MASARYKOVA
UNIVERZITA

PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Charakterizace
mechanismu vedoucich
k synergickemu
terapeutickému efektu
fagu a antibiotik proti
stafylokokovym
Infekcim

Diplomova prace

FILIP KRIVAK

Vedouci prace: Mgr. Tibor Botka, Ph.D.

Ustav experimentalni biologie
Program Mikrobiologie
Brno 2023






=y
= O

= N



CHARAKTERIZACE MECHANISMU VEDOUCICH K SYNERGICKEMU TERAPEUTICKEMU EFEKTU
FAGU A ANTIBIOTIK PROTI STAFYLOKOKOVYM INFEKCIM

Bibliograficky zaznam

Autor:

Nazev prace:

Studijni program:

Vedouci prace:
Rok:
Pocet stran:

Klicova slova:

FILIP KRIVAK
Prirodovédecka fakulta
Masarykova univerzita

Ustav experimentélni biologie

Charakterizace mechanismi vedoucich k synergickému
terapeutickému efektu fagti a antibiotik proti stafylokokovym
infekcim

Mikrobiologie

Mgr. Tibor Botka, Ph.D.
2023

117

Synergicky efekt antibiotik a bakteriofagti, PAS, mechanismy
PAS, Staphylococcus aureus, stafylokokova infekce, antibioticka
rezistence



CHARAKTERIZACE MECHANISMU VEDOUCICH K SYNERGICKEMU TERAPEUTICKEMU EFEKTU

FAGU A ANTIBIOTIK PROTI STAFYLOKOKOVYM INFEKCIM

Bibliographic

Author:

Title of Thesis:

Degree Programme:
Supervisor:

Year:

Number of Pages:

Keywords:

record

FILIP KRIVAK

Faculty of Science

Masaryk University

Department of Experimental Biology

Characterization of mechanisms leading to a synergistic
therapeutic effect of phages and antibiotics against
staphylococcal infections

Microbiology

Mgr. Tibor Botka, Ph.D.
2023

117

Phage-Antibiotic Synergy, PAS, mechanisms of PAS,
Staphylococcus aureus, staphylococcal infection, antibiotic
resistance



CHARAKTERIZACE MECHANISMU VEDOUCICH K SYNERGICKEMU TERAPEUTICKEMU EFEKTU
FAGU A ANTIBIOTIK PROTI STAFYLOKOKOVYM INFEKCIM

Abstrakt

Vzhledem k rostouci hrozbé post-antibiotické éry je tieba hledat alternativni zptisoby
lécby bakterialnich infekci. Jednou z moZnosti je kombinace antibiotické a fagové te-
rapie, ktera v idedlnim pripadé vede k synergickému efektu (Phage Antibiotic Syner-
gy, PAS). Ten byl pozorovan u fady bakteridlnich druhi. Jednim z nich je Staphylo-
coccus aureus, jehoz ¢asto multirezistentni kmeny byvaji plivodci zavaZnych infekci.
Aby bylo moZné aplikovat PAS v klinické praxi, je nutné charakterizovat mechanismy,
jeZ za timto efektem stoji. Ackoliv byl piivod synergie u nékterych kombinaci antibio-
tik a fagl jiz objasnén, pro fadu jinych kombinaci neni fungovani PAS dostate¢né cha-
rakterizovdno. Nejasny je zejména mechanismus synergie mezi figy a antibiotiky
inhibujicimi proteosyntézu. JelikoZ jsou fagy zavislé na proteosyntéze hostitele, méla
by mit jeji inhibice na Zivotni cyklus figa negativni dopad. Nicméné fada studii popi-
suje i vtomto pripadé synergicky efekt. Tato prace testuje hypotézu, ze PAS muze
spocivat v inhibici bakteridlnich proteinli zapojenych do obrannych systémii proti
faglim, a tim se snazi prispét k objasnéni mechanismi interakce fagi a antibiotik
inhibujicich proteosyntézu. Zarovei se vénuje analyze stability fagli v 1ékovych for-
mach vhodnych pro pripravu terapeutik zaloZenych na PAS efektu.



CHARAKTERIZACE MECHANISMU VEDOUCICH K SYNERGICKEMU TERAPEUTICKEMU EFEKTU
FAGU A ANTIBIOTIK PROTI STAFYLOKOKOVYM INFEKCIM

Abstract

Due to the growing threat of the post-antibiotic era, alternative treatments for bacte-
rial infections must be investigated. One option is a combination of antibiotic
and phage therapy, which ideally leads to a synergistic effect (Phage Antibiotic Sy-
nergy, PAS). This has been observed in a number of bacterial species. One of them is
Staphylococcus aureus, whose often multidrug-resistant strains are the causative
agents of serious infections. In order to apply PAS in clinical practice, it is necessary
to characterize the mechanisms behind this effect. Although the origin of synergy has
been elucidated for some combinations of antibiotics and phages, for many other
combinations the functioning of PAS has not been adequately characterized. In par-
ticular, the mechanism of synergy between phages and antibiotics inhibiting protein
synthesis is unclear. Since phages are dependent on the host translational apparatus,
its inhibition should have a negative impact on the phage life cycle. However, a num-
ber of studies describe a synergistic effect in this case as well. This work tests the hy-
pothesis that PAS may be based on the inhibition of bacterial proteins involved
in anti-phage defence systems, and thus attempts to contribute to the elucidation of
the mechanisms of interaction between phages and antibiotics inhibiting proteo-
synthesis. In addition, it is focused on the analysis of phage stability in drug forms
suitable for the preparation of therapeutics based on the PAS effect.
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Uvob

Seznam pojmu a zkratek

Acr - anti-CRISPR proteiny

ATB - antibiotikum

bp - base pair (pary bazi)

CFU - kolonie tvorici jednotky (Colony Forming Unit)

CLMP - chloramfenikol

CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

ERY - erytromycin

ESKAPE - skupina nozokomialnich patogenti (Enterococcus faecium, Staphylo-

coccus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseu-
domonas aeruginosa, a Enterobacter spp.)

GEN - gentamicin

IR - vkladovy pomér (Input Ratio)

LMDM - Laboratot molekularni diagnostiky mikroorganismu

MGE - mobilni geneticky element

MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace (Minimal Inhibition Concentration)
MPA - masopeptonovy agar

MPB - masopeptonovy bujon

MRSA - meticilin-rezistentni S. aureus

NK - negativni kontrola

oD - opticka hustota (Optical Density)

ON - presnocni kultura (over-night)

PAS - synergicky efekt antibiotik a fagli (Phage-Antibiotic Synergy)
PBS - fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (Phosphate Buffer Solution)
PCR - polymerazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
PFGE - Pulzni gelova elektroforéza (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)
PFU - plaky tvorici jednotky (Plaque Forming Unit)

PK - pozitivni kontrola

SaPI - ostrov patogenity S. aureus

SCCmec - stafylokokova chromozomova kazeta obsahujici gen mecA
SpA - imunoglobulin G-vazebny protein A u S. aureus

ST - sekvenc¢ni typ

TET - tetracyklin

VRSA - vankomycin-rezistentni S. aureus

WHO - Svétova zdravotnicka organizace
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Uvob

1 Uvod

Antibioticka rezistence je globalni hrozbou, ktera vyzaduje hledani novych 1éciv
a alternativnich pristupili pri potlacovani bakterialnich infekci. Podle reportu Svétové
zdravotnické organizace (WHO) z roku 2019 v disledku antibiotické rezistence umi-
ra kazdoroc¢né 700 000 lidi. Pokud se soucasna situace nezlepsi, pak by se pocet obéti
antibiotické rezistence mohl v roce 2050 dostat az na 10 milion. Mezi nejvyznam-
néjsi multirezistentni patogeny patii Staphylococcus aureus, jez je ¢astym plvodcem
nozokomialnich nakaz.

