PRACE S BAKTERIOFAGEM

Teoreticka ¢ast:
Bakteriofagy (fagy bakterii) jsou viry napadajici bakterialni burky.

Nukleova kyselina bakteriofaga ( jedno nebo
dvoufetézcova, kruhova nebo linearni, DNA
nebo RNA) je ulozena v proteinové kapsidé
vétSinou tvaru ikosahedru, kterd je pomoci
krcku  spojena s bicikem = umisténym
v kontraktilni pochvé. Na bazalni ploténku
biciku jsou napojena bicikova vlakna slouzici
pro piichyceni na povrchové receptory
bakteridlniho hostitele.

Obr. 1 — pfevzato z....

Velikost bakteriofaghh nabyva od 20 do 200 nm. Jejich pocet je v prostiedi asi
desetkrat vyssi nez pocet bakteridlnich bunék a jsou z 20 — 50ti % pficinou jejich mortality —
napomahaji tak kolob¢hu latek, zvySovani mnozstvi organickych latek v prostiedi. Geneticky
se neshoduji s ostatnimi viry; jejich evoluce probiha ruku v ruce s evoluci bakterii, a to jiz 3 —
4 biliony let. Jsou kontinudlné se vyvijejicicm rezervoarem gent.

Bakteriofagy byvaji izolovany hlavné z vody. Poprvé byly pozorovany v roce 1896
Ernestem Hankinem v Indii, v fece Ganze, kdy pozoroval jejich antibiotickou aktivitu proti
buitkam bakterie Vibrio cholerae. Prvni publikace na téma bakteriofagli se objevila v roce
1915, prvni zminka o terapeutickém vyuziti pak v roce 1919 v Pafizi, u ptipadi dysenterie.
Bakteriofagy schopné nicit patogenni bakterie zacaly byt hloubé&ji zkouméany po nastupu
objevu bakterialnich kment rezistentnich na téméf vSechna zalozni antibiotika. Od Sedesatych
let se totiz zaCaly objevoval prvni klinicky zavazné rezistence na antibiotikum meticilin, v 70
a 80 letech dochazelo k jejich Sifeni po Evropé¢ a USA. Jedny z prvnich nejrozséhlejSich
vyzkumt fagové terapie probihaly od Sedesatych let v zemich byvalého Sovétského svazu;
v Gruzii bylo naptiklad do n€které studii zahrnuto az 31 tisic détskych pacientii trpicich
prijmy. Zapadni Evropa a USA se k vyzkumu povétSinou pripojuje az v poslednich 20 - 30ti
letech.

Kazdy bakteriofdg ma Sirsi nebo uzsi rozmezi bakteridlniho hostitele. Nékteré fagy
jsou natolik specifické, Ze se mnozi jen v nékterych kmenech urcitého druhu bakterii. Fagy se
Sirokym spektrem hostitele jsou fagy polyvalentni.

Podle pribéhu zivotniho cyklu se fagy déli na dvé skupiny:



2)

1) virulentni fagy s lytickym
Zivotnim cyklem (zplsobuji
lyzi  hostitelského  kmene

%y plaise bakterie). Jejich zivotni cyklus
ma tyto faze: 1l.adsorpce
virionu na povrch citlivé buiiky
(u grampozitivnich  bakterii
vétSinou na teichoové
kyseliny), 2.penetrace nukleové
kyseliny faga do cytoplazmy
bunky, 3.replikace fagové
DNA s vyuzitim RNA
polymerazy hostitele, syntéza rané mRNA a proteinii kontrolujicich syntézu
dalSich virti, syntéza pozdnich bilkovin faga a kompletace novych virovych ¢astic
(virionl) a 4.uvolnéni viriond do vnéjsiho prosttedi umoznéné syntézou
endolyzin a lyzi builkky. Uvolnéné viriony pak mohou infikovat dalsi citlivé
buiiky. Pokud lyticka infekce probihd v tekutém mediu, dojde po uréité dobé k
vyCefeni média s narostlymi builkami hostitelského kmene a dostaneme tzv.
fagovy lyzat (kultivacni prostfedi obsahujici aktivni virové castice, zbytky
membran a vylity bunéény obsah). Pokud probiha lyze u hostitelského kmene na
agaru, vznikaji takzvané ,,plaky*, projasnéna mista. Plati pravidlo, ze kazda plaka
je vysledkem piisobeni jedné virové Castice.

