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Abstrakt
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Nazev prace: Ué¢innost bakteriofagového lyzatu na kmeny Staphylococcus aureus
Vedouci prace: RNDr. Karel Fajfrlik, PhD.
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Pocet titull pouzité literatury: 34
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Souhrn:

Tato bakalatska prace se zabyva bakteriofdgovou terapii, jako vhodnou alternativni 1é€bou
stafylokokovych infekci, u nichz selhala antibiotickd terapie. V dneSni dobé se
bakteriofdgova terapie dostava do poptfedi zdjmu, protoze nadmérné uzivani antibiotik
nejvice rezistentni agens patii methicilin-rezistentni kmeny Staphylococcus aureus
(MRSA). Teoreticka ¢ast shrnuje poznatky o kmenech S. aureus, konec kapitoly je vénovan
alternativé k antibiotické 1€¢be€, bakteriofagoveé terapii. V praktické Casti je testovdna
G¢innost bakteriofagového lyzatu na 30 kmeni S. aureus pochizejicich z Ustavu
mikrobiologie FN Plzenl. Vysledna citlivost byla porovnédna s G¢innosti klasické antibiotické
1écby. Z vysledkl 1ze vyvodit, ze citlivost kment S. aureus k bakteriofagovému lyzatu je
vysoka (93 %). Preparaty obsahujici bakteriofagovy lyzat by se tak mohly stat velmi dobrou

nahradou klasické antibiotické terapie.



Abstract

Surname and name: LoSonska Leona

Department: Department of Rescue Services, Diagnostic Fields and Public Health
Title of thesis: Efficiency of bacteriophage lysate on Staphylococcus aureus strains
Consultant: RNDr. Karel Fajfrlik, PhD.

Number of pages — numbered: 45

Number of pages — unnumbered: 23

Number of appendices: 2

Number of literature items used: 34

Keywords: Staphylococcus aureus, MRS A, bakteriophage therapy

Summary:

This bachelor thesis deals with bacteriophage therapy as a suitable alternative treatment for
staphylococcal infections in which antibiotic therapy has failed. Today, bacteriophage
therapy is gaining prominence because the overuse of antibiotics has caused antimicrobial
resistance, which has become a global problem. Among the most resistant agents are
methicillin-resistant strains of Staphylococcus aureus (MRSA). The theoretical part
summarizes the knowledge about S. aureus strains, the end of the chapter is devoted to an
alternative to antibiotic treatment, bacteriophage therapy. The practical part tests the
effectiveness of bacteriophage lysate on 30 strains of S. aureus originating from the Institute
of Microbiology, University Hospital Pilsen. The resulting sensitivity was compared with
the effectiveness of classical antibiotic treatment. From the results it can be concluded that
the sensitivity of S. aureus strains to bacteriophage lysate is high (93 %). Preparations
containing a bacteriophage lysate could thus become a very good substitute for classical

antibiotic therapy.



Piredmluva

V soucasnosti je stale vétSim problémem vznik rezistence patogennich agens na
klasickou antimikrobidlni 1éc¢bu, ktery maé celosvétovy charakter. Alternativni 1écba
vyuzivajici bakteriofagovou terapii by mohla tuto nelehkou situaci vyiesit. V ptipad¢ vzniku
rozsahlych klinickych studii by mohly byt bakteriofagové preparaty registrovany ve vSech
zemich a mohly byt pfedepisovany namisto klasickych antibiotik. Cilem této prace je

prokazat ucinnost bakteriofagového lyzatu na kmeny Staphylococcus aureus.
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SEZNAM ZKRATEK

antibiotika

Community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus

aureus = komunitné $ifici se MRSA

Center for Disease Control and Prevention = Centrum pro

kontrolu a prevenci nemoci
ciprofloxacin
clindamycin

Clinical and Laboratory Standards Institute = Institut pro

klinické a laboratorni normy

chloramfenikol

trimetoprim/sulfamethoxazol

Coronavirus disease 2019 = koronavirové onemocnéni 2019
cefoxitin

deoxyribonukleova kyselina

double-stranded DNA = dvouietézcova DNA

Europen Centre for Disease Prevention and Control =

Evropské centrum pro prevenci a kontrolu nemoci

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay = imunochemicka

metoda znacend pomoci enzymu
erytromycin

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

= Evropsky vybor pro testovani antimikrobidlni citlivosti
fakultni nemocnice

furantoin



GEN oo gentamicin

HA-MRSA ..., Hospital-acquired methicillin-resistant Staphylococcus

aureus = MRSA Sifici se v nemocnicich

KA e, krevni agar
KD i, kilobaze = jednotka velikosti genomu
LA-MRSA ..o Livestock-associated Staphylococcus aureus = forma MRSA

kmene spojend s hospodaiskymi zvitaty

LIS (e laboratorni informacni systém

LNZ.oooiiiiieeeeieee linezolid

MH....ooooiiiiiiieieeieeen, Mueller-Hinton bujon

MHC ..., major histocompatibility komplex = hlavni histokompatibilni
komplex

MPB....ooovieiiiieieeeee, masopeptonovy bujon

MRSA ... Methicillin-resistant Staphylococcus aureus = methicilin-

rezistentni Staphylococcus aureus

MSSA...coiee Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus = methicilin-

citlivy Staphylococcus aureus

OXA oo, oxacilin

PBP2 . Penicillin-binding protein 2 = protein 2 vazajici penicilin
PG .o peptidoglykan

PV Panton-Valentinlv toxin

RIF oo, rifampicin

RNA ..o, ribonukleova kyselina

SSDNA....oooiiiiiieieee single-stranded DNA = jednotetézcova DNA



SSSR ..o Svaz sovétskych socialistickych republik

SSSS. Staphylococcal Scalded Skin Syndrome = syndrom opatené
kize

TCR.ccteeeeeeeeee T-cell receptor = receptor T lymfocytil pro antigen

TET oo tetracyklin

TGC oo tigecyklin

TSSeeeeee, syndrom toxického Soku

TSS-1 o toxin syndromu toxického Soku

VISA Vankomycin intermediate-resistant Staphylococcus aureus =

Staphylococcus aureus se snizenou citlivosti k vankomycinu

VRSA ..o, Vankomycin-resistant Staphylococcus aureus = vankomycin-

rezistentni Staphylococcus aureus

VSSA Vancomycin-susceptible Staphylococcus aureus =

vankomycin-citlivy Staphylococcus aureus

WHO....ccooviii World Health Organisation = Svétova zdravotnicka

organizace



UvVOoD

Jiz brzy po objevu antibiotik sam Alexander Fleming varoval pfed zneuzivanim
predpovézeno, tak se i stalo. Bakterialni rezistence zaCala vznikat velmi kratce po jejich
zavedeni do bézné 1ékaiské praxe z diivodu predepisovani antibiotik ve velkém mnozstvi a
také kvtli jejich chybnému pouzivani. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) je
nasledujici post-antibiotickd éra velmi nebezpecna. Zvysujici se pocet infekci je stale
finan¢ni naklady. Dokonce by se mohlo stat, Ze i elementarni infekce budou opét smrtelné.
Naproti tomu farmaceutické spole¢nosti neprojevuji velky zajem o vyvoj a vyrobu novych
antimikrobidlnich latek, protoze je antibakterialni trh pfehlcen, a tudiZ neni tak vynosny.
Vyvoj novych terapeutickych latek by tak mohl byt velkou pomoci v boji proti rezistenci.
Ackoli byly bakteriofagy objeveny jiz v 19. stoleti, jejich terapeutické vyuziti bylo zastinéno
zavedenim antibiotik. Kvuli nartstajici rezistenci bakterii na antimikrobidlni latky nyni

zazivé bakteriofagova terapie zaslouzené znovuzrozeni.

Stejné jako jiné bakterie, i1 stafylokoky si vytvofily rizné mechanismy, diky nimz
odolavaji G€inku antimikrobialnich latek. Ani druh Staphylococcus aureus neni vyjimkou.
Tento druh patii mezi bakterie, jejichZ rezistence na antibiotika pfedstavuje znacnou
komplikaci v prubéhu 1écby jimi vyvolanych infekci. Mezi velmi nebezpecné se tadi
multirezistentni kmeny, tzv. methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), které
jsou odolné vii¢i methicilinu a téméf viem dostupnym B-laktamovym antibiotikiim. MRSA
kmeny jsou piivodci pfedev§im nozokomidlnich infekci v nemocni¢nich zatfizenich. Pii
vyskytu MRSA infekci maji tedy 1€kati velmi omezené terapeutické moznosti. S vyuzitim

vvvvvv

ucinna terapie je nejzasadnéjsi.
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TEORETICKA CAST
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1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Staphylococcus aureus se tadi k nejcastéji nalézanym lidskym patogeniim, mtize se
vyskytovat bez jakéhokoliv choroboplodného plisobeni na sliznicich 1 kizi mnoha lidi.

(Votava 2003)

K rozvinuti stafylokokové infekce je tfeba, aby byla kozni ¢i slizni¢ni bariéra
poskozena a zaroven se do tohoto mista dostalo dostate¢né¢ velké mnozstvi virulentniho
kmene. Pfi splnéni téchto podminek mohou vznikat riiznd onemocnéni od malych hnisavych
odérek az po smrtelné sepse. (Vymola 1983) Kromé pyogennich infekci dokdze vyvolat i

otravy z potravin. (Votava 2003)

1.1 Charakteristika rodu Staphylococcus

Stafylokoky, tak jak je zname dnes, byly poprvé pozorovany v 19. stoleti v
mikroskopickém preparatu hnisu nohy jednoho mladého muze. O tento objev se v roce 1880
zaslouZili Louis Pasteur a Alexander Ogston, ktefi prokéazali souvislost mezi nalezenim

velkého mnozstvi shlukd, trsti a fetizkli kulatych organismil a tvorbou hnisavych abscest.

(Votava 2003)

Do rodu Staphylococcus bylo doposud zatazeno okolo 50 druhti a poddruht, z nichz
polovinu lze vypéstovat z humanniho klinického materidlu. Podle toho, jak jsou schopni
koagulovat plazmu, je miZeme rozdélit do dvou zékladnich skupin, na stafylokoky
koagulaza-pozitivni a koaguldza-negativni. Z klinického hlediska maji pro clovéka nejvétsi
vyznam koaguladza-pozitivni stafylokoky druhu Staphylococcus aureus, ostatni koaguléza-
pozitivni stafylokoky jsou patogeny zvifeciho pivodu. Naopak mezi nejvyznamnéjsi
koagulaza-negativni stafylokoky patii druhy S. epidermis a S. saprophyticus. (Bednaft et al.
1996; Votava 2003)

Stafylokoky jsou vétSinou nesporulujici, neopouzdiené a nepohyblivé grampozitivni
koky o priméru cca 1 um. Mohou byt uspotfaddané jednotlivé, ve ¢tveticich ¢i velmi kratkych
fetizcich, ale nejcastéji tvoii nepravidelné shluky ve tvaru hroznt (fecky staphylé = hrozen,
coccus = bobule). AZ na vyjimky jsou fakultativné anaerobni a produkuji katalazu, tj.
rozkladaji peroxid vodiku na vodu a kyslik. Diky jejich nenarocnosti na rist je mizZeme
nalézt v pfirodnim prosttedi, kde ulpivaji na povrchu a sliznicich lidského téla ¢i zvifat.

