mohla
vést k predpokladanému nartistu rezistence vuc¢i kanamycinu stfevnich bakterii c¢loveka
s frekvenci 2,6 x 10,

Jakékoli riziko spojené s konzumaci DNA je nezédvislé na ptivodu DNA a jeji formé (napf.
rDNA) a ptivodu, protoze t€lo zachazi s kazdou DNA stejnym zptisobem. Rozklad DNA béhem
trdveni potravin a jeji pasdz gastrointestinalnim traktem snizuji pravdépodobnost, ze intaktni
geny schopné kodovat cizi bilkoviny budou vneseny do bunék stfevni mikroflory.
Pravdépodobnost funkéni integrace DNA z traveniny do stfevni mikroflory a/nebo lidskych
bunék je povazovana za minimdalni. Je vSak vhodné a odpovidajici principim ptredbézné
opatrnosti, posuzovat otazky potravinové/krmivové bezpecnosti jako diisledek pienosu gent
z potravin/krmiv do lidského/zvifeciho organismu, pfipad od piipadu. Takové posuzovani by
melo brat do tvahy diisledky exprese gentl pro cizi bilkoviny, jakkoli je malo pravdépodobné, Ze
by k takovému piipadu mohlo dojit. Zkoumani by mélo byt zalozené na vlastnostech bilkovin a
vylouceny, pravdépodobnost pienosu genu, jeho integrace a exprese budou nutné vyzadovat dalsi
zkoumani.

Soucasna evropska legislativa

Legislativa tykajici se krmiv a ochrany rostlin nalezi spiSe do kompetence vyboru pro vyzivu
zvitat a fytosanitarnimu, pro Uplnost vSak i zde odkazujeme na zékladni pfedpisy tykajici se
otazek bezpecnosti a nezdvadnosti krmiv, resp. rostlin.

Problematiku aditivnich latek obecné upravuji Smérnice ¢. 70/524/EEC o piidatnych latkach
v krmivech a Smérnice ¢. 87/153/EEC poskytujici pokyny pro posuzovani ptidatnych latek
v krmivech. Prvné jmenovand je doplnéna Smérnici ¢. 93/113/EC o pouZzivéani a uvadéni na trh
enzymu, mikroorganismu a jejich preparati ve vyzive zvitat, jez vSak obsahuje ustanoveni, Ze se
nevztahuje na takovéto prosttedky pfidavané do silaze. Kromé¢ toho ve vyctu mikroorganismt
jsou uvedeny pouze bakterie a kvasinky. V roce 1997 bylo publikovano a 25.4.2003 upiesnéno
stanovisko Védeckého vyboru pro vyzivu zvifat Evropské komise o pouzivani urcitych
mikroorganismu jako aditiv pro krmiva, avSak problematiku bakteriofagli rovnéz nefesi.
Smérnice Rady ¢. 91/414/EEC o uvéadéni na trh prostfedkli na ochranu rostlin vyznamné
pozménéna smérnici €. 2001/36/EC podrobné popisuji kroky, které musi zadatel ucinit diive nez
smi takové prostredky pouzit. Kromé popisu, identifikace a charakterizace mikroorganismu je
nutné znat jeho biologické vlastnosti a piivod, popsat zptsob Gc¢inku na cilovy organismus i na
dal$i organismy, znat vyvojova stadia mikroorganismu, mit informace o moznych metabolitech
(zvlasté toxinech) a vztahu k antibiotikim, poskytnout informace o postupech dekontaminace a
zpusobech zachazeni, skladovani a opatfenich pii nehodach (nutnost vypracovat tzv.
bezpecnostni listy — safety data sheet), definovat metody analyzy mikroorganismu obsazeném
v ochranném prostfedku atd. Diiraz je ve smérnici kladen zejména na ziskani dat o moznych
ucincich predmétného mikroorganismu na zdravi lidi nebo zvitat formou studii akutni, subakutni
nebo chronické toxicity, provedenych podle mezinarodné uznavanych protokoltt (OECD, USEPA
aj.). K posouzeni je tfeba rovnéz piedkladat data a informace spliujici pozadavky Smérnice Rady
¢.90/679/EEC o ochran¢ pracovniki pted riziky spojenymi se zachdzenim s biologickymi agens.

Obecné principy bezpecnosti potravin a krmiv definuje recentni nafizeni Evropského parlamentu
a Rady ¢.178/2002, kterym se stanovi vSeobecné zdsady a pozadavky potravinové legislativy a
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postupy v oblasti nezavadnosti potravin a krmiv. Zajisténi vysoké urovné ochrany lidského zivota
a zdravi, ptipadn¢ s ohledem na ochranu zdravi a welfare zvifat (C1.5) se zakladéd na analyze rizik
(¢1.6) a v pripadech, kdy pretrvava védecka nejistota o posuzovaném problému, lze vyuzit zasadu
piedbézné opatrnosti jako prozatimni opatieni k fizeni rizik pro zajisténi vysoké urovné ochrany
zdravi do doby nez dostatek védeckych informaci umozni ucelen¢jsi posouzeni rizik (¢1.7).