<— Clear plaque

Obr. 2: pievzato z...

temperované fagy slyzogennim cyklem, které se rekombinaci zaclenuji do
genomu hostitele a jejich nukleova kyselina se tedy replikuje a ptfenasi na
potomstvo spolu s timto genomem. Takovyto temperovany fag se nazyva ,,profag®.
Profag se mize samoziejme uvolnit a vyclenit z nukleové kyseliny bakteridlni
buiiky, a to po piisobeni nékterych vnéjSich faktord jako je UV zéfeni, plisobeni
mutagend ¢i stresovych faktorti. Pfi chybném vyélenéni = ptfi posunuti ¢teciho
ramce — se muze spolu s genetickou informaci faga vyclenit 1 ¢ast genomu
hostitelské¢ bakterie. Tento proces se nazyva transdukce a napiiklad u druhu
Staphylococcus aureus je nejCastéjSim zpisobem horizontalniho pfenosu gena.
Bakteriofagu muze pfinaSet urCitym zptisobem vyhodné geny. Stejné tak i
bakteriim, nebot’ bakteriofdgy napomahaji napiiklad v shiftech sérotypl bakterii
(serotype-converting phages).
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Infekce bakteridlni bunky bakteriofdgem nemusi byt uGspéSnd — nékteré bakterie
piekryvaji své receptory pro navazani fagh napi. proteinem A, anebo, i pokud infekce a
penetrace prob&hne, bakterie vlastni tzv. restrikéné — modifikacni systémy = endonukledzy
$tépici cizorodou nukleovou kyselinu. To jsou hlavni problémy fagové terapie. Redenim je
izolace fagovych mutant, které jsou schopné pirekonat obranné mechanismy hostitele a
lyzovat tak ptivodné necitlivé kmeny.

Ptikladem modifikovanych fagh pro terapii je fag produkujici K1 — 5 endosialidazu
schopnou §tépit polysacharidovou kapsulu Escherichie coli — tento fag tedy napomahé boji
s biofilmem bakterii — a spolu s ostatnimi fagy tohoto typu vyznamné napoméha boji
s nozokomidlnimi infekcemi. DalSi modifikované fagy mohou produkovat proteiny
antagonistické komplementu imunitniho systému ¢lovéka — nejsou tedy vychytavany imunitni
odpovédi. Déle je mozno zminit tzv. chimerni fagy a rekombinace mezi nimi — vznikaji tak
napiiklad fagy s lytickymi a zarovei polyvalentnimi vlastnostmi.

U fagovych preparatl nutno zvazovat aplikaci — zda-li bude lokdlni ¢i systémova.
Pokud systémova, zda-li bude uspésna aplikace az do cilového organu, zda-li bude zachovana
stabilita fagovych ¢astic.

Vyhodou fagové terapie je jejich specifita pouze na patogenni mikroby a jejich
uspésnost zasahu (pokud spliuji Gspésnost lytického cyklu a pokud je u pacienta zndm
ptvodce onemocnéni). Fagova terapie se nevyuziva pouze v medicing, ale také pii oSetfovani
potravin proti bakteridlnimu napadeni a dale ve fytoterapii, v péstitelstvi a rostlinné vyrobé —
proti bakteridlnim onemocnéni rostlin.

Pomiucky:



% Organismy: Staphylococcus aureus SA 812, stafylofag 812

®

% Pomiicky:

- masopeptonovy bujon (MPB-M1)

- masopeptonovy agar (MPA-M2) - 2% a 0,7%,
- sterilni tris HCI pufr (pH 7,2)

- sterilni 0,22% CaCl,

- sterilni Petriho misky

- pipety

- zkumavky

- vodni lazen

- termostat

Princip:

Stanoveni titru fagového lyzatu metodou dvouvrstevného agaru

Ke stanoveni fagovych ¢astic se pouziva nepiimé metody, zalozené na tvorbé plak.
Plaky jsou projasnéné zony na tuhém mediu souvisle porostlém hostitelskym bakterialnim
kmenem. Vznikaji v misté, kde se v okamziku ockovani nachdzela aktivni fagova castice,
ktera dala po infekci vznik dal§im viriontim, ty napadly okolni citlivé bunky a tak v nékolika
po sobé nasledujicich lytickych cyklech dochazi k lyzi velkého poctu sousednich
hostitelskych bunék a vznika plaka. Plaka predstavuje potomstvo vzniklé z jedné fagové
Castice. Zaékladnim ptfedpokladem metody je, ze pocet hostitelskych bunék musi byt
mnohonasobné vyssi nez pocet fagovych Castic.