(Julak 2006; Votava 2003)
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1.2 Obecné vlastnosti zlatého stafylokoka

Tento mikrob je charakterizovan jako grampozitivni kok kulovitého tvaru o priméru
1 az 3 pm. Je kultiva¢né nenaro¢ny, dobfe roste na pevnych pudach — krevni agar (KA) s
5 % ov¢ich erytrocytl, obyCejny KA nebo thioglykolatovy bujon. Kolem jeho kolonii,
vyristajicich po 24 hod inkubaci pfi teploté¢ 37 °C, se tvofi v rizném stupni -hemolyza.
(Votava 2003) Kolonie mohou mit Zlutou az zlatou barvu, ktera je zptisobena karotenoidnimi
pigmenty vznikajicimi v prib¢hu jejich rastu. Pravé kvili tomuto zbarveni muze byt S.

aureus bézn¢ nazyvan jako zlaty stafylokok. (Murray et al. 2012)

Je znamo, ze stafylokoky dobte odoldvaji neptiznivym vliviim vnéjsiho prostiedi, a
tak S. aureus neni vyjimkou. Zvlasté za pritomnosti bilkovin odolava zahtati na 55 °C po
dobu 30 minut, vyschnuti a také toleruje vyssi koncentrace soli az do obsahu 10 % NaCl.
Tolerance k takto vysoké koncentraci NaCl lze vyuzit pii izolaci téchto agens ze silné
kontaminovanych materiali, jako jsou nékteré potraviny, vykaly nebo sliznice zvifat.

(Bednaf et al. 1996; Julak 2006)

Obrazek 1: Staphylococcus aureus, zvétseno 1000x
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Zdroj: https://cit.vfu.cz/alimentarni-onemocneni/xsa/xsa0l.html

1.3 Faktory virulence

Staphylococcus aureus produkuje celou fadu genetickych, biochemickych nebo
strukturnich ryst, které jsou zodpovédné za piekonani obrannych reakci hostitele, a tim
umoznuji mikroorganismu vyvolat onemocnéni. Tyto faktory mizeme nalézt bud’ na

povrchu buiiky nebo extraceluldrné. (Greenwood et al. 1999; Melter a Castelhano 2019)
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1.3.1 Povrchové faktory
Silné polysacharidové pouzdro chrani bakterie pted fagocytdézou, protilatkami a

vvvvvv

bunécné stény patii peptidoglykan, protein A a kyselina teichoova. (Vymola 1983)

Peptidoglykan (PG) tvoii zakladni kdmen bunéénych stén vSech grampozitivnich
bakterii. (Bednaf et al. 1996) ,, Stafylokokovy peptidoglykan (murein) ma na vsech zbytcich
kyseliny N-acetylmuramové tetrapeptidy, které jsou napric¢ pospojované pentaglycinovymi
mustky. (Votava 2003) PG ma schopnost stimulovat produkci fady cytokinl
prostfednictvim aktivace makrofagi a lymfocytdl, ¢imz zasadné ovliviiuje nespecifickou
imunitu organismu. Témito mechanismy vyvolava v kiizi lokalni zanétlivou reakci. (Bednaft
et al. 1996) Hlavni antigenni determinantou vSech kment S. aureus je Kyselina teichoova
polyribitolfosfatového typu, taktéz zvand polysacharid A. Podle prostorové polohy N-
acetylglukosaminové jednotky ji mizeme rozlisit na dva sérotypy, Aa a AP, uplatiujici se
jako adheziny ve vazbé na sliznice a rany, kde se vazi na fibronektin. (Bednaf et al. 1996;
Julak 2006; Votava 2003) Na peptidoglykan je kovalentné navazan druhové specificky
protein A, ktery se na rozdil od pfedchozich antigent naléza na povrchu bunééné stény.
Tato lokalizace mu propuajcuje schopnost vazat Fc oblast imunoglobulinové molekuly, tedy
chrénit stafylokoka pfed plsobenim fagocytli, komplementu nebo opsonizaci pomoci

protilatek. (Julak 2006; Vymola 1983)

1.3.2 Extracelularni faktory
Extracelularni faktory virulence lze rozdélit do dvou skupin, na enzymy a toxiny. ,, K

enzymum patii koaguldaza, hyaluroniddza, fibrinolyzin, penicildaza, kataldza, lipaza a
nukleaza. ““ (Votava 2003) Ke stafylokokovym toxiniim se fadi hemolyzin, leukocidin, toxin

syndromu toxického Soku, enterotoxin a exfoliatiny. (Juldk 2006; Votava 2003)

1.3.2.1 Enzymy

Volnd koagulaza je termolabilni protein, ktery vytvaii s modifikovanym
protrombinem aktivni komplex katalyzujici pfeménu fibrinogenu na pevny fibrin. Tvorba
fibrinu je pfi¢inou vzniku ohrani¢enych lozisek, abscest, typickych pro stafylokokové
infekce. (Votava 2003) Této premény se vyuziva ve zkumavkovém testu pii dourceni zlatého
stafylokoka. Dnes uz vime, ze koaguldzy specificky inhibuji fagocytézu stafylokoki

polymorfonukleary, a tim je chrani pfed baktericidnim uc¢inkem organismu. (Vymola 1983)
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Hyaluroniddza se tadi ke stafylokokovym enzymim hydrolyzujicim kyselinu
hyaluronovou, ¢imz rozrusuje mezibunéény tmel a pojivové tkané. Timto mechanismem
umoziuje stafylokokim a jejich toxinim Sifeni do okoli. (Julak 2006) Pro prikaz tohoto
enzymu se vyuziva dekapsulacni test dle profesora Borise Skalky. Princip testu spociva
v tom, ze Streptococcus equii roste za normalnich podminek na KA v muko6znich koloniich.
Pokud vSak kolmo k témto koloniim pfiockujeme zlatého stafylokoka, dojde k potlaceni

rustu hlenovych kolonii streptokoka. (Votava 2010)

Fibrinolyzin, taktéz stafylokinaza, vyvolava aktivaci plazmatického plazminogenu
na fibrinolyticky enzym plazmin, rozpoustéjici fibrinové srazeniny. Plsobi tedy jako

invazivni faktor podporujici Siteni stafylokokti do dalsich tkani. (Bednai et al. 1996)

Penicilaza je zodpovédna za rozklad B-laktamovych antibiotik. Tato schopnost mtize
byt mistn¢ pfenesena i na jiné patogenni bakterie. Infekce vyvolané stafylokoky produkujici
penicilazu, které jsou léCené penicilinem, mohou mit mnohem horSi pribéh nez u

stafylokokl neprodukujici tento enzym. (Vymola 1983)

Mezi dalsi enzymy produkované zlatym stafylokokem patii katalaza, kterd Stépi
toxicky peroxid vodiku na vodu a kyslik. Lipaza pomahd stafylokokim v Sifeni do
mazovych 714z a podkozi pomoci hydrolyzy lipidi. Pravdépodobnym tkolem nukleaz je

napadani jader bilych krvinek. (Votava 2003)

1.3.2.2 Toxiny

Kmeny Staphylococcus aureus produkuji v riznych pomeérech ¢tyti hemolyziny (o,
B, v, 6). Hemolyzin alfa, ktery je kodovan jak na bakteridlnim chromozomu, tak i1 na
plazmidech, vyvolava riiznd onemocnéni ¢lovéka. Je nebezpecny pro mnoho typl bunék,
véetné erytrocytll, leukocytli, hepatocyti a krevnich desticek. Jeho toxicita spociva
v integraci do hydrofobnich oblasti membrany hostitelské bunky, coz vede k tvorbé pért o
velikosti 1 az 2 nm. V diisledku toho dochézi k perforaci membrany a nasledné lyze bunék.
Alfa hemolyzin je povaZzovan za dilezity mediator poSkozeni tkané pfti stafylokokové
nemoci. Beta hemolyzin, oznaCovany jako sfingomyelinaza C, je termolabilni protein
specificky pro sfingomyelin a lysofosfatidylcholin. (Murray et al. 2012) Cytotoxické studie
dokazaly, ze katalyzuje hydrolyzu membranovych fosfolipidid, umérnou koncentraci
sfingomyelinu vystavené¢ho na bunééném povrchu bunék, jako jsou naptiklad erytrocyty,
fibroblasty, makrofagy a mnohé dalsi. (Vymola 1983) Gama hemolyzin je imunogenni

toxin slozeny ze dvou polypeptidovych fetézcl, vyvolavajici v téle pacientli dobrou
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protilatkovou odpovéd’. Hemolyzin delta je velmi maly termostabilni peptid s povrchovou

aktivitou hemolyzujici membrany erytrocytt. (Juldk 2006)

Leukotoxicky leukocidin, nazyvany téz Panton-Valentiniv toxin (PV) je dalsi
dvouslozkovy peptid skladajici se z rychlé slozky (F) a pomalé (S), oznacenych podle
rychlosti migrace pii chromatografii. PV, stejn¢ jako alfa hemolyzin, vytvari pory
s naslednou zvySenou propustnosti membrany pro kationty a osmotickou nestabilitu bun¢k.

(Bednaf et al. 1996)

Jen né¢které kmeny S. aureus produkuji nizkomolekuldrni protein, zpusobujici
onemocnéni syndrom toxického Soku, toxin syndromu toxického Soku (TSS-1). Plsobi
v organismu hostitele jako superantigen, nebot’ aktivuje pomoci vazby na MHC II molekuly
makrofagli a TCR lymfocyti az 30 % populace T lymfocyti, coz vede k nadprodukci dalsich
pomocnych latek, jako jsou naptiklad interleukiny 1 a 6 nebo tumor-necrosis factor o. Toto
masivni uvolnéni latek vyvolava klinické ptiznaky Sokového syndromu. (Bednar et al. 1996;

Julak 2006)

Enterotoxiny jsou G¢inné mitogeny rezistentni na var i travici enzymy. Stafylokoky
produkuji nékolik sérovych typii od A do E, nové byly objeveny i méné Casté sérotypy G az
U. (Greenwood et al. 1999) Enterotoxiny jsou zodpovédné za vznik enterotoxikoz
doprovazenych silnymi prijmy a zvracenim. Stejn€ jako TSS-1 jsou uréitym prototypem

superantigenu, a mohou tedy vyvoldvat i syndrom toxického Soku. (Juldk 2006)

Mezi superantigeny také patii exfoliatiny Stépici desmoglein 1, ktery je slozkou
desmozomil. Desmozomy jsou bun&cné struktury specializované na adhezi mezi buiikami.
Stépeni zptisobuje ztratu povrchové vrstvy kize, coz vede ke vzniku stafylokokového

syndromu opatené ktize. (Cornelissen a Hobbs 2019)

1.4 Onemocnéni

Jak jiZ bylo uvedeno, Staphylococcus aureus patii mezi nejcastéji nalézané lidské
patogeny, vyskytujici se vétSinou na sliznicich 1 kiZzi. , Lidsky organismus je viici
stafylokokové infekci pomerné znacné odolny. “ (Bednar et al. 1996) Proto je az u tfetiny lidi
infekce bezptiznakova. K propuknuti onemocnéni zpravidla dochazi pti oslabeni imunity
nebo pii poruseni kozni ¢i slizni¢ni bariéry a zaroven vystaveni organismu velké davce
virulentniho kmene. Nachylnéjsi k infekci mohou tedy byt pacienti po operacnim vykonu,

urazech, zavedenému katetru nebo pacienti s malignim onemocnénim. (Bednaf et al. 1996)
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1.4.1 Invazivni onemocnéni
Invazivni onemocnéni vznikaji po piekonani lokalnich obrannych mechanismt

hostitele, kdy v tkanich dochézi k pomnozeni stafylokokd za vzniku ohrani¢enych
zanétlivych lozisek hnisu. Exsudat mé zpocatku serdzné-fibrozni charakter, po aktivaci
leukocytl se stava smetanové zlutym s tendenci k nekrotickym zménam. Okolni tkan je
zanicena a vykazuje Celsovy makroskopické znaky (rubor, calor, dolor, tumor a functio
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al. 1996; Julak 2006)