Alternativou k antibiotikiim je fagova terapie, jejiZ slibnou inovaci je jeji kombi-
nace pravé s antibiotiky, jez maze vyustit v synergicky efekt (Phage Antibiotic Syner-
gy, PAS). Nicméné ma-li byt PAS uveden do praxe, je tfeba nejprve podrobné charak-
terizace mechanismi za néj zodpovédnych.

Predpokladanych mechanismli PAS bylo predstaveno hned nékolik, avsak pro
nékteré skupiny antibiotik je proces synergie stdle neobjasnén. Otazkou zlstava
zejména u antibiotik inhibujicich proteosyntézu. JelikoZ jsou fagy zavislé na translac-
nim aparatu hostitele, méla by inhibice translace mit na jejich Zivotni cyklus negativni
dopad. I presto byla popsana s antibiotiky inhibujicimi proteosyntézu fada synergic-
kych kombinaci.

Tato prace se snazi prispét k charakterizaci mechanismi, které za synergii s an-
tibiotiky inhibujicimi proteosyntézu stoji. Je zde predstavena a testovana hypotéza, Ze
mechanismus PAS spociva v inhibici exprese proteinii zodpovédnych za odolnost
bakterii k fagtim.

Lze predpokladat, Ze bude-li fagova terapie zavedena do bézné klinické praxe,
najde uplatnéni zejména v 1é¢bé povrchovych infekci. Na rozdil od nitroZilni aplikace
zde totiz distribuci faga nekomplikuje interakce se specifickou imunitou, v jejimz di-
sledku byla popsana inhibice aktivity fagti. Nicméné nejprve je tfeba najit vhodnou
formu preparati, ve které budou fagy dostate¢né stabilni a zaroven snadno aplikova-
telné na misto infekce. Proto se tato diplomova prace zaméruje i na testovani stability
fagl v preparatech s vyuzitim pii 1é¢bé povrchovych infekci S. aureus.
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2 Teoreticka cast

2.1 Staphylococcus aureus

Jedna se o zastupce kmene Firmicutes, tfidy Bacilli, fadu Bacillales a celedi Staphylo-
coccaceae (Schoch et al. 2020). S. aureus je grampozitivni kokovita fakultativné anae-
robni nepohybliva bakterie, ktera typicky tvori hroznovité shluky. Obsah guaninu
a cytosinu v genomu je pouze 36 % (Foster, 2001). Tento druh ziskal své jméno diky
produkci zZlutého pigmentu, jez vSak neni pravidlem. Zbarveni jeho kolonii se miize
pohybovat od svétle béZové aZ po syté Zlutou. K diagnostice této bakterie se bézné
pouziva katalazovy a koagulazovy test, pricemZ oba vychazi pro S. aureus typicky po-
zitivné. Pri diagnostice a izolaci se vyuZziva také vysoké osmotolerance této bakterie,
kdy selekéni médium pro stafylokoky obsahuje 7,5 % NaCl.

Tento oportunni patogen prirozené osidluje kizi ¢i sliznice savci a ptaki. Uvadi
se, Ze zhruba 30 % lidské populace je jeho bezpriznakovymi nositeli (Etter et al.
2020). K nejcastéjsim onemocnénim zpiisobenym touto bakterii patii infekce ran,
abscesy, sepse, syndrom toxického Soku ¢i syndrom oparené kiize, pricemz u stafylo-
kokovych infekci byva ¢astym problémem recidiva ¢i chronicky pribéh.

S. aureus je nechvalné znamy také pro svou ¢astou odolnost vii¢i antibiotické te-
rapii. Z tohoto diivodu se tadi do skupiny ESKAPE, jeZ zahrnuje vysoce virulentni pi-
vodce nozokomialnich nakaz, ktefi jsou schopni uspésné unikat ptisobeni bézné uzi-
vanych antibiotik (Mulani et al. 2019). Kromé S. aureus, se do této skupiny radi také
Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, a Enterobacter spp.

V kontextu antibiotické rezistence patti k nejvyznamnéjSim kmentm S. aureus
ty, jeZ nesou rezistenci vii¢i meticilinu (MRSA kmeny). Ta je kddovana genem mecA
lokalizovanym na stafylokokové chromozomové kazeté (SCCmec). SCCmec je mobilni
geneticky element (MGE), ktery umoziiuje velmi efektivni Sifeni rezistence napf. pro-
strednictvim transdukce (Hanssen et Ericson Sollid 2006). Vyznamnym rezervoarem
genl zodpovédnych za rezistenci vii¢i meticilinu jsou koaguldza-negativni stafyloko-
ky, jako napft. Staphylococcus epidermidis.

V Evropském kontextu je rozsireni kmeni MRSA velmi nerovnomérné. Zatimco
ve skandinavskych zemich je prevalence MRSA pod jedno procento, v oblasti vychod-
ni Evropy a Stfedozemniho more predstavuji multirezistentni kmeny mnohdy vice
nez 50 % izolatd (Recko 73,7 %, Rumunsko 54,5 %) (atlas.ecdc.europa.eu, 2021). Ve
vyraznych rozdilech v rozsireni rezistence maji hlavni slovo primérna spotieba anti-
biotik na pacienta spolu s predepisovanim vice nez jednoho antimikrobialniho pfti-
pravku (Borg et Camilleri 2021).

Pro 1écbu infekci zptisobenych MRSA se nejcastéji voli antibiotikum vankomycin.
Avsak v nedavné dobé byly izolovany i kmeny S. aureus rezistentni k vankomycinu
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(VRSA) (Cong, Yang, et Rao 2019). Podstatou této rezistence je opét prenos MGE, ten-
tokrat plivodem z bakterii rodu Enterococcus.

2.2 Stafylokokové fagy

Jako nadéjny alternativni zptsob 1écby stafylokokovych infekci se jevi fagova terapie.
Nicméné bakteriofagy nepredstavuji pouze potencialni nastroj 1éCby. Jejich nezastupi-
telnou ulohou je i horizontalni pfenos gent, lyzogenni konverze, selekce a fada dal-
Sich procest, které vedou k diverzifikaci hostitele. Fagy jsou tedy esencialni silou evo-
luce.

Vyznamnym selek¢nim faktorem bakterii jsou lytické fagy, které svij zivotni cyk-
lus realizuji infekci bakterie za tiCelem rychlé propagace, s naslednym uvolnénim po-
tomstva do prostiedi, coZ je doprovazeno smrti hostitele formou bunécné lyze.

Vyznamny vliv na strukturu genomu svych hostiteli maji temperované fagy, tedy
fagy se schopnosti zaclenit svou DNA do genomu hostitele (profagy) a navodit tak-
zvany lyzogenni cyklus. O jak vyznamné aktéry evoluce u stafylokoki se jedna, svédci
fakt, Ze vétSina izolat S. aureus nese vice neZ jednoho profaga (Ingmer, Gerlach,
et Wolz 2019). S. aureus sam o sobé je vysoce klonalni druh bakterie, ktery sdili kon-
zervované genomové sekvence (Feil et al. 2003). Diverzita tohoto druhu je tak ddna
predevsim pritomnosti MGE, jako jsou plazmidy, ostrovy patogenity nebo pravé pro-
fagy. Ty mohou nést geny kodujici nejriiznéjsi virulencni faktory, napt. Pantoniv-
Valentiniiv leukocidin, stafylokindzu, enterotoxiny ¢i exfoliativni toxiny (Xia et Wolz
2014). MGE a zejména profagy mohou také poskytovat svym hostitelim rezistenci
proti infekci dalSimi fagy, jak je podrobnéji popsano v kapitole 2.4.3 Specifické ob-
ranné mechanismy fagového pivodu.