Postup:
1. Pfiprava fagového lyzatu:

- 2 ml narostlého 24h inokula S.aureus SA 812 naockujeme do 100 ml ¢erstvého
MPB v provzdusnovaci lahvi a za intenzivniho provzdusnovani pokracujeme v
kultivaci dalsi 4h pii stejné teploté (30°C)

- Po 4h asepticky piiddme 10 ml sterilniho 0,22 % CaCl, a 5 ml zasobniho
lyzatu faga 812 a pokracujeme v kultivaci.

- Po 60ti minutach pfemistime provzdusinovaci ldhev do temna a pokojové
teploty. Za 12 - 24h se médium vyceii. Pfesto zlstava urcity pocet necitlivych
bunék ve fagovém lyzatu. Proto lyzat sterilizujeme piidavkem chloroformu
(5 - 10 kapek na 10 ml lyzatu) - necha se piisobit 1 - 2 hodiny. Pak se lyzat
stahne sterilni pipetou a pienese do sterilni banky. V takto pfipraveném lyzatu
se pii teploté 4°C vyznamné neméni pocet aktivnich fagovych ¢astic po dobu 1
- 2 mésicu.

2. Ptiprava hostitelskych bunék:

Ze zasobni kultury S.aureus SA 812 naockujeme 20 ml sterilniho MPB (ve 100ml barce) a
kultivujeme 24 hodin pfi teploté 30°C.

3. Stanoveni poc¢tu virionu:




a) Lyzat faga 812 zfedime ve sterilnim tris HCI pufru postupem stejnym jako u plotnové
metody (vzdy sterilné¢ prendsime 0,1ml lyzatu nebo predchoziho fedéni do 0,9 ml pufru, na
kazdé fedéni pouzivame novou sterilni Spickou, dobfe michdme).

b) Pfipravime si sterilni zkumavky, které budou obsahovat 3 ml 0,7% MPA, rozvafené¢ho a
vytemperovaného na 45 °C. K 20ml hostitelskych bunék se sterilné ptida 2 ml 0,22% CaCl2.
Poté se pipetuje 0,3 ml inokula do kazdé zkumavky.

c¢) Na bakteriologické plotny s 2% MPA se pipetuje 0,1ml pfislusnych fedéni faga. Thned po
napipetovani se miska zaleje obsahem jedné zkumavky, krouzivym pohybem se agar
promicha s napipetovanou kapkou a ve vodorovné poloze neché utuhnout.

d) Misky umistime dnem vzhiiru do termostatu a kultivujeme pii 30°C 12 - 24 hodin.

Hodnoceni:
- pocitame pocet plak na miskach s nejvhodnéjSim fedénim, tj. takovym, kde
vyrista na 1 misce okolo 100 plak.
-k miskdm, na kterych je méné nez 10 plak pii hodnoceni nepiihlizime.
Vysledek dostaneme v PFU/ml.
Ptiklad vypoctu:
Na 3 Petriho miskach naotkovanych 0,1ml vzorku fedéného 107 se vytvofil nasledujici pocet
plak: 122,132, 139. 7 Aritmeticky priimér z t&chto hodnot je 131.
Titr lyzatu je: 131.10°=1,31.10" v 0,Iml, tedy ———» 1,31.10® v 1ml nefedéného
vzorku. Toto Cislo ve skute¢nosti vyjadiuje pocet fagovych ¢astic schopnych vytvaret plaky,
nikoliv absolutni pocet virionti, vysledek se proto uvadi v tzv. PFU = plaques forming units.
Titr naseho fagového lyzatu je tedy 1,31 . 10° PFU/m.

Nakres:
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5. aureus SAS12

Vyhodnoceni:

Zavér:
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