Mezi nejcastéjsi stafylokokové infekce patii rizné formy hnisavého onemocnéni
ktze, obecné nazyvanych jako pyodermie. Pomoci svych virulentnich faktort pronikaji
s povrchu kiize do vlasovych folikulti a mazovych Zlazek, kde zplsobuji zanét a nekrézu
epitelu. Tyto folikulitidy se projevuji jako zluté pustulky se zarudlym okolim, vyskytujici
se predevSim v ochlupeni. (Julak 2006) Jestlize se leukocytarni infiltrace rozsitfuje do
sousedni Skary, z infikovaného folikulu se postupné vyviji furunkl. Splyvajici furunkly
lokalizované ptfedevsim na §iji oznacujeme jako karbunkl, ktery byvé doprovazen horeckou
a bakterémii. (Bednaf et al. 1996; Julak 2006) Staphylococcus aureus Casto zpusobuje zanét
mazovych zlaz na o¢nim vicku, tzv. jecné zrno (hordeolum), eventudln¢ zanét vicka
(blepharitis) spojeny s hnisavym zanétem spojivky (conjunctivitis). Zanétlivé onemocnéni
epidermis zvané impetigo se vyskytuje zvlast€¢ u déti v pfedSkolnim véku. Jedna se o
povrchové ulozené puchyfe a pustuly zasychajici v krusty vyvolané stafylokokovou a
streptokokovou infekci. (Votava 2003) Stafylokoky jsou schopni infiltrovat 1 do mékkych
tkani poslednich ¢lankt prstl, kdy pronikaji skrz zadérky ¢i drobnd poranéni a zpiisobuji
hnisavé zanéty zvané panaricium a paronychium. (Juldk 2006) Dokonce mohou infikovat

1 potni zlazy v axile za vzniku hidradenitidy. (Vymola 1983)

Epidemiologicky vyznamny je zanét prsni zldzy, mastitida, pfichazejici zejména
v prvnich tydnech laktace u Zen po porodu. Zdrojem onemocnéni vétSinou byva
novorozenec, ktery se nakazil stafylokoky v porodnici, nejcastéji nozokomialnimi kmeny.
Ty se do téla matky dostavaji pii kojeni skrz malé trhlinky okolo prsni bradavky nebo pies
mlékovody do prsni Zlazy, kde vyvolavaji zanétlivé zmény. (Bednat et al. 1996; Vymola
1983) Stejné jako u mastitid, endogenni 1 exogenni ptivod maji 1 putridni infekce drobného
poranéni kiize, popaleniny nebo opera¢ni rany. Castokrat samotny S. aureus neni schopny
v Cisté rané vyvolat infekci, proto potfebuje, aby v rané zlstalo cizi téleso, naptiklad

zadrzena tfiska, Spina nebo steh. Tim pro zlatého stafylokoka vznikd idedlni vstup do
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lidského téla, ve kterém putuje do lymfatickych uzlin za vzniku lymfadenitidy.
Z lymfatickych uzlin se dostava do krevniho ob&hu (vznikd bakterémie), kterd mize vést

az k tézkému systémovému onemocnéni, sepsi. (Julak 2006)

Z infikovanych lozisek mtize byt S. aureus krvi disseminovan do kteréhokoliv
organu v lidském téle, v némz mohou vznikat hnisavé abscesy. Velmi nebezpecna je akutni
endokarditida, kterd ma bez spravné a vcasné 1écby 100 % letalitu. (Vymola 1983) Na
srdecnich chlopnich dochézi k tvorbé zvlastniho typu biofilmu, ktery slouzi jako zdroj pro
roznaseni stafylokokti po t€le. Putujici stafylokoky v téle indukuji vznik dalSiho
hematogenniho rozsevu v kizi, plicich, mozku nebo ledvinach. Nasledkem hematogenniho
rozsevu €i Urazu muize vzniknout osteomyelitida. U déti mezi 5. a 15. rokem postihuje
metafyzy dlouhych kosti, u dospélych spise obratle. Pti postizeni kloubti se pak vyznacuje

hnisavou artritidou. (Votava 2003)

Zivot ohrozujici jsou také sekundarni pneumonie a bronchopneumonie nasedajici na
infekci vyvolanou virem chfipky. Imunitni systém je jiz ¢aste¢n¢ inhibovan virovou infeket,
zastavuje se pohyb fasinek, kdy vdechnuté stafylokoky snaze kolonizuji plice. Infekce je
mozna i aspiraci zvratkl nebo dlouhodobou intubaci. (Juldk 2006) Mén¢ Casté jsou primarni
stafylokokové pneumonie, napadajici predevsim nejmensi kojence, starce a osoby se slabou

imunitou nebo ziskanym ¢i vrozenym imunodeficitem. (Bednaf et al. 1996)

Pseudomembranézni kolitida je endogenni infekce vznikajici po 1écbé
Sirokospektralnimi antibiotiky, v0¢i kterym je vlastni kmen S. aureus odolny.
Sirokospektralni antibiotika potladuji pfirozenou stfevni mikrofloru, a tim snaze
stafylokokové enzymy a toxické latky poskozuji stievni sliznici. Ta je nasledné pokryta
ZlutoSedymi pablanami obsahujicimi fibrin, rozpadlymi bunkami a leukocyty. ,, Po jejich
odlouceni jsou patrné eroze a nekrotické viedy mezi zbytky prekrvené sliznice. “ (Bednaft et
al. 1996) Prvni pfiznaky se vétSinou objevuji za 3 az 9 dnil po nasazeni antibiotik. Zpocatku
se onemocnéni projevuje kasovitym prijmem, poté stolice obsahuje hlen, v zavaznych
pfipadech se v ni mohou vyskytovat stopy krve ¢i dokonce pablany odloucené sliznice.

(Bednar et al. 1996)

1.4.2 Toxikozy
Stafylokokové enterotoxikézy vznikaji jako otravy po pozieni potravin, v nichZ jsou

obsazeny enterotoxiny produkované stafylokoky. Tyto toxiny jsou odolné vii¢i teplu, proto

ohtev jidla zlikviduje pouze bakterie, ale ne toxiny. Jak jiz bylo dfive zminéno, toxin plisobi
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jako superantigen. Jen jak se dostane do téla, inkubacni doba je velmi kratkd a zvraceni,
prijem nebo nauzea se projevi béhem prvnich 6 hodin, tzn. jakmile se zirné bunky aktivuji
auvolni histamin. Jiz 1 pg mize navodit symptomy otravy, do 24 hod vSak vSechny ptiznaky
zcela zmizi. Jen ve vzacnych piipadech mize byt stafylokokova enterotoxikdza fatalni,
zvlasté u velmi malych déti nebo pravé naopak velmi starych lidi, ktefi jsou nasledkem

otravy dehydratovani. (Juldk 2006; Melter a Castelhano 2019)

Stafylokokové kmeny produkujici TSS-1 nebo enterotoxiny mohou vyvolat
onemocnéni zvané syndrom toxického Soku (TSS). Tato nemoc byla poprvé popsana v roce
1978, jeji podrobny popis byl vypracovan v americkém Center for Disease Control and
Prevention (CDC) o nékolik let pozdéji. (Julak 2006) Diky stale vy$simu nardstu piipadi u
zen bylo zjisténo, Ze se stafylokokové kmeny mohou rychle mnozit ve vaginalnich
vysokoabsorpcnich tamponech a produkovat toxiny. Brzy poté vSak bylo dokazéano, Ze TSS
muze postihnout i ostatni pacienty, jelikoz jako zdroj pro produkci toxini mize poslouZit 1
infikované poranéni. V pochvé nebo v rané€ je vhodné aerobni prostfedi a neutralni pH pro
produkeci toxint. Nasledn¢ dochdzi k uvolnéni toxind do krve. Syndrom toxického Soku se
projevuje horeckou nad 38,5 °C, hypotenzi a riznou formou vyrazky. (Murray et al. 2012)
., V Ceské republice bylo v obdobi 1983-2011 zjisténo 159 piipadii syndromu toxického Soku,
z téch bylo 47 pripadii menstruadlni formy. Smrtnost téchto onemocnéni je vSak i v nasich
podminkach velmi vysoka: u stafylokokového syndromu toxického soku 11 %.“ (Ktizova a

Petras 2012)

Toxicka epidermolyza neboli exfoliativni dermatitida je lokalizované i
generalizované onemocnéni vyvolané kmeny stafylokoki produkujicimi exfoliativni toxin.
Toxin je uvoliovan z nejriznéjsich infikovanych mist v organismu. U novorozencii a
nejmensich kojencii se vyskytuje lokalizovana forma zvana bulézni impetigo. Tato forma se
projevuje vznikem ojedinélych puchyid s ¢irou tekutinou na kazi, kdy ma jejich okoli
fyziologicky vzhled. Po zaschnuti puchyti se zhoji krustou, kterd se nasledné odlouci a 1éze
zustavaji bez nasledki. (Bednar et al. 1996) Pokud se onemocnéni rozvine do generalizované
formy, mizeme tento stav nazyvat jako syndrom opatené ktze (Staphylococcal Scalded Skin
Syndrome, SSSS; Ritterova nemoc). Na ktzi vznikaji kromé& puchyit i1 rozsahlé eroze,
dochazi ke spontannimu odlupovani celych plat povrchovych vrstev kiize. (Juldk 2006)
Obnazené plochy epidermis jsou Cervené hyperemické, lesklé a vlhké. Treti forma toxicke
epidermolyzy je taktéz generalizovand, tzv. Rasav typ. Pro RaStv typ je charakteristicky

vznik exantému kize trupu a koncetin a exantému sliznice. (Bednaf et al. 1996)
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1.5 Laboratorni diagnostika

Diagnostika kmenl Staphylococcus aureus je zaloZzena na mikroskopickém a
kultivaénim prikazu z pfislusného materidlu. Podle povahy onemocnéni mize byt
zakladnim materidlem odsaty hnis zabscesli, ran a popalenin, slouzici ke zhotoveni
mikroskopického preparatu, dale se vyuziva sputum pacientt, stolice, krev, moc nebo vytér
znosu a stéry z perinea. Pii podezieni na potravinovou intoxikaci mohou poslouzit jako
zakladni vySetfovaci materidl zvratky. (Greenwood et al. 1999) Jelikoz jsou stafylokoky
odolné vuci vlivim vnéjSich podminek, neni tieba dbat zvlastnich opatteni pii odbéru a

transportu materialu. (Votava 2010)

Mikroskopicky mizeme po obarveni podle Grama pozorovat grampozitivni koky
ve shlucich a ¢etné leukocyty (Obr. 2). Pouhd mikroskopie vSak nemusi stacit pro odliSeni

stafylokokt od jinych grampozitivnich koku. (Votava 2010)

Obrazek 2: Grampozitivni S. aureus, zvetSeno 100x

o

o iR 4 8 T
Zdroj:https://'www.researchgate.net/publication/322243680 Molecular Characterization

of Staphylococcus _aureus of Camel Camelus dromedarius Skin Origin

Kultiva¢ni prikaz stafylokokii se provadi na béZnych laboratornich ptdach,
pfevazné na krevnim agaru. Pro zachyt agens z kontaminovaného materialu je vhodné pouzit
selektivni ptdu, naptiklad KA s 10 % NaCl, agar s mannitolem a soli, Columbia agar
s kolistinem a kyselinou nalidixovou nebo agar s fenylethylalkoholem. VSechny tyto pidy
se odecitaji za 48 az 72 hod z dlivodu pocatecniho potlaceni jak gramnegativni flory, tak do
jisté miry 1 samotnych stafylokokil. K zachytu a identifikaci MRSA kmeni slouZi specialni

chromogenni pldy s pfidavkem vhodného antibiotika, napfiklad cefoxitinu. Na
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neselektivnich pidach vyruistaji kolonie po 24 hod inkubaci, vhodné je odecist i za 48 hod
kvili zjisténi, zda kultura neobsahuje vice kmeni stafylokoka. Kolonie jsou velké 1 az
3 mm, nepruhledné, krémové konzistence a vzdy pigmentované. Pigment mize byt nejdiive
bily az Sedobily, po né¢kolika dnech je charakteristicky zlatozluty. Zlaty stafylokok
produkuje hemolyzin, ktery je zodpovédny za hemolyzu, ta se bohuzel neda s jistotou vyuzit

ani k orienta¢nimu odliSeni S. aureus od ostatnich kment stafylokoku. (Votava 2010)