VSechny dosud popsané fagy parazitujici na S. aureus patii do fadu Caudovirales
(Azam et Tanji 2019). Vyznacuji se charakteristickou morfologii, ktera sestava z pro-
teinové ikosahedralni hlavicky, obsahujici virovy dsDNA genom, a z fagového biciku,
ve kterém jsou obvykle zakomponovany proteiny vazajici se na receptor (Egido et al.
2022). Bicik tedy slouzi k adsorpci na hostitele a k injekci fagové DNA do jeho cyto-
plazmy. Podle rznych variaci v této morfologii miiZzeme stafylokokové fagy dale roz-
délit na sifoviry, podoviry a myoviry (Azam et Tanji 2019). Skupina sifoviri zahrnuje
fagy s dlouhym nekontraktilnim bi¢ikem a se stfedné velkym genomem (39-43 kbp).
Jedna se zejména o temperované fagy s typicky modularni strukturou genomu, viz
obrazek 1.
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Schéma modularni struktury

genomu sifoviru
velikost genomu: 40 kb

Hlavicka a

Lyzogenie DNA metabolismus shalovani DNA

Bicik

=

Virulence

Obrazek 1: Schématické znazornéni modularniho usporadani genomu zaclenéného profaga
patriciho do skupiny sifovira (Deghorain et Van Melderen, 2012; upraveno)

Podoviry se naopak vyznacuji velmi kratkym bicikem. Nesou méné rozsahly ge-
nom (16-18 kbp), jehoZ struktura je téZ modularni, avSak ne tak striktné jako u pred-

chozi skupiny. Z podovirid S. aureus je dobte
charakterizovan fag P68 s kapsidou o priimé-
ru 48 nm a s bicikem o délce 39,5 nm (obr. 2)
(Hrebik et al. 2019). Pro dspésnou adsorpci
faga P68 a ostatnich stafylokokovych podovi-
ry, je esencialni B-N-acetylglukosaminovy typ
glykosylace teichoové kyseliny, ktery je zpro-
sttedkovan glykosyltransferazou TarS (Li et
al. 2015). Oproti tomu a-N-
acetylglukosaminovy typ glykosylace zpro-
stredkovany pomoci TarM je zodpovédny za
rezistenci k podovirim. Na schematickém
znazornéni genomu faga P68 (obr. 3) je dob-
fe patrné rozdéleni na tzv. brzké geny, které
jsou exprimovany v prvni Casti infekce a
slouzi hlavné k prevzeti kontroly nad hostite-
lem a k pripravé na pozdni ¢ast infekce, bé-

Hlavni kapsidovy protein
gp20

DNA
Vnitini dfefiovy protein
gp22

Portalovy protein
gp19

Vlakno hlaviky Protein spodr11i8ho lime¢ku
14 gp
* N protein bicikov jehy
Vlakno biciku gp8
gp17

Vrek biciku

Hrot bi¢iku
gp11

Obrazek 2: znazornéni struktury virionu po-
doviru P68 (Hrebik et al. 2019, upraveno)

hem niZ se exprimuji tzv. pozdni geny, jejichZ produkty maji prevazné strukturni ¢i
lyticky charakter (Hrebik et al. 2019). Rozdéleni gent na brzké a pozdni neni speci-
fické pouze pro podoviry a je popsano téz u dalSich skupin faga.

18,227I

11BN,

a8 593 5pD (e <@ eadda
Vel pNApolymeraza  9P11  gpl2 gpl3 gpl4 gpl5gplé gpl7  gpl8 gpl9  gp20gp219p22
1 terminaza It 1
N NS
Brzkeé geny Pozdni geny

Obrazek 3: Schéma uspoiadani genomu podoviru P68 (Hrebik et al., 2019; upraveno)
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Treti skupinou jsou myoviry s dlouhym kon-
traktilnim bi¢ikem a velkym genomem (120-140
kbp). Modularni struktura jejich genomu neni tak
patrna jako u sifovirt (obr. 5). Typickym zastup-
cem terapeuticky vyuzivanych myovirtl je Kayvirus
812, ktery je blizce pribuzny fagu K (Li et al. 2015).
Fag 812 vykazuje znacné Siroké hostitelské spek-
trum, které zahrnuje i nékteré koagulaza-negativni
stafylokoky. MnoZstvi potenciadlnich hostitell Ize
navic jeSté rozsirit izolaci spontannich mutant
schopnych pomnoZit se i na plivodné rezistentnich
kmenech (Botka et al. 2019). Fag 812 ma kapsidu
o priiméru 90 nm a jeho kontraktilni bi¢ik dosahu-
je délky 240 nm (Novacek et al. 2016). Bicik je za-
konceny dvouvrstvou bazalni destickou, ve které
dochazi v reakci na adsorpci na hostitele ke kon-

00A

formacni zméné, ktera je spolu s naslednou struk- Obrazek 4: Virion kayviru 812 patfici
turni zménou v tubusu bi¢iku zodpovédna za kon- mezi myoviry pro nézje charakteris-
trakci bi¢iku a za uvolnéni figového genomu do Ucky kontraktilni bicik (Novacek et

v al.2016
cytoplazmy bunky (obr. 4). )
Prevzeti metabolizmu Lyze
hostitele buriky Strukturni proteiny Replikace a transkripce
20 ?00 40 I000 60 (I)OO 80 POO 100|000 120. 000 140l 000 bp

812

Obrazek 5: Znazornéni modularniho usporadani genti v genomu faga 812 (Botka et al., 2019;
upraveno)

2.3 Pozadavky na terapeutické fagy

Pfi vybéru terapeutickych fagi je treba zvazit hned nékolik parametri. Je zasadni,
aby fagy nenesly geny spojené s bakteridlni virulenci ¢i s rezistenci k antibiotikiim
(Azam et Tanji 2019). Zatimco vyskyt genii antibiotické rezistence v genomech fagi je
ojedinély, neni naopak vyjimkou, Ze koéduji virulenc¢ni faktory jako jsou enterotoxiny,
staphylokinaza, $-hemolysin, lipaza, exfoliativni toxin A ¢i Pantontiv-Valentintv leu-
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kocidin (Pantlicek et al. 2004). Dale jsou preferovany tzv. polyvalentni fagy, tedy fagy
s Sirokym hostitelskym spektrem (Hyman 2019). Ty zajistuji vétsi univerzalnost fa-
govych preparati a niz$i naroky na diagnostiku.

Pro terapeutické tcely se zpravidla voli pouze lytické fagy (Hyman 2019). Mirné
fagy se povazuji za nevhodné zejména z diivodu, Ze v ramci zabranéni superinfekce
poskytuji svym hostiteliim prostifednictvim lyzogenniho cyklu rezistenci vii¢i nasled-
né infekci stejnym ¢i pribuznym fagem. Dale je u nich béZné pozorovana transdukce
faktori virulence a rezistence. Dokonce i regulacni agentury, které pokrocily ve
schvalovani fagové terapie nejdale, povoluji pouze pouziti lytickych fagi (Abedon
etal 2011).

Avsak v pripadé néktery patogennich bakterii (popsano u Clostridium difficile)
nebyly lytické fagy dosud izolovany, coZ vyuziti fagové terapie zna¢né omezuje (Al-
ci kterého mohou byt odstranény geny esencidlni pri lyzogennim cyklu a ptivodné
mirny fag si tak zachova pouze lytické vlastnosti (Kilcher et al. 2018). Druhym pri-
stupem, ktery by mohl temperovanym faglim zajistit klinické vyuziti je kombinace
s antibiotiky, které indukuji excizi profagi (Al-Anany et al. 2021).

Komercni fagové preparaty tedy zpravidla obsahuji pouze lytické fagy, pred-
nostné myoviry, s vyjimkou ruského produktu Pyophage (Microgen), ktery obsahuje
také podovirus SCH1 (McCallin et al., 2018). Pfekazkou v $irSim vyuziti podovirt je
jejich omezené hostitelské spektrum, které zuzuje glykosyltransferaza TarM zodpo-
védna za glykosylaci teichoové kyseliny v bunécné sténé, ¢imz u této skupiny dochazi
k zabranéni adsorpce (Li et al. 2015).

Jak prokazala fada kazuistik, v soucasnosti se v zdpadnich zemich voli fagova te-
rapie aZ pri selhani 1é¢by pomoci antibiotik, pricemz vSak podavani antibiotik nebyva
preruseno (Chan et al. 2016; Law et al. 2019; Van Nieuwenhuyse et al. 2021). Z toho
dtivodu je esencidlnim pozadavkem na terapeutické fagy jejich kompatibilita s antibi-
otiky, v idealnim pripadé ve smyslu synergie ¢i pfinejmensim aditivniho efektu.