V podstaté opacny pfistup vyplyva ze stanoviska Asociace americkych veterinarnich lékait
(AVMA, 2002). Ta sice pozaduje, aby mozné dopady na lidské zdravi z pouzivani
antimikrobialnich prostiedkti byly podrobeny analyze rizika, kterad by vyhodnotila rizika i vyhody
pro zdravi zvitat a lidi, avSak deklaruje, ze v soucasné¢ dob¢ neni dostatek ditkazl, které by
ospravedliovaly legislativni zakaz pouziti antimikrobidlnich latek pifi krmeni dobytka.
Ptednostné vSak doporucuje preventivni opatieni, kterd by minimalizovala potiebu pouziti téchto
latek.

Souvisejici pripravované predpisy v EU a v Codex Alimentarius Commission

V ramci Evropské komise je pfipravovan navrh Nafizeni o hygienickych pozadavcich na krmiva
pro zvifata (Regulation on hygiene requirements for animal feed).

V ramci CAC je projednavan Draft Code on Good Animal Feeding (Codex CL 2003/14-AF
/Alinorm 03/38A — Appenfix II/) obsahujici sekci 6 On-farm production and use of feedingstuffs,
a k némuz Evropska komise zpracovala komentai (CAC, CX/AF 03/05).

Pracovni skupina slozena ze ¢lenti Védeckého vyboru pro vyzivu zvifat, Védeckého vyboru pro
potraviny a Védeckého vyboru pro rostliny Evropské komise piedklada k ptipominkam (do
30.6.2003) pracovni dokument On a generic approach to the safety assesment of micro-organisms
used in feed/food and feed/food protection, ktery obsahuje vyznamné navrhy na postupy obdobné
pfistupu znamém v USA pod zkratkou GRAS (Generally Recognised As Safe). Navrhovany
rozhodovaci pfistup (QPS = Qualified Presumption of Safety = Kvalifikovana presumpce
bezpecnosti) se jevi jako vhodny i v pfipadé posuzovani bakteridlnich fagh. Nasledujici obecné
schéma rozhodovani hned v prvnim kroku rozhodovani vede k negativni odpovédi a tudiz ke
kvalifikaci, ze klostrididlni fagy nejsou povazovany a priori za bezpecné pii produkci
potravin/krmiv.

Strana 7z 11



| Dne: 19.9.2003

| VVP:STAN/2003/2/deklas/fagy |

Obecné schéma rozhodovani o ,, Kvalifikované presumpci bezpecnosti® (QPS) mikroorganizmi

pouzitych k produkci potravin a krmiv
(podle Working paper of EU DG SANCO, June 2003)

Taxonomie Ne
dostate¢né definovana
v Ano
Znamé uziti
Ano - —_— Ne
Ne

Je navrhovano uziti podobné

»

tradiénimu uziti?

»

Bude zamyslené uziti zahrnovat
exnozici éovéka/zvirat?

/

Ano Ne
Ano
Jsou znamé néjaké patogenni / Je mozny né&jaky pifenos, jez by
varianty? $kodil? (napf. i metabolittr)?
Ano / \ Ne Ano / \ Ne
Mize byt A Existuje néjaky Mize byt toxicita A Existuje n¢jaky
patogenita no dalsi problém? vyloucena nebo omezena no dalsi problém?
< —> . . . . ) > . .
vyloucena (napf. rezistence nebo je stupeinl expozice (napft. rezistence
v prostiedi) nizky? v prostiedi)
Ano
J/ y A
Ne Lze ho Ne Ne Lze ho
definovat? definovat?
/ \ Ano \ Ne
Nevhodné Nevhodné QPS Nevhodné
pro QPS Ne Ano QPS pro QPS (pro danou pro QPS
aplikaci)

4. ZAVERY A DOPORUCENI

Védecky vybor pro potraviny zevrubné prostudoval otdzky pouziti bakteriofagh v souvislosti s
vyrobou potravin a krmiv. Po studiu podkladii se shodl v ndzoru, ze v soucasnosti neexistuje
dostatek védeckych informaci pro kvalifikované hodnoceni zdravotniho rizika pouziti

klostridialnich bakteriofagu.

Strana 8 z 11




| Dne: 19.9.2003 | VVP:STAN/2003/2/deklas/fagy |

Védecky vybor pro potraviny za dané situace nemuze kvalifikovanym zplsobem odpoveédét
specificky na polozené otazky.

Védecky vybor pro potraviny konstatuje, ze s vyuzitim navrhované¢ho rozhodovaciho schématu
pro tzv. QPS, a s pouzitim principu piedbézné opatrnosti, nelze v této chvili prohlésit pouziti
klostridialniho bakteriofaga k produkci silazi za bezpecné.

Védecky vybor pro potraviny dospél k nazoru, ze pied praktickym pouzitim klostridialnich
bakteriofagii pro vyrobu silazi je vhodné dolozit ditkazy o bezpe¢nosti v obdobném rozsahu, jako
se ¢ini v pripadé tzv. potravin nového typu (viz doporuceni EK 97/618/EC). Uvedené doporuceni
muze byt pro zadatele ramcovym voditkem pro pitipravu podkladii o bezpecnosti technologie a
produktu.

Védecky vybor pro potraviny je dale toho nazoru, ze dodrzovani vSech hygienickych pravidel pii
vyrobé krmiv musi byt prioritou a pomocné prostiedky (véetné uvazovaného bakteriofaga) by
mély byt pouzivany jen v souladu s pfedem stanovenymi pravidly bezpecnosti. Ta nelze v daném
pripadé stanovit bez dodani dalSich védeckych informaci.
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