Obrazek 3: Zlatozluté kolonie S. aureus s f-hemolyzou na KA

Zdroj:https://www.researchgate.net/publication/337982683 _Childhood_blistering distal

dactylitis An_uncommon_cutaneous _manifestation_of Staphylococcus aureus

Identifikace S. aureus se provadi pomoci testu koagulace krali¢i plazmy. Pro prikaz
podezielych kolonii se vyuZiva vazana koaguldza, tzv. clumping-factor. Ze suspektni
kolonie se na sklicku pfipravi hustd homogenni suspenze, do které se ptida kapka krali¢i
nebo praseci plazmy. Pokud dojde do 10 s k aglutinaci, vyvolanou pifeménou fibrinogenu na
fibrin, test miZeme povazovat za pozitivni a testovany vzorek za kmen S. aureus.
V opacném piipad€ je potfeba otestovat tvorbu volné koaguldzy zkumavkovym testem.
Izolovana kolonie se rozmiché v asepticky naplnénych zkumavkéach s lyofilizovanou krali¢i

plazmou a po 4 hod inkubaci pti 37 °C se patra po chuchvalci srazené plazmy. (Votava 2010)
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Obrazek 4: Priikaz volné a vazané koagulazy sklickovou a zkumavkovou metodou
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Zdroj: http://laboratorytests.org/coagulase-test/

K uréeni kment S. aureus se dale vyuziva dekapsulacniho testu dle profesora Borise
Skalky, zalozeného na priikkazy hyaluronidazy. (Votava 2010) ,, Test vyuziva schopnost S.
aureus potlacit tvorbu pouzder u Streptoccocus equii, coz se projevi po 24 hod kultivaci

3

pulkruhovou zonou bez hlenu v misté naockovani stafylokoka kolmo ke streptokokovi.‘

(Janeckova 2013)

Pro prikaz stafylokokovych toxind, jako jsou enterotoxiny nebo TSS-1, se pouZivaji
metody ELISA, latexové aglutinace, imunoprecipitace nebo molekuldrnimi metodami.

(Juldk 2006)

Fagotypizace zjist'uje citlivost kmene stafylokoka k sadé 23 typti bakteriofagi, ¢imz
dokdzeme wur€it tzv. fagotyp kmene. Toho se vyuzivd pii hromadném vyskytu
stafylokokovych kmeni u riznych osob a jejich okoli. Diky rozliSeni jednotlivych fagotypti
1ze presné urcit zdroj a zptsob Sifeni. (Greenwood et al. 1999) V soucasnosti se vyuzivaji

prevazné molekularné biologické metody.

1.6 Terapie

Povrchové stafylokokové infekce se hoji spontanné. U lokalizovanych infekei je
primdrni terapii chirurgické oSetfeni s vypusténim hnisu a ptipadné odstranéni ciziho télesa
s fadnou drenazi, aby hnis mohl 1 nadale volné odtékat. (Votava 2003) Soucasné, zvlasté u

hluboké a generalizované infekce, je nutné jak chirurgické oSetieni, tak i antibioticka terapie.
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(Juldk 2006) Z divodu nariistajici antibiotické rezistence je dnes vhodnou alternativou pro

léceni stafylokokovych infekei bakteriofagova lécba.

1.7 Citlivost k antibiotikum

Ackoli Alexander Fleming objevil G¢inek penicilinu pravé na samotném zlatém
stafylokoku vykazujicim pfirozenou citlivost k antimikrobialnim latkam (Tab. 1), nyni je

ptes 90 % kment rezistentnich. (Greenwood et al. 1999)

Tabulka 1: Antimikrobidlni lécba

Antibiotika ucinna proti Latky bez protistafylokokového

stafylokokiim ucinku
peniciliny* mecilinam
cefalosporiny termocilin
aminoglykosidy monobaktamy
tetracykliny polymyxiny
makrolidy nitroomidazoly
linkosamidy chinolony**
glykopeptidy

fluorochinolony™***

rifampicin

kyselina fusidova

trimetoprim

chloramfenikol

* rezistence je bézna; ** kyselina nalidixova a dalsi; *** ciprofloxacin a dalsi
Zdroj: Greenwood et al. 1999

Tato rezistence zacala vznikat velmi kratce po jejich zafazeni do bézné lékarské
praxe, kdy se predepisovani antibiotik stalo kazdodenni rutinou. K tvorbé odolnosti ptispélo
i podavani antibiotik zvifatim pro jejich 1éCbu a zvySeni tvorby svaloviny. ,,Studie
Evropskeého strediska pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC) o zdravotni zatézi, ktera je
spojena s rezistenci viici antibiotikiim, zverejnéna 5. listopadu 2018, odhaduje, Ze zhruba
33 000 lidi zemre kazdy rok v dusledku infekce zpiisobené bakteriemi odolnymi vuci

antibiotikiim. “ (Zemli¢kova 2018)

Stafylokoky zacaly byt rezistentni, protoze ziskaly plazmid kédujici schopnost tvorit
penicilinazu, B-laktamdzu, jez otvira B-laktamovy kruh v molekule penicilinu, ¢imZ penicilin
ztraci svlj antimikrobidlni ucinek. (Votava 2003) Pozdé€ji bylo vyrobeno nékolik

semisyntetickych penicilindza-rezistentnich penicilind, jako je oxacilin (v zahrani¢i se
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pouzival piibuzny methicilin), kloxacilin a flukloxacilin. Cefalosporiny I. generace a
enzymové inhibitory B-laktamaz, kyselina klavulanova a sulbaktam, byly také odolné vici
pusobeni penicilinazy. Vysledkem mutace genu mecA, jenz koduje jednu z esencialnich
bilkovin poutajicich penicilin ve sténé bakterie (PBP2"), je vznik rezistence k oxacilinu a
ostatnim B-laktamim. Tyto kmeny, tzv. multirezistentni kmeny Staphylococcus aureus,
mohou bohuzel byt rezistentni i vii¢i jinym protistafylokokovym antibiotikiim - gentamicinu,
erytromycinu a tetracyklinu. Mnohonasobné mutace nejspiSe vznikaji na sebe se
navazujicimi mutacemi a pfenosem plazmidi nesoucich geny rezistence (Tab. 2). , V

prenosu genti z plazmidu na chromozom se také uplatnuji transpozomy. “ (Greenwood et al.

1999)

Tabulka 2: Mechanismy rezistence S. aureus k protistafylokokovym latkam

Latka Mechanismus rezistence Lokalizace gent
peniciliny* B-laktamy plazmid
methicilin** zménéna bilkovina PBP2’ chromozom
cefalosporiny zménéna bilkovina PBP2’ chromozom
chloramfenikol acetyltransferaza plazmid
tetracyklin snizena akumulace plazmid
erytromycin metylace ribozomu plazmid
streptomycin zménéna ribozomova bilkovina chromozom
Z:I‘filltll:)tglykosi dy enzymatickd modifikace plazmid
Kkys. fusidova zménény faktor G chromozom
rifampicin zménénd RNA-polymeraza chromozom

* kromé methicilinu, nafcilinu a izoxazolylpenicilind; ** vcetné nafcilinu a

izoxazolylpenicilind
Zdroj: Greenwood et al. 1999

1.7.1 MRSA
Zkratka MRSA pochazi z anglického nazvu Methicillin-resistant Staphylococcus

aureus. Jiz z ndzvu vyplyva, ze se jedna o multirezistentni kmeny zlatého stafylokoka odolné
proti methicilinu. MRSA kmeny maji tedy schopnost vzdorovat témét vSem dostupnym [3-
laktamovym antibiotikiim. Statistiky upozornily na to, Ze 40 aZ 70 % nozokomiélnich infekci
vyvolanych S. aureus na celém svété je prave zpisobeno MRSA kmeny. Prvni MRSA byl
nahlasen v nemocnici ve Velké Britanii roku 1961 po podani methicilinu pacientovi, ktery

byl doposud neuspésné 1é¢en na stafylokokovou infekci pomoci penicilinu. (Rachman et al.

2017)
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Obecné lze MRSA rozdélit do dvou hlavnich skupin znamych jako MRSA
pochazejici z nemocnic (z angl. slova hospital-acquired; HA-MRSA) a komunitni MRSA
(z angl. slova community-acquired; CA-MRSA). Celosvétoveé je vétsSina MRSA infekci
puvodu ze zdravotnickych zafizeni. V souCasné dobé byla objevena dalsi forma MRSA
kmenli spojend s hospodatskymi zviraty, tzv. LA-MRSA. Pii porovnani MRSA
pochazejicich z nemocnic a z vefejnych komunit byla odhalena velka odlisnost téchto dvou
hlavnich skupin. Nemocni¢ni MRSA postihuje vétSinou starSi pacienty, oslabené a
chronicky nemocné. HA-MRSA vykazuje vysokou antimikrobidlni rezistenci, ale mensi
virulenci a nedostatek schopnosti pro kolonizaci. Mezitim komunitni MRS A izolaty napadaji
mladé¢ a zdravé lidi, jako jsou déti, studenti nebo sportovci. CA-MRSA maji nizkou
antimikrobidlni rezistenci, za to jsou vysokovirulentni a obsahuji PV gen. (Rachman et al.

2017)

Na obrazku 5 muizeme pozorovat situaci jednotlivych statd v Evropé v boji proti
rezistenci Staphylococcus aureus vici antibiotikiim. Timto sbérem dat se zabyva Evropské
stiedisko pro prevenci a kontrolu nemoci, které kazdoro¢n¢ publikuje zpravy o vysledku
studie. Posledni informace pochazeji z roku 2019. V Evropé€ si nejobstojnéji vedou severské
staty — Norsko, Svédsko, Finsko s 1 az<5 % podilu MRSA kmenti ze vSech izolat S. aureus.
V poslednich letech ekonomické velmoci, jako je Velka Britanie, Némecko nebo Belgie,
isp&$né snizily poet podilu MRSA izolatli na 6 %. O néco vazngjsi situace nastava v Ceské
republice, Polsku, Francii a Spanélsku, kde se podil MRSA vy$plhal mezi 10 az <25 %.
Nejzavazngjsi situace probihd v jizni a jihovychodni Evropé. Vyskyt v téchto zemich dosahl
25 az <50 %. Navzdory stale se zvySujicim pfipadiim infekci zplisobenych MRSA kmeny je
situace ve vétsin€ zemi stabilni. (ANON. 2021)
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Obrazek 5: Procentualni zastoupeni vyskytu MRSA ze vSech izolatii S. aureus v Evropé
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Zdroj: https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx (upraveno)

Vyskyt MRSA kmenti mé v Ceské republice od roku 2000 vzestupny trend (Obr. 6).
Obrovsky zlom nastal v roce 2003, kdy se z plivodnich 6 % pomér MRSA za dva roky
zdvojnasobil na necelych 13 %. Od té doby se hodnoty prevalence drzi mezi 12 a <15 %.
Maximalnich hodnot bylo dosazeno v roce 2009 (14,6 %). V soucasné dob¢ zlistava situace

stabilizovand, dokonce se i mirné zlepSila. (ANON. 2021)