231 Stabilita

Jednim z dilezitych pozadavki na vybér fagl pro terapeutické pouziti je jejich stabili-
ta. Pro spravny pribéh fagové terapie musi byt fag stabilni jak v misté infekce, tak v
lékové formé, v nizZ je skladovan. Existuje fada studii zabyvajici se testovanim stabili-
ty a aplikovatelnosti fagovych preparatli urcenych pro oSetieni infekci povrchovych
ran, jichz je S. aureus ¢astym ptivodcem (Bean et al. 2014; O’Flaherty et al. 2005; Rho-
ads et al. 2009). Vyuziti fagové terapie pri 1écbé povrchovych infekci se jevi jako
atraktivni vzhledem k tomu, Ze zde nehrozi piima inaktivace fagli imunitnim systé-
mem pacienta, coZ je vyraznou piekazkou pfti aplikaci fagl napt. v 1é¢bé infekci obé-
hového systému (Kucharewicz-Krukowska et Slopek 1987).
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V soucasnosti se pro distribuci fagii v misté infekce povrchovych ran voli zpravi-
dla tekuté pripravky (Chang et al. 2020). Jejich vyhodou je nenaroc¢nost na ptipravu
a udrZeni dlouhodobé Zivotaschopnosti fagl. Pravé stabilita v preparatech vsak velmi
zavisi na typu faga. Nejcastéji volenym médiem byva u tekutych preparati fosfatem
pufrovany fyziologicky roztok (PBS) a Tris pufr obohaceny o horec¢naté soli.

Rada komer¢né dostupnych tekutych fagovych preparati je ptipravovana v Elia-
voveé institutu v Tbilisi (Gruzie), jmenovité napt. Pyo Bacteriophage, Intesti Bacteri-
ophage ¢i Staphylococcal Bacteriophage (Chang et al. 2020). Jejich uvadéna stabilita
je 18 aZ 24 mésicl pri skladovani v suchu pfi teploté 4 °C a mimo dosah primého
svétla. Trvanlivost zde prodluZuje konzervant chinazolin. Ke stabilizaci fagl ve vod-
ném prostiedi pomaha také pritomnost vapenatych ¢i horecnatych iontt, které se
vazi na negativné nabité proteiny tvorici fAgovou hlavicku.

K zajimavym poznatkiim ohledné stability dosla studie PhagoBurn (Jault et al.
2019). V ramci této studie byl pouZit koktejl obsahujici 12 lytickych fagt. Byly-li tyto
fagy skladovany individualné, pak si v PBS pufru zachovaly titr 10° PFU/ml po dobu
vice neZ dvou let. Nicméné u smési téchto fagli doslo k dramatickému poklesu titru,
ktery se uz po 6 mésicich pohyboval v fadech 104 az 105 PFU/ml. Na viné byly prav-
dépodobné interakce mezi jednotlivymi fagy, které vedly k jejich vzajemné inaktivaci.
Z toho vyplyva, Ze prti pripravé fagovych koktejl je treba ovérit kompatibilitu jednot-
livych fagu.

Tekuté pripravky obsahujici fagy byvaji zpravidla aplikovany bud’to pfimo ka-
panim smési do oblasti povrchové infekce, ¢i priloZenim gazy namocené v roztoku
s fagem (Chang et al. 2020). U téchto metod aplikace predstavuje komplikaci urceni
presné davky podaného faga. Je-li na rdnu nanasen piimo tekuty preparat, je tfeba
zajistit, aby kapalina neodtekla mimo misto oSetieni. Pri pouZiti gazy napusténé fago-
vym preparatem pak predstavuje problém stanoveni mnozstvi fAgovych Castic, které
se z gazy nebudou schopny uvolnit.

Alternativou k tekutym formam jsou polotuhé fagové pripravky ve formé geli i
krémi, které mohou poskytovat poranéné kiizi ochranu a hydrataci, a navic mohou
prispét k vyssi stabilité faga prostrednictvim vodikovych mistkii mezi polymerem
a fagovymi proteiny (Chang et al. 2020). Dal$im pozitivem je jejich snadna aplikova-
telnost a s tim spojené jednodussi odhadnuti podané davky. K pripravé polotuhych
fagovych preparati se osvédcily ve vodé rozpustné polymery jako napi. hydroxye-
thylcelul6za, hydroxypropylmethylcelul6za, karbomer a agar6za. Zakladnimi poza-
davky jsou, aby tyto polymery nevyvolavaly imunitni odpovéd’ a byly biodegradabil-
ni. Dale bylo zjiSténo, Ze vhodnéjsi je volit polymery, které nemaji iontovou povahu.
Jsou-li fagy naopak vneseny do aniontového gelu, miize dojit k jejich rychlé deaktiva-
ci, jelikoZ zaporné nabité polymery mohou interagovat s kladné nabitymi proteiny
fagového biciku a blokovat vazbu faga na receptory, ¢imz znemozni adsorpci faga na
hostitelskou bunikku. Tento fenomén se projevil napr. pri porovnani stability faga v
neionogenni hydroxyethylcelul6ze a v karbomeru (aniontovy polymer tvoreny mo-
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nomery akrylové kyseliny) (Carbol et al. 2018). Zatimco v hydroxyethylcelul6ze byl
fag po testovanou dobu ¢tyr tydni stabilni, v karbomerovém gelu se jeho titr snizil
099,95 %.

Také u polotuhych pripravkii je tfeba stanovit schopnost faga se z gelii a krémi
uvoliiovat do prostiedi, kde miiZe plisobit proti infekci, aby bylo urceno skutecné
mnoZstvi aktivné plisobicich viriont. Pfi ovérovani schopnosti difuze fagl z agar6zo-
vého gelu bylo zjiSténo, Ze zde ma velkou roli koncentrace polymeru (Bean et al.
2014). Zatimco z 0,2 % agardzového gelu se po Sesti hodinach bylo schopno uvolnit
do vodného prostiredi 20 % viriont, v pripadé 0,7 % gelu se do prostiredi dostalo pou-
ze 0,6 % virionl obsazenych v gelu.

2.4 Mechanismy rezistence bakterii vuc¢i fagum

Rezistence bakterii vii¢i fagiim spociva v zablokovani urcitého kroku fagové infekce,
proto je nezbytné v ivodu této kapitoly proces fagové infekce strucné nastinit. Nejpr-
ve musi dojit k setkani virionu s hostitelskou bakterii, coZ je nahodny proces zavisly
na difuzi fagovych c¢astic. Poté obvykle probihd nespecifickd reverzibilni adsorpce,
ktera je nasledovana ireverzibilni adsorpci specifickou, zprostredkovanou vazebnymi
misty faga k receptoriim na povrchu bakterialni buiiky (sloZky bakterialni stény, bici-
ku, pilusu, ¢i dalSich povrchovych struktur) (Egido et al. 2022). Nasledné dochazi
k penetraci bakterialni stény a cytoplazmatické membrany a k injekci virové DNA
do cytoplazmy hostitele. Po adsorpci na hostitele a uvolnéni DNA fag prestava byt
v médiu detekovatelny, ¢imz dochazi ke sniZeni jeho titru, a to az do doby uvolnéni
virion® fagového potomstva. Tento jev se oznaluje jako faze latence. Uspé$na fagova
infekce mize byt produktivni (lyticky cyklus), nebo latentni (lyzogenni cyklus). Pri
lytickém cyklu dochazi po injekci fagového genomu k prevzeti kontroly nad bakteri-
alni bunkou, expresi virového genomu, sestaveni novych virionli a k jejich uvolnéni
z hostitele.