Obrazek 6: Procentudlni pomér vyskytu MRSA v Ceské republice v letech 2000-2019
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Zdroj: https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx (upraveno)
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1.7.2 VRSA
Pro nahradni terapii MRSA infekci byl vyhrazen dobie ucinny vankomycin, ke

kterému byly dlouho vSeobecné citlivé kmeny stafylokokti. Postupné se vSak zacaly
objevovat kmeny se sniZzenou citlivosti k vankomycinu. (Schindler 2014) Tyto izolaty S.
aureus se snizenou senzitivitou k vankomycinu klasifikuje Institut pro klinické a laboratorni
normy (CLSI) do tfi skupin. Jedna se o vankomycin citlivé kmeny S. aureus (Vancomycin-
susceptible S. aureus; VSSA), kmeny se snizenou citlivosti (Vankomycin intermediate-
resistant S. aureus; VISA) a konecné 1 vysoce rezistentni kmeny (Vankomycin-resistant S.
aureus; VRSA). Pfi potvrzeni, zda se jedna o VRSA izolat, by méla byt provedena

molekularnimi metodami pfitomnost determinant rezistence. (Cong et al. 2020)

Rezistence VRSA je zplsobena genem van a operonem, ktery je pifitomen na
plazmidech. Ackoli je 1é¢ba infekci zplisobenych VRSA naroc¢na, celkovy pocet lidskych
infekci VRSA je dosud omezeny. Prvni VRSA kmen byl nahlaSen roku 2002 v Michiganu,
USA. Ve stejném roce byl objeven i dal§i VRSA téZ v USA, konkrétn€ v Pensylvanii. Od té
doby bylo celkem nahlaSeno 52 VRSA kment nesoucich van geny. (Cong et al. 2020)
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2 BAKTERIOFAGOVA LECBA

Antibakteridlni rezistence je v dneSni dobé hlavnim a rostoucim globalnim
zdravotnim problémem. Svétova zdravotnickd organizace (World Health Organisation;
WHO) ve své prvni celosvétové zpraveé o rezistenci na antibiotika z roku 2014 zdtraznila
nebezpeci nadchézejici post-antibiotické éry, kdy by mohly byt zcela elementarni infekce
opét smrtelné. V Evropé, zejména v zemich s vysokou rezistenci vii¢i jinym lékiim, stale
stoupd rezistence na antibiotika, coz velmi omezuje terapeutickou 1écbu. Na druhé strané
farmaceutické spole¢nosti projevuji mensi zajem o vyvoj a vyrobu novych antimikrobidlnich
latek hlavné z toho diivodu, Ze je antibakteridlni trh mén¢ vynosny nez ostatni trhy. Vyvoj
terapeutickych latek, které jsou alternativami k antibiotikiim, mtize byt velkou pomoci v boji

proti rezistenci. Bakteriofagy a 1éky na bazi bakteriofagi maji obrovsky potencial stat se

vvvvvv

2.1 Objev bakteriofagu

Prvni zprava o antiseptickém ucinku fek Gangy a Jumny v Indii na bakterie Vibrio
cholerae byla zaznamenana britskym bakteriologem Ernestem Hankinem v roce 1896.
Duvod tohoto ucinku nebyl v té dobé prozatim znam. (Wittebole et al. 2014) Dalsi zpravu
tykajici se podobného jevu nazval Frederick Twort jako ,, An Investigation on the Nature of
Ultra-Microscopic Viruses “, publikoval ji roku 1915. (Kwiatek et al. 2019) Autor studoval
rust bakterialnich kolonii na agarovém médiu a popsal nezndmé entity zpusobujici vznik
projasnénych mist na agaru, kde se nedafilo rlstu bakteriim. Twort vSak nebyl schopen
alespori ¢astecné prokazat svou hypotézu kviili nedostatku financi. O dva roky pozd¢ji, Felix
d'Herelle pozoroval podobny fenomén v kulturach stolice u pacientil zotavujicich se z
bacilarni uplavice. Na rozdil od Tworta byl ptesvédcen, Ze pticinou inhibice riistu bakterii
byla pfitomnost vird ,,poZirajicich bakterie. Tyto viry byly pojmenovany bakteriofagy
(fecky phagein = jist) a objeveny d'Herellem na patiZzském Pasteurové institutu. (Wittebole

etal. 2014)

2.2 Charakteristika bakteriofagi

Bakteriofagy, zkracené¢ fagy, jsou viry infikujici a replikujici se v hostitelské bunice
bakterii. FAgy patii mezi nejhojné&jsi organismy, jejich pocet se odhaduje na 10°! a dokazi
kolonizovat 1 ta nejdrsnéjsi prostiedi na planeté, jako jsou napiiklad vulkanické prameny.
(Kwiatek et al. 2019) Bakteriofagy maji relativné jednoduché slozeni. Obsahuji struktury

sloZzené z proteinit (60 %), které zapouzdiuji genom nukleovych kyselin (40 %). Jak je
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znazornéno na obrazku 7, fag, primérné velky 20-200 nm, se sklada z hlavicky, tzv.
kapsidy, obsahujici linearni nebo cirkularni nukleovou kyselinu, ktera je pomoci krcku
spojena s bi¢ikem situovanym v kontraktilni pochvé. Na hexagonalni bazalni ploténku
biciku nasedaji bicikové fibrily pro snadné ptichyceni fagu na povrchové receptory bakterie.

(Yeetal. 2019)

Obrazek 7: Struktura bakteriofagi (Myoviridae)
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Bazalni ploténka
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Zdroj: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.5694/mja2.50355 (upraveno)

Kvili podobnosti ve struktufe viriond, organizaci genomu a expresi genetického
materialu jsou bakteriofagy klasifikovany jako jediny tad Caudovirales, zahrnujici tii ¢eledi
Siphoviridae (61,7 %), Myoviridae (24,5 %) a Podoviridae (13,9 %). (Sharp 2001) Pro celed’
Siphoviridae (napt. fag A) je charakteristicka absence stazitelné pochvy, bicik je dlouhy,
tenky a flexibilni. Naproti tomu bi¢ik zcela chybi zastupcim celedi Podoviridae (napt. fag
T7).,, Fagy celedi Myoviridae (napr. fag T4) maji bicik opatieny kontraktilni pochvou, kterda
Jim umoznuje injekci fagove nukleové kyseliny do hostitelske buniky. “ (Eyer 2008) Z tabulky
3 je zfejmé, ze bakteriofdgové genomy se sklddaji bud’ z jednotetézcové nebo dvouretézcoveé

DNA nebo RNA a jejich velikost se miize lisit od 4 do 725 kb. (Sharp 2001)
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Tabulka 3: Bakteriofagovy genom

Bakteriofag Nukleova kyselina Velikost genomu

T1 dsDNA 50 kb
T3, T7 dsDNA 40 kb
T5 dsDNA 130 kb
T2, T4, T6 dsDNA 170 kb
A dsDNA 48,5 kb
G dsDNA 725 kb
$X174 ssDNA 4,5 kb
M13 ssDNA 6,4 kb
PRD1 dsDNA 15 kb
SSV1 dsDNA 15,5 kb
MS2 ssDNA 4 kb
$CH1 dsDNA 55 kb
$6 3 segmenty RNA 13,4 kb

Zdroj: Sharp 2001

2.2.1 Reprodukéni cyklus
Bakteriofagy lze také rozdélit na lytické fagy a fagy temperované, neboli mirné, na

zakladé toho, zda je jejich genom integrovan do bakteridlniho genomu ¢i nikoliv. (Ye et al.
2019)

Protoze jsou bakteriofagy viry, jsou schopni reprodukce pouze v hostitelské burce.
Funguji tedy jako nitrobunééni parazité, kteii infikuji vhodné bunky, do kterych zabuduji
svoji genetickou informaci. Zivotni cyklus faga za¢ina rozpoznanim hostitelské buiiky
pomoci specifickych bilkovin, jez maji v kapsid¢€, a receptort lokalizovanych na povrchu
hostitelské buiiky. Po napadeni do sebe bilkoviny faga a bilkoviny receptorti hostitelské
bunky zapadnou jako zamek a kli¢. Timto vstupem do burniky je zahdjeno rozmnoZovani

fagl. (Zavodska 20006)

Lyticky cyklus zahrnuje n€kolik fazi, bez kterych by nebyla moZna reprodukce. Po
pfipojeni bakteriofdga na hostitelskou bunku dochazi k penetraci, kdy fag pomoci
kontraktilniho biciku dostane dovnitt napadené buiiky svoji nukleovou kyselinu a pfinuti ji
vytvatet nové bilkoviny podle jeho genetické informace. Hostitelska bunika zacne
syntetizovat proteiny, které tvoii kapsidy fagi. Z noveé vytvorenych kapsid a molekul
nukleovych kyselin se stavaji nové bakteriofdgy. Lyticky cyklus kon¢i lyzou hostitelské
bunky kvili migraci nové vytvorenych fagi ven z buiky. (Zavodska 2006)
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Naproti tomu mirné fagy, prochazejici lyzogennim cyklem, obvykle integruji své
genomy do jaderné DNA hostitelské buiiky, a tim se stdvaji soucasti jejiho genomu. Béhem
bunécného cyklu bakteridlni hostitelské bunky se fagova spolecné s bakteridlni DNA
replikuje a béhem mitodzy se dostava do dcefinych bakteridlnich bunék. Dcefiné bunky maji
ve svém chromozomu zabudovanou i fagovou DNA, kterou mohou déle pteddvat. Pod
tlakem rusSivych faktorti (napft. ultrafialového zateni, ionizujiciho zafeni, vysoké teploty nebo
antibiotik) je pravdépodobné, ze se lyzogenni cyklus pfeméni na cyklus lyticky. (Ye et al.

2019; Zavodska 2006)

Obrdzek 8: Zivotni cyklus bakteriofiga
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Zdroj: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412019305410 (upraveno)

2.3 Pocatky a soucasnost fagové terapie

Po objeveni bakteriofagt byla mysSlenka fagové terapie pfijata s nadSenim a v mnoha
piipadech 1 realizovéana. (Kakasis a Panitsa 2019) Roku 1917 v PafiZi zah4jila spolecnost
d’Herelle testovani fagové 1é€by na lidskych pacientech s tézkou uplavici. I pies pocatecni
neduvéru byla 1écba G€innd, pacienti se zacali zotavovat do 24 hod po podani prvni 1é¢ebné
davky. Prvni klinickd studie vysla roku 1921, sepsal ji Bruynoghe a Maisin. Bakteriofagy
slouzily k 1é€bé koZnich furunkli a karbunkld, do jejichz okoli byl injekéné aplikovan
specificky fag. Bruynoghe a Maisin popsali jasny ditkaz klinické regrese infekce do 48 hod

se snizenim bolesti, otoku a horecky pacientd. (Wittebole et al. 2014)
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Objeveni a zavedeni antibiotik ve 40. letech 20. stoleti vyustilo k upusténi od
vyzkumu bakteriofagli. Vyvoj a pouzivani fagové terapie pokracovalo pouze v Polsku,
Rusku, Gruzii a v celém SSSR. Pfedevsim na Zapad¢ zlstala fagova terapie kontroverznim
tématem, protoze existovalo velmi malo publikovanych studii spliiujicich tehdejsi standardy

klinického vyzkumu. (Nikolich a Filippov 2020)

Vétsina historickych dat o pouzivani a vyvoji fagové terapie je spojena se dvéma
misty: Hirszfeldovym institutem imunologie a experimentalni terapie v polské Vratislavi a
Eliavovym institutem v Tbilisi, ktery se nachazi v Gruzii. Hlavnim zaméfenim institutu
Eliava byla vyroba a terapeutické pouziti fagovych koktejlii zamétujicich se na specifické
patogenni bakterie. Naproti tomu Hirszfeldiv institut byl pfedev§im zaméten na vyzkum

fagové terapie. Oba instituty jsou v provozu dodnes. (Kakasis a Panitsa 2019)

Nadmérné uzivani antibiotik v poslednich letech zapficinilo stdle se zvySujici
mikrobialni rezistenci, a proto se bakteriofagy dostaly do poptedi vyzkumu. Vyspélé zemé
si jsou védomy velkého potencidlu fagové 1écby, a tak Belgie a Francie schvalily
terapeutické pouziti fagl, zatimco napiiklad ve Spojenych statech vyzkum stale probiha.

(Nikolich a Filippov 2020)

2.3.1 Fagova terapie v Ceské republice
Od 70. let 20. stoleti probihal vyzkum fagové 1écby 1 na tGzemi tehdejSiho

Ceskoslovenska pod vedenim RNDr. Jiitho Pillicha, CSc. na Biofyzikalnim tstavu
Akademie véd v Brné. Fagové preparaty nazyvané jako Stafal, Stava a Stava-nasal,
pfipravované pomoci virulentnich a polyvalentnich stafylokokovych fagh, slouzily
k inhibici stafylokokovych furunkuléz, osteomyelitid, mastitid a dalSich infekci. Pozdéji
vyrobu fagovych preparati prevzaly spolecnosti SEVAC, a. s. a Sevapharma, a. s. (Eyer et
al. 2007)

V soudasnosti se 1é¢iva Stava a Stava-nasal v CR jiz nevyrabéji. (Eyer et al. 2007)
Ve spolupraci s Ustavem experimentalni biologie Pirodovédecké fakulty Masarykovy
univerzity v Brn€ se soukroma firma Bohemia Pharmaceuticals, s. r. 0. zabyva dalsi inovaci

protistafylokokového ptipravku Stafal®. (ANON. nedatovano)
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2.3.1.1 Stafal®

Stafal® je protistafylokokovy bakteriofagovy preparat slouzici k lokdlni 1écbé.
Obsahuje vysoce ucinné polyvalentni virulentni fagové partikule se silnym a okamzitym
rozpoustécim uc¢inkem. (ANON. 2014) Pasobi na celou Skalu kment Staphylococcus aureus,
vcetné kmeni MRSA. ,, V soucasné dobé je tekuty Stafal® registrovan na Slovensku jako
lecivy pripravek spolecnosti Bohemia Pharmaceuticals. Ve spolupraci s Masarykovou
univerzitou v Brné probiha neustaly vyvoj stabilnéjsi lyofilizované praskove formy. Na rozdil

od kapalné formy ma minimalni dobu pouzitelnosti 30 mésicii. “ (ANON. nedatovano)

Tento pfipravek je standardizovany podle koncentrace specifickych
bakteriofagovych &astic, jejichz pocet musi v 1 ml dosahovat minimalné 1 x 107. Pouziva
se keliminaci stafylokokovych bunck zloZisek a potencionalnich zasobdren infekce
(pfedevsim z hornich cest dychacich). Stafal® se také stal lékem pro chronické
stafylokokové infekce, predevsim u infekei postihujici hluboko ulozené mékké tkan€, u

nichz hrozi ptechod do sepse. (ANON. 2014)

Jeho aplikace je velmi rdznorodad. Pacientovi se miize aplikovat pfimo do
postizen¢ho mista pomoci obvazii a gdz namocenych v léku Stafal®, sprejovanim nebo
vyplachem. Pfi pouziti 1éku do nosnich direk se podévaji 1 az 2 kapky. Podle klinického
nalezu se zpravidla aplikuje 2x denné. (ANON. 2014)

2.4 Porovnani fagové terapie oproti antimikrobialni 1é¢bé

Antibiotika byla objevena v dobé€, kdy jest€¢ mély bakteridlni infekce vysokou
umrtnost. Tim se stala vysoce atraktivnimi, pfedevS§im diky svému Sirokospektralnimu
ucinku, ktery umoziuje jejich pouziti proti Sirokému spektru bakteridlnich kmenti bez
nutnosti pfesného urceni infekéniho agens. Nicméné tato hlavni vyhoda byla také velkou
nevyhodou. Vzhledem k tomu, Ze jsou antibiotika relativné nespecificka vici bakteriim,
eliminuji také organismu prospéSnou komenzalni mikrofloru, zejména ve stievé - po
peroralnim podani antibiotik. Tento vliv na lidsky organismus je dale spojen s vedlejSimi

ucinky, jako jsou stfevni potize nebo sekundarni infekce. (Ganeshan a Hosseinidoust 2019)

S pomoci bakteriofagii bychom se mohli témto problémim zcela vyhnout, protoze
bakteriofagy jsou velmi specifické. To znamend, Ze Ize vyrobit takova fagova terapeutika,
ktera by byla u¢inna proti konkrétni infekci. Tim dojde k likvidaci pouze ptvodci infekce a

sttevni mikrobiom zlstane zachovan. Bohuzel nic neni jednoduché, jak se zda. Mnoho
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infekei je polymikrobidlnich, coz by vyZzadovalo pouziti spiSe fagovych koktejli namisto

¢istého preparatu tvoreného jednim druhem faga. (Ganeshan a Hosseinidoust 2019)

2.4.1 Vyhody fagové terapie
Na zéklad¢ klinickych studii z minulych let ma fagova terapie v urcitych ptipadech

vy$si ucinnost nez 1é¢ba pomoci béznych antibiotik. (Eyer et al. 2007)

Jak jiz bylo uvedeno vyse, velkou vyhodou bakteriofagii je jejich vysoka
specificnost, tj. obvykle postihuji pouze patogenni mikroby, a tudiz nijak neohrozuji

prirozenou mikrofloru ¢loveka. (Sulakvelidze et al. 2001)

Bakteriofagy na rozdil od antibiotik, ktera jsou metabolizovdna a vyluCovana z téla
ven, se replikuji pfimo v misté infekce. Tim padem jsou k dispozici ptesné tam, kde je jich

potieba. (Sulakvelidze et al. 2001)

U bakteriofagové 1écby dosud nebyly popsany zadné zavazné nezadouci Ucinky.
Objevilo se par méné¢ vyznamnych vedlejsich uc¢inkt, nejspiSe spojenych s endotoxiny
uvolnovanymi z lyzovanych bakterii. Tyto U€inky vSak lze pozorovat i u antibiotické 1éCby.

(Sulakvelidze et al. 2001)

Velkou vyhodou fagi je jejich obrovskd rozmanitost. V biosféfe se vyskytuji ve
velkém mnozstvi, proto je relativné rychlé a snadné nové fagy vyhledat a izolovat, 1 kdyz si

bakterie vytvoii vi¢i nim rezistenci. (Ganeshan a Hosseinidoust 2019)

., Mechanismus bakteridlni rezistence na antibiotika a fagy je zcela odlisny.*
(Ganeshan a Hosseinidoust 2019) Tudiz bakterie, které jsou rezistentni na antibiotika,
mohou byt 1éené pomoci fagové terapie a naopak. Tato kombinace terapie piedstavuje

zajimavou strategii 1éceni vysoce rezistentnich infekci. (Ganeshan a Hosseinidoust 2019)

2.4.2 Mozné nevyhody fagové terapie
I pfes vSechny uvedené vyhody, existuje n€kolik omezeni v pouzivani této 1écby.

Velkou nevyhodou fagové terapie je potieba rychle urcit presnou piicinu vzniku
infekce. Vysoka specifi¢nost fagové terapie proti specifickym patogeniim je hlavni vyhodou,
ale také znacné komplikuje jejich podani. Klinicky vzorek musi byt izolovan, kultivovéan a
identifikovan pomoci standardnich mikrobiologickych diagnostickych postupti. Poté se musi
stanovit citlivost etiologického mikroorganismu k fagu. Nakonec mize byt vybran vhodny

bakteriofagovy preparat. Ve vysledku je tento proces velmi zdlouhavy. Problém by mohl byt
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vyfesen s pomoci pouziti polyvalentnich fagii a smési z nich ptipravenych, diky nimz by

fagy pusobily na Siroké spektrum bakterii. (Eyer et al. 2007; Wittebole et al. 2014)

Mezi dalsi nevyhodu fagové terapie miiZzeme fadit potencidlni schopnost
bakteriofag prenést DNA z jedné bakterialni buiikky na jinou. Tento pfenos genetického
materidlu, tzv. transdukce, by mohl byt zodpovédny za pienos raznych determinant
patogenity a faktord virulence, které by mohly vést k vyvoji nového mikroba, nebo dokonce

odolnéjsi bakterie. (Wittebole et al. 2014)

Bakteriofagy jsou na rozdil od béznych antibiotik slozené pouze z proteinli a
nukleovych kyselin. Tudiz jako biologicky aktivni latky maji schopnost interagovat
s lidskym imunitnim systémem a dal$imi bunikami v téle, kde se mohou aktivné replikovat a

vyvijet. (Ganeshan a Hosseinidoust 2019)
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PRAKTICKA CAST
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3 CIL PRACE

Vzhledem k nartistajicimu vyskytu rezistentnich kment Staphylococcus aureus
k oxacilinu (tzv. MRSA) se alternativni terapie stafylokokovych infekci stale vice dostava
do povédomi mnoha védcii. Fagova terapie by mohla v budoucnu nahradit bézné antibiotické

preparaty.

Hlavnim cilem této bakaldiské prace bylo zjistit ti€inek a citlivost bakteriofagového

lyzétu k izolovanym kmentm S. aureus a porovnat ji s citlivosti k testovanym antibiotikim.
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4 VYZKUMNE OTAZKY

1) Jaka je ucinnost fagového lyzatu na izolované kmeny S. aureus?

2) Jaké rozdily ve vysledcich miizeme pozorovat mezi citlivostmi kmenit MSSA a MRSA

k fagovému lyzatu?
3) V jaké nejnizsi koncentraci je fagovy lyzat jesté ucinny?

4) Jaké jsou rozdily citlivosti kment S. aureus k fdgovému lyzatu a antibiotikiim?
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5 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Pro vyzkum této bakalatské prace bylo pouzito 30 kment Staphylococcus aureus,
které byly izolovany z klinickych vzorki na Ustavu mikrobiologie FN Plzefi. Tyto vzorky
pochézely od pacientli z ambulantnich i lazkovych zatizeni FN Plzen, sbirany byly po dobu
dvou mésicii na jate roku 2020. Pivod klinickych materiali je velmi rozmanity. Kmeny S.
aureus byly izolovany ze zavaznych ran na rtuznych mistech téla, dale ze sputa,
z nosu, tracheélniho aspiratu, bronchoalveolarni lavaze, moce, krve nebo z vytéru z uretry ¢i
pochvy. V izolovanych kmenech se vyskytovaly piredev§im MRSA kmeny, které byly
tvofeny HA-MRSA, objevil se vSak i jeden ptipad CA-MRSA.
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6 METODIKA PRACE

6.1 Testovani citlivosti k antibiotikiim

Stanoveni citlivosti na antibiotika bylo testovano diskovym difuznim testem na
Mueller-Hinton (MH) ptdé. Testy byly provadény na Ustavu mikrobiologie FN Plzefi a
jejich vyhodnoceni se fidilo dle interpretacniho kritéria EUCAST. Vysledky vySetieni

citlivosti byly zaznamenany v LIS.