24.1 Prevence fagoveé adsorpce

Nejjednodussim zplisobem, jak zabranit tomuto poc¢ate¢nimu kroku infekce je bodova
mutace, jejimz vysledkem miiZe byt zména konformace nebo exprese receptoru (Egi-
do et al. 2022). Tyto mutace byvaji pozorovany zvlasté ¢asto pravé v pritomnosti se-
lek¢niho tlaku fagh. Dalsi strategii prevence fagové adsorpce je blokace receptoru.
Jako priklad lze uvést imunoglobulin G-vazebny protein A u S. aureus (SpA), coz je
dilezity faktor virulence, ktery umoziuje vyhnout se imunitni reakci hostitele (Vo-
tintseva et al. 2014). Kromé toho ma SpA také vyznamnou ulohu v maskovani fago-
vych receptorli na bakteridlnim povrchu (Nordstrom et Forsgren 1974). SniZeni pro-
dukce tohoto proteinu vede k vyznamnému zvySeni irovné fagové adsorpce. Proteiny
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maskujici fagové receptory mohou byt kédovany také na MGE (Labrie, Samson, et
Moineau 2010). Jako ptiklad 1ze uvést protein TraT, jeZ je exprimovan z F-plazmidu
Escherichia coli a vaze se na OmpA protein ve vnéjsi membrané. Bakterie mohou
ukryvat své receptory také diky zvySeni produkce extracelularni matrix, ktera mize
vést aZ ke tvorbé biofilmu. Zajimavou strategii obrany proti fagové adsorpci je uvol-
novani molekul ¢i celych vezikul obsahujicich receptory, jez slouzi jako navnada pro
viriony v prostredi (Augustyniak, Olszak, et Drulis-Kawa 2022). Nicméné modifikace
povrchovych elementli miliZe vést i ke sniZeni virulence bakterie a jeji Zivotaschop-
nosti v prostredi. Také z toho diivodu je esencialni pritomnost vice specifickych ob-
rannych mechanismd, které nevedou ke snizZeni fitness bakterii.
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Obrazek 6: Prevence fagové adsorpce (vytvoieno pomoci BioRender podle Egido et al., 2022)

2.4.2 Specifické obranné mechanismy bakterialniho pavodu

Specificka obrana bakterii proti fagové infekci nejcastéji spociva v interferenci s fago-
vymi nukleovymi kyselinami. Nejdéle znamym a nejvice vyuZivanym obrannym me-
chanismem jsou restrik¢né-modifikacni systémy (Luria 1953). Jedna se o enzymy
Stépici burice cizi DNA, ktera je rozpoznana diky absenci metylace specifickych sek-
venci (Tock et Dryden 2005). Soucasti systému jsou také enzymy, které slouzi
k modifikaci vlastniho bakteridlniho genomu, ¢imzZ je zabranéno jeho poskozeni.
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Relativné nedavno objevenym mechanismem rezistence je CRISPR-Cas systém,
ktery je obdobou RNA interference zndmé u eukaryot (Egido et al. 2022). CRISPR
spociva v nahromadéni kratkych palindromickych repetic v sekvenci bakterialni DNA.
Mezi témito repeticemi jsou vloZené tzv. spacery, coZ jsou sekvence ziskané pri pred-
chozim kontaktu s fagovou ¢i jinou cizorodou DNA. Ze spaceril se prepisuje crRNA,
ktera navadi Cas nukledzu k cilové sekvenci urcené k rozstépeni. Jedna se o dosud
jediny popsany mechanismus adaptivni imunity prokaryot. Vyznam tohoto obranné-
ho systému podtrhuje jeho znacné rozsireni, kdy je kodovan priblizné 40 % bakteri-
alnich genomt. Na zakladé rozdil v poctu a povaze pridruzenych proteinti je mozné
CRISPR-Cas délit do dvou tfid, Sesti typti a 33 podtypt (Makarova et al. 2020).

Na urovni bakteriadlni populace se uplatiiuje mechanismus rezistence zaloZeny
na abortivni infekci (Egido et al. 2022). Pri abortivni infekci umira infikovana butika
diive nez se fag stac¢i pomnozit, ¢imZ dochazi k vymizeni faga z bakterialni populace,
ktera tak preziva. Hostitelské systémy zodpovédné za abortivni infekci casto spoléha-
ji na toxin-antitoxin (TA) mechanismus, v némZ rovnovaha mezi stabilnim toxinem
a nestabilnim antitoxinem urcuje osud bunky. Infekce fAgem vyvolava represi promo-
toru antitoxinu. Vysledkem je, Ze toxin prevladne a zplisobi smrt bakterie. Mechanis-
mi abortivni infekce existuje cela rada (Millman et al. 2020), piicemz nékteré mohou
byt kédovany profagy, jak je popsano v nasledujici kapitole 2.4.3 Specifické obranné
mechanismy fagového piivodu.

Restrikcné-modifikacni
systém

CRISPR-Cas
systém
Abortivni infekce y
zalozend na systému /
toxin-antitoxi ’ a7 ﬁ I

Obrazek 7: Specifické obranné mechanismy bakterialniho piivodu (vytvoieno pomoci BioRen-
der podle Egido et al., 2022)
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2.4.3 Specifické obranné mechanismy fagového pavodu

Pritomnost fagové DNA uvniti bakteridlni buriky nemusi pro svého hostitele zname-
nat jen bezprostredni riziko, ale miize mu poskytnout také ochranu pred fagovou in-
fekci (Egido et al. 2022). Pro efektivni Zivotni cyklus faga je vyhodné, aby zabranil
infekci jinym fagem stejného nebo i jiného druhu. Strategii pro vylouceni superinfek-
ce existuje hned nékolik. Nékteré fagy produkuji proteiny, které maskuji jejich vlastni
receptory (Pedruzzi, Rosenbusch, et Locher 1998). Profagy zase mohou kédovat
membranové proteiny, jez zabranuji vstupu virové DNA do bunky (Labrie et al.
2010), nebo mohou kédovat jizZ zminéné abortivni mechanismy, ¢imZ chrani profagy
v prezivsich bunkach bakterialni populace. Dobre charakterizovany je napt. Rex sys-
tém u kmeni E. coli s profdgem Lambda (Parma et al. 1992), nebo obdobné fungujici
recentné popsany mechanismus spoustény proteinem PdpSau u S. aureus (Kuntova et
al. 2023). Produktem profdgového genu pdpSau je transmembranovy protein, jehoZ
struktura je obdobna jako u fady apoptotickych proteini. Zajimavé je, Ze pritomnost
proteinu poskytuje rezistenci nejen viici blizce pifibuznym temperovanym fagiim, ale
také vici lytickym kayvirim. Mechanismus fagové rezistence je pravdépodobné spus-
tén navazanim DNA infikujiciho faga na PdpSau protein, naceZ dochazi k zastaveni
replikace faga. Béhem deseti minut po infekci dochazi ke zméné polarity a permeabi-
lity bunécné membrany hostitele, coZ ma za nasledek profagem indukovanou smrt.

Membranové proteiny
kédované profagem,
jez blokuji vstup viroveé
DNA do burky

¢ Fagové proteiny

7 slouzici k maskovani
Profagem kodovany fagovych receptord
protein zodpovedny
za abortivni infekci

g

Obrazek 8: Specifické obranné m.echanismy fagového piivodu (vytvorreno pomoci BioRender
podle Egido et al., 2022)
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2.5 Kombinace ATB a fagu

[ fagova terapie, prestoZe nabizi zplisob, jak se vyporadat s antibiotickou rezistenci,
ma sva tskali, a to v podobé vyskytu bakterialnich kmend rezistentnich k fAgfim. Re-
Senim by mohla byt kombinace fagl a antibiotik, ktera miiZe branit vzniku rezistence.
JelikoZ rezistence k ATB a k faglim je zaloZzena na odliSnych mechanismech, snizuje se
pri kombinované terapii pravdépodobnost vyskytu bakterie odolné vii¢i obéma tém-
to slozkam (Kirby 2012). Dalsi vyhodou kombinované terapie by mohlo byt sniZeni
nedivéry aradi ke klinickému vyuZiti fagli. V zapadnich zemich je totiz fagova tera-
pie stale povaZovana spiSe za alternativni medicinu, ktera se vyuziva az v pripadech
nejvyssi nouze, a doprovodna aplikace antibiotik, jakoZzto 1ékii volby, by mohla zmir-
nit pocatecni skepsi (Chan et al. 2016; Law et al. 2019; Van Nieuwenhuyse et al.
2021).