Zakladni sestavu testovanych antibiotik tvofil erytromycin (ERY), cefoxitin (CXT),
gentamicin (GEN), trimetoprim/sulfamethoxazol (COT), tetracyklin (TET) a clindamycin
(CLI). V ptipadé mocovych infekci byla zdkladni sestava doplnéna o furantoin (FUR) a
oxacilin (OXA). Pfi prvnim zadchytu MRSA byla pouzita rozSifend antibiotickd sestava,
kterou tvofil rifampicin (RIF), linezolid (LNZ), tigecyklin (TGC), chloramfenikol (CMP) a
ciprofloxacin (CIP). Pokud se vSak materidl dostal od stejného pacienta do laboratoie
opakovang, jiz se tyto rozsifené sestavy ATB ned¢laly, sledovaly se pouze zdkladni. Pokud
se jednalo o dilezity materidl s moZznymi zdvaznymi zdravotnimi komplikacemi, provadé¢la

se roz§ifena kombinace i opakovang.

Tabulka 4: Zkratky antibiotik a obsah antibiotik v discich

Zkratka v LIS Zkratka Oxoid Disk pg Antibiotikum

CXT FOX 30 30 Cefoxitin
CIp CIP 5 5 Ciprofloxacin
CLI DA 2 21 Clindamycin
ERY E 15 15 Erytromycin
FUR F 100 100 Furantoin
GEN CN 10 10 Gentamicin
CMP C30 30 Chloramfenikol
LNZ LZD 10 10 Linezolid
OXA 0X1 1 Oxacilin
RIF RD 5 5 Rifampicin
TET TE 30 30 Tetracyklin
TGC TGC 15 15 Tigecyklin
COT SXT 25 25 Trimetoprim/
sulfamethoxazol

Zdroj: viastni
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Princip diskového difuzniho testu
Principem metody je to, ze mikrob nevyroste kolem antibiotického disku, ktery je

polozeny na vhodném kultivaénim médiu. Po difuzi ATB do média dojde k vytvoreni zony
inhibice okolo tohoto disku. Velikost vytvoiené inhibi¢ni zony, respektive jeji pramér, je
porovnavan s hrani¢ni inhibi¢ni zoénou, tzv. break-pointem udanym vyrobcem. Piekroci-li
velikost inhibi¢ni zény hrani¢ni zénu, znamena to, Ze je testovana bakterie k antibiotiku

citliva. (Votava 2010)

Pomiicky
rukavice, bakteriologické klicky, tampony, zkumavky, Pasteurovy pipety, plynovy

kahan

Reagencie
Mueller-Hinton (MH) agar, antibiotické disky, zkumavky s fyziologickym roztokem

Mikroorganismy
kmeny Staphylococcus aureus

Pristroje
denzitometr, vortex, dispenzory ATB diskt, digitadlni posuvné meéfitko, inkubator

35+/-1°C

Postup
Na pracovnim misté byly pfipraveny zkoumané kultury, zkumavky s fyziologickym

roztokem a také misky, které bylo potieba popsat pomoci laboratornich cisel (vzdy
pismenem a troj¢islim). Pfiblizné 4 aZ 5 kolonii zkoumaného kmene S. aureus bylo
pfeneseno bakteriologickou klickou do zkumavky s fyziologickym roztokem. Denzita
inokula byla upravena denzitometrem na hodnotu odpovidajici 0,5 McFarlandovy zékalové
stupnice. Spravnou hustotu jsme poznali podle toho, ze narostlé kolonie zacaly splyvat. Do
15 minut od pfipravy inokula jej bylo nutné v nékolika smérech naoCkovat sterilnim
tamponem tak, aby byl povrch kultivaéniho média (MH agar) rovnomérné pokryt. Nasledné
do 15 minut od naockovani inokula byly na povrch pidy naraZzeny pomoci dispenzort
pozadované antibiotické sestavy. Bylo zkontrolovdno, zda ATB disky pftiléhaly celou
plochou a nasledné byly naokované ptidy vlozeny do inkubatoru dnem vzhtru. Po 18 az 20
hodinach od pocatku inkubace byly zméteny priméry inhibi¢nich zén pomoci digitalniho
posuvného méftitka. Vysledky diskového difiizniho testu byly interpretovany podle pravidel
pro odecitani EUCAST.
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Obrazek 9: Rozsirend antibioticka sestava diskového difuizniho testu

Zdroj: viastni

Na obrazku 9 mulZeme pozorovat rezistenci testovaného MRSA kmene
k ciprofloxacinu, kdy neni vytvofena Zadnd inhibi¢ni zéna kolem papirového disku
nasycen¢ho prisluSnym mnozstvim antibiotika. Ostatni inhibi¢ni zény kolem diskl
antibiotik (rifampicinu, linezolidu, tigecyklinu a chloramfenikolu) ptekrocily referenéni

velikost zony udanou vyrobcem, to znamena, ze je kmen k témto antibiotikiim citlivy.
6.2 Priprava bakteriofagového lyzatu

Pomiicky
rukavice, zkumavky, pipety, provzdusinovaci ldhev, sterilni banika

Reagencie
masopeptonovy bujon (MPB), sterilni 0,22 % CaCla, chloroform (CHCI3)

Mikroorganismy
kmeny Staphylococcus aureus, bakteriofag (resp. stafylofag)

Pristroje
inkubator 30 °C

Postup
Jeden den pted vyrobou fagového lyzétu bylo ptipraveno inokulum S. aureus, jehoz

denzita odpovidala 0,5 McFarlandovy zédkalové stupnice. Do 100 ml cerstvého

masopeptonového bujonu bylo naockovano 2 ml narostlého stafylokokového inokula. Za

49



intenzivni aerace bylo v provzdusiovaci 1dhvi pfi teploté 30 °C inkubovano dalsi 4 hodiny.
Po kultivaci bylo asepticky pfidano 10 ml sterilniho 0,02M CaCl; a 5 ml piislusného
fagového lyzatu. Po 1 hodin€ byla provzdusinovaci lahev pfemisténa z inkubatoru do temna
a teploty laboratoie. Za 24 hod byl lyzat sterilizovan piidavkem 5 az 10 kapek CHCI3 na
10 ml lyzatu. Takto sterilizovany lyzat se nechal ptisobit 1 az 2 hodiny. Nakonec byl lyzat
pomoci pipety premistén do sterilni baiiky. Vytvoteny fagovy lyzat byl skladovéan v lednici

pii teploté 4 °C. (Kopecka a Rotkova 2017)
6.3 Testovani citlivosti kmenu Staphylococcus aureus k fagovému lyzatu

Pomuicky
rukavice, bakteriologické kli¢ky, tampony, zkumavky, Pasteurovy pipety, plynovy

kahan

Reagencie
krevni agar (Oxoid, Némecko), fyziologicky roztok (Ardeapharma, a. s., Ceska

republika), fagovy lyzat (vyrobeny doc. RNDr. Romanem Pantickem, PhD. na
Piirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity v Brng, Ceska republika)

Mikroorganismy
kmeny Staphylococcus aureus

Pristroje
spektrofotometr Spekol, inkubator

Postup
Na misto, kde byl provadén vyzkum, byly postupné pfipraveny vysetfované kultury,

popsan¢ krevni agary (Cislem kultury, rozdélené na 4 kvadranty podle koncentrace lyzatu),
stojan s popsanymi zkumavkami pro fyziologicky roztok a fagovy lyzat. Nékolik kolonii
bylo pfeneseno bakteriologickou klickou do zkumavky s fyziologickym roztokem. Na
spektrofotometru Spekol byla pfipravena suspenze o zdkalu 10, Pomoci pipety bylo
naneseno 20 pl stafylokokové suspenze na povrch krevniho agaru. Sterilnim tampdnem byla
suspenze vSemi smery rovnomérné rozetiena. Takto naockovana ptida se nechala 5 min

inkubovat pfi laboratorni teploté.
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Obrazek 10: Naockovani piidy stafylokokovou suspenzi
riz

Zdroj: vlastni

B¢hem inkubace byl ptfipraven bakteriofagovy lyzat, ktery bylo potifeba natedit.

Lyzat byl nafedén na koncentrace 10°, 10!, 102, 10~ dle schématu:
e 10% 1 ml fagového lyzatu
e 10": 1 ml fyziologického roztoku + 1 ml fagového lyzatu
e 1072 1 ml fyziologického roztoku + 1 ml roztoku o koncentraci 10!

e 10°: 1 ml fyziologického roztoku + 1 ml roztoku o koncentraci 10
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Po inkubaci bylo postupné pipetovano na povrch agaru po 10 pl rizné koncentrace
fagové suspenze tak, aby se jednotlivé kapky nespojily a zaroven se nerozlily ke st€énam
misky. Misky byly nasledné€ vlozeny do inkubatoru (ne dnem vzhru, jinak by se kapky slily)
a kultivovany 24 hodin pfi teploté 37 °C.

Obrazek 11: Naneseni bakteriofdgového lyzatu na naockovanou piidu

Zdroj: vlastni

Po této kultivaci bylo mozné odecist vyslednou citlivost dan¢ho stafylokokového
kmene k figovému lyzatu. Za citlivé kmeny byly povazovany ty, které v misté
napipetovaného lyzatu vykazovaly konfluentni nebo semikonfluentni lyzi. Necitlivé kmeny

k fagovému lyzatu byly ty, u kterych lyze viibec neprobéhla.
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Obrazek 12: Citlivé a intermedidarné citlivé kmeny S. aureus k bakteriofagovéemu lyzatu

Zdroj: viastni

Obrazek 13: Rezistentni kmeny S. aureus k bakteriofagovému lyzatu

Zdroj: viastni
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7 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Graf 1: Typologie testovanych kmenii Staphylococcus aureus

MSSA
27%

= MSSA
= MRSA
MRSA
73%
Celkem 30 kmeni
Zdroj: viastni
Graf 2: Citlivost kmenii Staphylococcus aureus k bakteriofagovému lyzatu
Rezistentni
7%
= Citlivy

m Rezistentni

Citlivy .
93% Celkem 30 kmenit

Zdroj: vlastni
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Tabulka 5: Citlivost kmenit Staphylococcus aureus k bakteriofagovému lyzatu

Staphylococcus Citlivy  Rezistentni

aureus
MSSA 6 2
MRSA 22 0

Zdroj: vlastni

Tabulka 6: Typologie vysetiovaného klinického materialu

Klinicky material MSSA MRSA Celkem
Bronchoalveolarni lavaz 0 2 2
Krev 0 4 4
Moc¢ 0 2 2
§.tér z centralniho 0 1 |
Zilniho katetru

Stér z rany 8 2 10
Sputum 0 2 2
Trachealni aspirat 0 1 1
Vytér z krku 0 1 1
Vytér z nosu 0 5 5
Vytér z pochvy 0 1 1
Vytér z uretry 0 1 1
Celkem 8 22 30

Zdroj: vlastni

Graf 3: Citlivost kmenii S. aureus k fagovému lyzatu a zakladni antibioticke sestave
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Graf 4. Citlivost MRSA kmenii k fagovému lyzatu a zakladni antibiotické sestave
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Graf 5: Citlivost MRSA kmenu k fagovému lyzatu a rozsirené antibiotické sestave
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Graf 6. Citlivost MRSA kmenii k fagovému lyzatu a mocové antibiotické sestave
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Graf'7: Citlivost kmenii S. aureus v zavislosti na koncentraci bakteriofagového lyzatu
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DISKUZE

Vzhledem k narGstajici bakteridlni rezistenci vici antimikrobidlnim latkdm se
alternativni 16¢by, jako je bakteriofigova terapie, opét dostavaji na vysluni. Ceska
farmaceutickd spole¢nost Bohemia Pharmaceuticals ve spolupraci s Masarykovou
univerzitou v Brn¢ zacala vyrabét bakteriofagovy preparat pod ndzvem Stafal®. Tento
preparat je ur¢en na Sirokou skalu kment Staphylococcus aureus, véetné MRSA. Bohuzel
pro nd$ vyzkum nemohl byt pouzit z divodu pferusené vyroby v nadvaznosti na COVID-19
pandemii. Za ucelem hledani novych alternativ v 1€cb¢ rezistentnich partikuli bylo cilem
tohoto vyzkumu ovéfit citlivost kment S. aureus k fagovému lyzatu s ohledem na budouci

pouziti fagl v terapii.