Kombinované pouziti fagi a antibiotik miize vést k nékolika rozdilnym jeviim
(Gu Liu et al., 2020). Vysledkem soucasného pouziti obou slozek muze byt aditivni
efekt, kdy je jejich spolecny ucinek roven souctu ucinki téchto slozek piisobicich sa-
mostatné. Existuje také moznost, Ze ani jedna ze slozek nema na dany bakterialni
kmen zadny efekt. Dale mize dojit k antagonismu, kdy se obé slozky vzajemné inhi-
buji. Z klinického hlediska je nejzadanéjsi synergicky efekt, kdy je ticinek antibiotik a
fagh plisobicich soucasné vyssi nez soucet samostatnych ucinkt téchto slozek. Jednot-
livé efekty kombinace ATB a fagli jsou pomoci schémat ristovych kiivek bakterial-
nich kultur znazornény na obrazku 9.
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Obrazek 9: Znazornéni mozZnych efektii kombinace ATB a fagi na bakterialni kulturu pomoci
rustovych krivek a interakcnich grafi (Gu Liu et al., 2020; upraveno)
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Synergii v uzs$im slova smyslu Ize popsat jako jev, kdy vlivem plisobeni antibiotik na
buniku dochazi k efektivnéjSimu pomnoZeni faga. Predpokladanych mechanismf, kte-
ré vedou k PAS, existuje hned nékolik a budou rozebrany v nasledujicich kapitolach.

Antagonismus v uz$im slova smyslu, kdy antibiotikum sniZuje mnozZstvi fagové-
ho potomstva, byl prokazan u aminoglykosidl v pripadé fagové infekce u E. coli a Ba-
cillus cereus (Zuo, Yu, et alvarez 2021). Zajimavé je, Ze inhibi¢ni efekt tetracyklinu,
ktery je také inhibitorem translace, byl mnohem mensi. To naznacuje jednak primé
antifagové plisobeni aminoglykosidii a také, Ze inhibice replikace fAgii neni antibioti-
ky blokujicimi proteosyntézu vyvoldna vzdy. Antagonismus aminoglykosidi a fagt
prokazala i dalsi studie, z jejiz vysledkl vyplyvd, Ze aminoglykosidy blokuji ¢asnou
fazi zivotniho cyklu fagt, tedy jesté pred replikaci genomu (Kever et al. 2022).

2.6 ATB cilici na proteosyntézu

Antibiotika jsou vétSinou latky mikrobidlniho ptivodu, které svym producentiim po-
skytuji kompeti¢ni vyhodu diky selektivni toxicité vii¢i konkuren¢nim bakteriim. An-
tibiotika lze rozdélit podle struktur ¢i procest, na které cili: buné¢na sténa (penicili-
ny, cefalosporiny), cytoplazmatickd membrana (polymyxiny), syntéza nukleovych
kyselin (chinolony), syntéza Kyseliny listové (sulfonamidy) ¢i syntéza proteinti (ami-
noglykosidy, makrolidy, tetracykliny, amfenikoly). Tato prace je zaméfena na popsani
vlivu antibiotik inhibujicich proteosyntézu na fagy, proceZz je vénovana pozornost této
skupiné antibiotik.

Antibiotik inhibujicich proteosyntézu existuje hned nékolik skupin, s odliSnym
mechanismem plisobeni: aminoglykosidy a tetracykliny se vaZou na malou ribozo-
malni podjednotku 30S; zatimco amfenikoly, makrolidy, linkosamidy ¢i streptogra-
miny se vazou na velkou ribozomalni podjednotku 50S. ProtoZe napft. erythromycin,
gentamicin, tetracyklin a chloramfenikol piisobi v rtiznych fazich translace (obrazek
10), 1ze je vyuzit pro studium mechanismi inhibice ¢i synergie s figovou infekci.
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Obrazek 10: Piisobeni erytromycinu, gentamicinu, tetracyklinu a chloramfenikolu na prokary-
otickou syntézu proteinii (Bauman, 2004; upraveno)

2.6.1 Erytromycin (ERY)

Jedna se o bakteriostatické ATB ze skupiny makrolida vazajici se na 50S ribozomalni
podjednotku (Dorries, Schlueter, et Lalk 2014). ERY blokuje pfesun aminoacyl-tRNA
z vazebného mista A na vazebné misto P, coZ vede k disociaci peptidyl-tRNA z ri-
bozomu a inhibici ristu polypeptidového tetézce. Prvni klinické izolaty stafylokoki
s rezistenci vii¢i makrolidiim byly popsany jiz nedlouho po zavedeni erytromycinu do
Kklinické praxe v roce 1952 (Weisblum, 1998). Rezistence miiZe byt navozena inhibici
transportu ERY do bunky, aktivnim efluxem, modifikaci samotného antibiotika, nebo
nejcastéji zménou ve struktuie vazebného mista na 23S rRNA. Ta mize byt zptisobe-
na mutaci, ¢i posttranskripénimi modifikacemi jako je metylace. Rezistence zapfrici-
néna alteraci cilového mista se logicky vztahuje i na dalsi ATB cilici na tuto oblast, tj.
také na linkosamidy a B Streptograminy. Proto se souhrnné oznacuje jako MLS rezis-
tence. Uzivatelé erythromycinu se mohou setkat s vedlejSimi ucinky jako priijem,
nauzea Ci zvraceni v disledku zvysSeni stirevni motility, pri hypersenzitivni reakci mu-
Ze navic dochazet k narusSeni funkce jater.

2.6.2 Gentamicin (GEN)

Je baktericidni ATB ze skupiny aminoglykosid{i, které nachazi v klinické praxi uplat-
néni zejména proti gramnegativnim aerobnim ¢i fakultativné anaerobnim bakteriim,
protoZe jeho vstup skrze membranu probiha prostiednictvim kyslik-dependentniho
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aktivniho transportu (Chaves et Tadi, 2023). GEN se elektrostaticky vaze na zaporné
nabité teichoové kyseliny a fosfolipidy v bunécné membrané. To vede k vytésnéni
dvojmocnych kationti a zvySeni propustnosti membrany, coZ umoznuje vstup GEN
do buriky. V zavislosti na protonmotivni sile vstupuje do buriky nejprve mensi mnoz-
stvi GEN. Ireverzibilné se vaZze na 16S rRNA podjednotky 30S, coZ vede k chybné
translaci a ke vzniku nefunkcnich proteinti. V diisledku akumulace chybné syntetizo-
vanych proteint se narusuje celistvost cytoplazmatické membrany a dochazi k prini-
ku vétSiho mnozZstvi GEN.

Rezistence vii¢i aminoglykosidiim mize spocivat v jejich deaktivaci pomoci N-
acetylace, adenylace ¢i O-fosforylace, dale také ve sniZeni vnitini koncentrace amino-
glykosidi skrze zvySeny eflux nebo zméné v transportu do buriky (Shakil et al. 2008).
Rezistence miiZe byt navozena také mutacemi v ribozomalni podjednotce 30S ¢i me-
tylaci vazebného mista.

V klinické praxi se vyuziva kombinace GEN s beta-laktamy, ktera umoziuje 1écbu
komplexnich infekci a umoZniuje sniZit davku ATB, a tim i nezadouci ucinky. Gentami-
cin je nefrotoxicky a ototoxicky.
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Obrazek 11: Gentamicin (phytotechlab.com) Obrazek 12: Erytromycin (sigmaaldrich.com)

2.6.3 Tetracyklin (TET)

Jedna se o bakteriostatické ATB, jehoZ selektivni toxicita je dana tim, Ze u bakterial-
nich bunék dochazi k jeho aktivnimu transportu do buriky, jeho cytoplazmatické kon-
centrace tak dosahuji vyrazné vysSich hodnot nez u bunék eukaryot (McMurry et Le-
vy, 1978). Reverzibilné se vaze na 30S ribozomalni podjednotku a blokuje vazbu
vstupujici aminoacyl-tRNA na akceptorové misto ribozomu (Chukwudi, 2016). Do
urcité miry se také vaze na 50S ribozomalni podjednotku a miiZe zptisobovat alterace
v cytoplazmatické membrané. Rezistence je ¢asto zplisobena aktivnim efluxem TET
z buniky ¢i tvorbou proteinii chranicich ribozom pted plisobenim tetracyklinu.
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Uzivani tetracyklinu prinasi radu nezadoucich ucinkd, jako je fototoxicita ¢i po-
Skozeni zubni skloviny a kosti. Kviili interakci s vyvijejicim se chrupem a kostrou ne-
byva indikovan u déti.

2.6.4 Chloramfenikol (CLMP)

CLMP je rozpustny v tucich, coZ mu umoZziiuje volné pronikat skrze cytoplazmatickou
membranu (Sanga et Kharel, 2022). V cytoplazmé se vaZe na protein L16 ribozomal-
ni podjednotky 50S (Pongs et al, 1973). Blokaci peptidyltransferazy brani vzniku
nové peptidické vazby a tim prodluZovani peptidového retézce, coZ ma pri bézné uzi-
vanych koncentracich bakteriostaticky efekt (Wolfe et Hahn, 1965).

Pti studiu vlivu chloramfenikolu na expresi genti MRSA bylo zjisténo, Ze vede k
up-regulaci genl zapojenych do procesu translace (Zin et al. 2020). Tento efekt je
vysvétlovan jako snaha bakterie o obnoveni urovné proteosyntézy a byl pozorovano
také u E. coli, Haemophilus influenzae ¢i Streptococcus pneumoniae.

Rezistence k CLMP je podminéna zejména chloramfenikol-acetyltransferazou ¢i
efluxem antibiotika z bunky. Pii uzivani CLMP existuje riziko aplastické anémie, kdy
dochéazi k nevratnému poskozeni kmenovych krvetvornych bunék. Jednou z teorii, jak
k tomu dochazi, je preména CLMP stievni mikroflérou na toxicky produkt poskozujici
zarodec¢né buriky (Jimenez et al. 1987). Ddle se predpoklad3, Ze pti virové hepatitidé
dochazi k abnormalnimu metabolismu CLMP, ktery vede k redukci nitrobenzenového
kruhu na nitroso funkéni skupinu, ktera miize byt pri¢inou inhibice kmenovych bu-
nék (Drago 2019). JelikozZ se riziko aplastické anémie poji s vnitfnim uzitim, miiZe byt
CLMP stale vhodnym lékem volby pii povrchovych infekcich.

O2N OH
OH O OH O O
Obrazek 13: Tetracyklin Obrazek 14: Chloramfenikol
(sigmaaldrich.com) (sigmaaldrich.com)
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2.7 Synergicky efekt ATB a fagu (PAS)

Ackoliv ATB i fagy jsou lidstvu znadmy uZ od prvni poloviny 20. stoleti, jejich synergic-
kému plisobeni je vénovana pozornost aZ v poslednich dvou dekddach. Na synergicky
potencial kombinace ATB a fagli poprvé upozornil jev, kdy se na narlistu uropatogen-
niho kmene E. coli vystavenému diskovym difuznim ATB testlim objevily plaky, které
se smérem Kk diskiim zvétSovaly (Comeau et al. 2007). Ke zvétSeni plak doslo u (-
laktamovych antibiotik ptlisobicich na bak-
teridlni bunécnou sténu (obr. 15). Synergii,
tedy zvysSeni lytické aktivity fagi
v pritomnosti subletalni koncentrace ATB,
se poté podarilo prokazat i u nékterych dal-
Sich ATB a fagl. Problematice mechanism,
které stoji za PAS se podrobnéji vénuji ve
své bakalarské praci.

Mechanismus synergie fagi sATB
inhibujicimi proteosyntézu stale neni dosta-
tecné objasnén. Otazkou je, jak mohou fagy
profitovat z inhibované proteosyntézy hos-
titele, na které jsou plné zavislé. Tuto pro-
blematiku rozebira nasledujici kapitola.

Obrazek 15: Synergicky efekt g-laktamovych
ATB a faga MFP (Comeau et al. 2007)

2.7.1 Predpokladané mechanismy PAS vlivem ATB inhibujicich
proteosyntézu

2.7.1.1 Urychlena lyze

Studie, ktera dosla k zavéru, Ze za synergicky efekt ATB a fagl je odpovédna urychle-
na lyze hostitelské bunky, se zabyvala kombinaci stafylokokového faga MR-5 s ATB
linezolidem, tetracyklinem, klaritromycinem a telithromycin (Kaur, Harjai, et Chhib-
ber 2012). Experimenty probihaly na kmenech MRSA, které byly nejprve oSetieny
ATB a nasledné vystaveny fagu MR-5. K nejvyraznéjsi synergii vedla kombinace faga
se subletalni koncentraci linezolidu, takto oSetfené buriky lyzovaly o 16,7 minut rych-
leji nez MRSA vystaveny pouze fagu bez pritomnosti ATB, zaroven bylo pozorova-
no zvyseni fagového vynosu v pritomnosti ATB.

34


https://www.zotero.org/google-docs/?qQOdYf
https://www.zotero.org/google-docs/?O5e8wH
https://www.zotero.org/google-docs/?O5e8wH

TEORETICKA CAST

Tabulka 1: Cas lyze MRSA fagem MR-5 v kombinaci s vlivem vybranych ATB (Kaur et al. 2012)

ATB (ug/ml) Cas lyze (min) Fagovy vynos
Kontrola 33,3 51,7
Linezolid (1) 16,6 58,6
Tetracyklin (0,25) 18,3 57,4
Klaritromycin (4) 23,4 54,7
Telitromycin (4) 23,4 54,1

2.7.1.2 Zpomaleni rustu bakterii

Subletalni koncentrace ATB ovliviiujicich proteosyntézu zpomaluje bakterialni rast
(Kaur et al. 2012). V kontextu bakterialni kultury tak dochazi k oddaleni stacionarni
faze, coz mlze mit ptiznivy vliv na fagy zavislé na exponencialni fazi riistu hostitelské
kultury. Navic pomalejsi vznik hustého bakteridlniho nartstu vede k efektivnéjSimu

vvvvv

2.7.1.3 Usnadnéna fagova adsorpce

U bunék MRSA predem oSetfenych linezolidem a tetracyklinem byla pozorovana
urychlena adsorpce faga MR-5 (Kaur et al. 2012). Vzhledem, Ze tento jev byl v fadé
studii dasledkem alterace v morfologii bakterii vystavenych ATB (Comeau et al.
2007; Kamal et Dennis 2015), bylo ovéreno, zdali nedoslo k morfologickym zménam
také u bunék MRSA oSetrenych linezolidem a tetracyklinem (Kaur et al. 2012). Zmény
v morfologii nebyly pozorovany, za usnadnénou fagovou adsorpci je tak pravdépo-
dobné zodpovédny v piipadé vySe zminénych ATB odliSny mechanismus.