V této bakalarské praci byl k vyzkumu pouzit soubor 30 vzorkli kment S. aureus
pochazejicich od pacientli z ambulantnich i lizkovych zatizeni FN Plzen. Tento soubor
obsahoval 8 (27 %) citlivych kment S. aureus (MSSA) a 22 (73 %) methicilin-rezistentnich
kment S. aureus (MRSA) (Graf 1). Rozdilné poméry v zastoupeni MRSA kment
v klinickych vzorcich uvadéji studentky Janeckova (2013) (10 %) a Hochmanova (2018)
(7,4 %), jejichz pilotni studie byly provedeny v uzké spolupraci s Masarykovou univerzitou
v Brné. Tento rozdilny pomér v zastoupeni je zcela ziejmy. Pro nasi studii byl pouzit
mnohem mens$i po€et vzorkil, vzorky nebyly sbirdny kontinudln€ a diraz byl kladen
pfedevSim na sbér MRSA kment, protoZe predstavuji mnohem vétsi globalni problém. Jak
ve své studii uvadi Belbase et al. (2017), hlavnim zdrojem MRSA u hospitalizovanych
pacientdl je kolonizovany zdravotnicky personal, coz zplisobuje vyssi miru infekci mezi
nimi. Na§ vyzkumny soubor obsahoval pouze 1 (1 %) kmen komunitné pfendSenych MRSA
(CA-MRSA), zdrojem téchto komunitné $ificich se infekci mohou byt pravé kolonizovani
zdravotniCti pracovnici, ktefi prenaSeji MRSA do své domacnosti, a tim je S$ifi do
komunity. ,, Prijati pacienti, kteri byli behem pobytu v nemocnici kolonizovani, mohou také

pusobit jako alternativni zdroje pro komunitni infekce MRSA. “ (Belbase et al. 2017)

Staphylococcus aureus je jednim z nejCastéji nalézanych bakteridlnich patogent,
které osidluji lidsky organismus. Z tohoto diivodu je miZeme izolovat z nejriznéjSich mist
¢1 tekutin (Tab. 6). Mezi nejcasté;jsi klinicky material, odkud byl S. aureus izolovan, patiil
stér z rany (33 %). Timto jsme ovéfili, ze k propuknuti onemocnéni zpravidla dochazi pti
poruseni kozni bariéry a zaroven pfi vystaveni organismu velké davce virulentniho kmene.

Néchylngjsi k infekci tedy byvaji pacienti po operacnim vykonu nebo urazech. Kmeny
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MRSA byly nejcastéji izolovany z vytéru z nosu (23 %). To odpovida vysledkiim statistik,
kdy je vétSina nozokomidlnich infekci vyvolanych S. aureus zplsobena pravé MRSA

kmeny. (Rachman et al. 2017)

Tato studie prokazala, ze mikrobidlni rezistence na bézna antibiotika stale roste,
s vyjimkou trimetoprimu/sulfamethoxazolu a tetracyklinu, ke kterym byly v nasi studii
vSechny kmeny S. aureus citlivé (Graf 3). V disledku hojného vyuZzivani erytromycinu
k 1é¢be zejména primarnich stafylokokovych onemocnéni, je jeho role v terapii stale
omezengjsi kvili zvySujici se rezistenci. (Ansari et al. 2014) V nasem souboru vzorkl bylo
celkem 72 % kmenil S. aureus rezistentnich na erytromycin, ve srovnani s piedchozimi
obdobnymi studiemi v Brn¢, které vykazuji rezistenci 24 % (Janeckova 2013) a 16 %
(Hochmanova 2018). Tento rozdil je dan tim, Ze na$ soubor obsahoval mnohem vétsi

zastoupeni MRSA kment, které jsou vici erytromycinu odolné.

V této bakalaiské praci jsme zkoumali G€innost bakteriofagového lyzatu na kmeny
S. aureus. Celkem bylo z 30 vySetfovanych kmena 28 (93 %) kment citlivych a 2 (7 %)
kmeny S. aureus rezistentnich k bakteriofagovému lyzatu (Tab. 5). Tyto dva kmeny patii
mezi MSSA, jsou stejného pivodu, tj. byly izolovany ze stéru z rany a vykazuji odolnost
vuci pisobeni erytromycinu. Bakteriofagovy lyzat ptisobil proti vSem MRSA kmentim, tzn.
byl 100 % Uc¢inny (Graf 4, 5, 6). Janeckova (2013) se domniva, Ze tato vysoka citlivost by
mohla byt dana vysokou epidemiologickou piibuznosti kmenlit MRSA. Tento zavér je vSak
nutné potvrdit pomoci molekularné-biologickych metod. Velmi podobného vysledku se
dopracovali 1 Dvotackova et al. (2020), kteti publikovali ke konci roku 2020 studii, jejimz
cilem bylo otestovat nachylnost vybranych kment S. aureus k antimikrobidlnim latkam a
preparatu Stafal®. Zkoumany soubor zahrnoval 1 podil kment rezistentnich na methicilin
(MRSA), zjisténych v laboratotich Mikrobiologického Ustavu Lékarské fakulty Masarykovy
univerzity a Fakultni nemocnice u sv. Anny, Brno v letech 2011-2018. Dvotackova et al.

(2020) uvedli, ze 99 % kmenit MRSA bylo citlivych na bakteriofAgovy preparat Stafal®.

Bakteriofigovy lyzat jsme testovali ve 4 koncentracich: 10°, 107!, 102 a 103. Na
grafu 7 miZeme vidét citlivost kmenil S. aureus v zavislosti na koncentraci lyzatu. Bohuzel
koncentrace faga nezavisela na citlivosti S. aureus. Proto jsme provedli kontrolni test,
abychom se ujistili, zda lyzat naptiklad svoji hustotou neodplavi zlatého stafylokoka. Pokus
spocival v tom, Ze jsme na nao¢kovanou pudu, rozdélenou opét do ¢tyt kvadrantii, postupné

napipetovali fyziologicky roztok a fyziologicky roztok s bakteriofagovym lyzatem
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v pomérech 100:1, 50:1 a 25:1. Vysledky tohoto testu nase obavy vyvratily (viz Ptiloha A,
Obr. 14). Dalsim ukolem bylo zjistit minimalni koncentraci lyzatu, ktera jesté bude inhibicné
pusobit proti stafylokokiim. Postupnym fedénim lyzatu desitkovou fadou jsme se dostali az
na hodnotu 107!, niz§i koncentrace lyzatu jiz nepisobily. Takto nizkd koncentrace lyzatu
mohla zpiasobit horsi ptilnuti fagh k bakteridlnim sténdm, ¢imz nemohlo dojit ke zniceni
bakterii. Ackoli byl nd$§ bakteriofagovy lyzat urCen priméarné pro inhibici S. aureus,
vyzkouseli jsme ho pouzit i na jiné bakterie (viz Pfiloha A, Obr. 15, 16 a 17). Jak jsme
predpokladali, fagovy lyzat neptsobil na tyto bakterie. Je vSak zajimavé, ze tyto bakterie
vykazovaly souvisly riist na krevnim agaru, zatimco u rezistentnich kmend S. aureus byla

vidét ohrani¢end mista presné tam, kde byl lyzat napipetovan (Obr. 13).
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ZAVER

V poslednich nékolika desetiletich stoupd vlivem nadmérného ptedepisovani a
uzivani antibiotik bakteridlni rezistence, kterd vyzaduje okamzitd feSeni. Dnes je prozatim
vétsina infekei relativné dobie 1éCitelna. Za par let se vSak miize stat, ze lidé budou umirat 1
na diive terapeuticky nendro¢nd primdrni onemocnéni. Vyvoj novych antibiotik je
v nedohlednu, protoze farmaceutické firmy nechtéji vyrabét nova antibiotika z divodu
nizkych ziskd. Vhodnou strategii k vyfeseni tohoto celosvétového problému by mohlo byt

vyuziti alternativnich terapii, naptiklad bakteriofagové 1écby.

Bakteriofagova lé¢ba ma pomérné dlouhou historii. Zazila jak vrchol raného nadseni
po jejich objeveni, tak i upadek kvili zavedeni antibiotik. Dnes se ji v§ak dostava zaslouzené
pozornosti. Zatimco vétSina zapadoevropskych zemi nema v alternativni 1é€cbu pfrilis velkou
davéru, v Polsku, Rusku a Gruzii je bakteriofagova 1écba soucésti bézné terapie
bakterialnich infekci. Proto je potfeba se zaméfit na pritkkaz bezpecnosti a t€innosti této

1écby, kdy je dilezité provadét vice modernich randomizovanych klinickych studii.

Pro vyzkumné ucely této prace byly pouzity kmeny Staphylococcus aureus, které
slouzily jako hostitelské buiiky pro bakteriofagy. Ackoli Alexander Fleming objevil u¢inek
penicilinu pravé na samotném zlatém stafylokoku, dnes se tyto kmeny fadi k jedné
z nejobavangjSich globalnich hrozeb zdivodu =zvysujicich se antimikrobidlnich
mechanismu, kvili nimz jsou stafylokoky odolné viici plsobeni vétSiny klasickych

antibiotik.

Vramci této vyzkumné prace bylo celkem otestovdno 30 kmenl S. aureus
k bakteriofagovému lyzatu. Pomérnou vétSinu kmenl S. aureus tvotily MRSA kmeny.
Zjistili jsme, ze ucinnost bakteriofagového lyzatu je velmi dobra, 93 % kment S. aureus
bylo citlivych a 7 % kment rezistentnich. Mezi tyto rezistentni kmeny nepatfily kmeny
MRSA, jejich citlivost byla 100 %. Nejnizsi koncentrace lyzatu, kterd jeSté ucinné ptsobila
vii¢i stafylokokiim, byla zméfena do hodnoty 107!, P¥i porovnéni bakteriofdgového lyzatu s
ucinnosti antibiotik lze fici, Ze jsou stafylokoky v laboratornich podminkdch mnohem
citlivéjsi k fagovému lyzatu nez k béZné pouzivanym antimikrobidlnim latkam. Na zakladé
vysledkli zjisténych testovanim bakteriofagového lyzatu se domnivame, Ze je tato
alternativni 1é€ba vhodnym kandidatem pro 1é¢bu stafylokokovych infekei, u nichz klasicka
antibioticka 1é¢ba jiz selhala. K ovéfeni u¢innosti této terapie v in vivo podminkach bude ale

pravdépodobné potieba jesté celé fady testu.
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PRILOHY
Priloha A — Testovani bakteriofagového lyzatu

Obrazek 14: Testovani koncentraci bakteriofagového lyzatu

Fyziologicky Fyziologicky.
roztok + lvzit roztok
100:1

Fyziologicky
roztok + lyzdt
50:1

Zdroj: vlastni

Obrazek 15: Testovani ucinnosti bakteriofagového lyzatu na Streptococcus agalactiae

Zdroj: viastni



Obrazek 16: Testovani ucinnosti bakteriofagového lyzatu na Enterococcus faecalis

Zdroj: vlastni

Obrazek 17: Testovani ucinnosti bakteriofagového lyzatu na Escherichia coli

Zdroj: vlastni
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Preji Vam hodné uspéchu pfi studiu.

Mgr. Be. Svetluse Chabrova
manazerka pro vzdelavani a vyuku NELZP
zastupkyné naméstkyné pro os. péci

Utvar naméstkyné pro os. péci FN Plzeit
tel.. 377 103 204, 377 402 207
e-mail: chabrovas@jfnplzen.cz
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