2.7.1.4 Inhibice syntézy proteinl zodpovédnych za rezistenci k fagum

Fagy jsou plné zavislé na schopnosti svého hostitele syntetizovat proteiny. Z tohoto
diivodu by ATB ovliviiujici proteosyntézu méla byt Skodliva jak pro bakterie, tak pro
fagy. Nicméné rada studii prokazala mezi témito dvéma sloZkami naopak synergicky
efekt (tabulka 2). Vysvétleni tohoto jevu zatim neni spolehlivé popsano a jednim z
cilii této diplomové prace je prispét k jeho objasnéni. Jak je patrné z kapitoly 2.4.3
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Specifické obranné mechanismy fagového ptivodu, vétSina mechanismu rezistence
bakterii vii¢i faglim je zprostredkovana proteiny. Z této skutecnosti vychazi hypotéza,
Ze synergie mezi fagy a ATB ovliviiujicimi proteosyntézu spociva v tom, Ze tato ATB
inhibuji expresi proteint zodpovédnych za odolnost bakterii vii¢i faglim. To mliZe byt
pro fagy vyhodné i za cenu ovlivnéni syntézy jejich vlastnich proteinti. Obrana proti
faglim muzZe byt kddovana MGE jako jsou profagy ¢i genomické ostrovy. Jednou z me-
tod, jak tuto hypotézu prokazat, je prenést dobre charakterizovany MGE koédujici fa-
govou rezistenci do kment citlivych k fagiim, a nasledné testovat zménu jejich citli-
vosti k fagiim v/bez ptritomnosti ATB (obr. 16).

Tabulka 2: Shrnuti synergickych kombinaci fagti a ATB inhibujicich proteosyntézu pii eradikaci
S. aureus

Kmen S. aureus Forma Bakteriofag ATB Reference
Newman In vitro, biofilm PYO Tetracyklin Dickey et Perrot,
Erytromycin 2019
Gentamicin
PS80 In vitro, planktonni, biofilm SA5 Gentamicin Kirby, 2012
KACC 13236 In vitro, planktonni SA11 Chloramfenikol Joetal, 2016
ATCC 43300 In vivo, mysi s navozenym MR-10 Linezolid Chhibber et al,
Diabetes mellitus 2013)
ATCC 43300 In vitro, planktonni, nartst MR-5 Linezolid Kauretal, 2012
Tetracyklin
Klaritromycin
Telitromycin
]]2528 In vitro, planktonni OHP3 Kanamycin Gu Liu et al. 2020
Gentamicin
Tetracyklin

Za synergii mezi fagy a inhibitory proteosyntézy mohou byt zodpovédné rizné
mechanismy. Napf. u MRSA byla popsana snaha bakterie o vyvazeni proteosyntézy
inhibované chloramfenikolem up-regulaci geni zapojenych do syntézy proteint (Zin
et al. 2020). To by mohlo vést kefektivnéjsi tvorbé novych viriond. Roli
v synergickém plsobeni miize hrat také skutecnost, Ze aC jsou fagy zavislé na
translacnim aparatu hostitele, mohou nést casti transla¢ni vybavy ve svém genomu,
napr. geny pro tRNA (Nyerges et al. 2023).

Nicméné, ackoliv Fada studii popisuje synergii mezi fagy a ATB inhibujicimi pro-
teosyntézu, existuji také studie, které naopak prokazuji v nékterych pripadech primy
antagonismus (Kever et al. 2022; Pons et al. 2023; Zuo et al. 2021). Jako priklad miiZe
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poslouZit popsana inhibice propagace faga v pritomnosti ATB inhibujiciho syntézu
proteind prostiednictvim sniZeni produkce fagovych peptidi, které slouZi k inhibici
CRISPR-Cas systémd, tzv. anti-CRISPR (Acr) proteiny (Pons et al. 2023). Acr proteiny
jsou intenzivné exprimovany na zacatku infekce. Aby se fag mohl GspéSné pomnoZit
na hostiteli, ktery je proti nému vyzbrojen CRISPR-Cas systémem, musi se vytvorit
dostatecna koncentrace Acr proteini. Pravé v tom vsak branila inhibice proteosynté-
zy vlivem ATB. Presto tato studie hypotézu ohledné mechanismu PAS vlivem inhibice
proteinti fagové rezistence nepopira. To proto, Ze se jednalo o pripad, kdy podminkou
fagové infekce bylo prekonani obranného mechanismu produkci specifického fago-
vého proteinu. Pokud je vSak specificky protein naopak podminkou rezistence bakte-
rie k fagu, pak vlivem jeho sniZené produkce miize dojit k produktivni fagové infekci.

0 ovéreni této hypotézy se pokousi predloZena prace.
! ?{.
f

\

{
&

O

Obrazek 16: Navrh vytvoieni systému vhodného pro ovéieni hypotézy mechanismu PAS s anti-
biotiky inhibujicimi proteosyntézu. Do kmene citlivého k fagu (A) je vhesen MGE z néjz se exprimu-
je protein navozujici u tohoto kmene figovou rezistenci (B). Je-li vySe zminéna teorie spravna, pak v
pritomnosti ATB inhibujiciho proteosyntézu dochazi ke sniZeni exprese proteinu, jez poskytuje rezis-
tenci a kmen se stava opét citlivy k fagu (C). (vytvoreno pomoci nastroje BioRender)
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2.8 Vyzvy pfi vyuziti kombinace ATB a fagu

Ke stanoveni vysledného efektu kombinace ATB a fagii za Sirokého rozpéti podminek
byla navrZzena metoda vyuZivajici synogramy (Gu Liu et al. 2020). Pomoci synogrami
lze stanovit napriklad zavislost vysledného efektu kombinace ATB a fagl na stechio-
metrii. Ta se ukazala pro PAS klicova. Zatimco pfi aplikaci urcitych koncentraci ATB
a fagl dochazelo k synergii, pii pouziti odliSnych koncentraci se mohl efekt zménit
pouze na aditivni ¢i dokonce na antagonisticky (Gu Liu et al., 2020). Rozsah koncen-
traci, které plisobi synergicky se pritom v jednotlivych pripadech znacné lisi. Toto
piedstavuje pro aplikaci fagii spolu s ATB v praxi problém, protoze lze jen tézko
predpovidat vysledné koncentrace obou sloZek v téle pacienta.

Navic se ukazuje, Ze vysledny efekt kombinace ATB a fag mtize byt in vivo odlis-
ny od efektu in vitro také kvili chemickému sloZeni substratu (Gu Liu et al., 2020).
Bylo dokazano, Ze napriklad v kyselém prostredi lidské moci dochazi ke sniZeni ucin-
nosti fagl ¢i k zvySeni MIC antibiotik. K dosaZeni synergie tak bylo zapottebi zvysit
koncentrace antibakterialnich sloZek.

Problém predstavuje také velmi specificky charakter synogramu pro konkrétni
kombinace. Zaménime-li v definované kombinaci vykazujici synergii napr. faga za
jiného s takika identickym genomem a vyrazné odliSnym fagovym vynosem, charak-
ter interakce ATB a faga viici bakterii se mlize radikdlné zménit. To samé plati pti
zaméné ATB za jiné ATB se stejnym mechanismem uc¢inku (Gu Liu et al., 2020).

Rada vy$e zminénych proménnych spolu s dal$imi, jako je napt. potadi aplikace
jednotlivych slozek (Kumaran et al., 2018), vyrazné ovliviiuji povahu efektu ATB
a fagd. Proto je obtizné predpovédét vysledny efekt pti klinické aplikaci. Aby byly
prekonany tyto vyzvy, je tifeba podrobnych studii, které pomohou nalézt nejen nejvy-
hodnéjsi kombinace, ale také jejich nejefektivnéjSi stechiometrii, interakce
s prostiedim a mnohé dalsi proménné faktory.

Dalsi vyzvou pti vyuziti kombinace ATB a fagil je prenos antibiotické rezistence
prostiednictvim transdukce (Leclerc, Lindsay, et Knight 2022). NiZs$i koncentrace
faga schopného transdukce a jeho omezena baktericidni aktivita mize podporit vznik
multirezistentnich bakterii, které jsou v pritomnosti ATB navic zvyhodnény a selek-
tovany. Toto bylo pozorovano v uméle vytvoreném systému, ktery zahrnoval dva
kmeny S. aureus; jeden nesouci rezistenci k tetracyklinu (gen tetK) a druhy k erytro-
mycinu (gen ermB). Horizontalni prenos geni mohl probéhnout pouze skrze
transdukci, ktera byla zprostredkovana fagem 80a. Ackoliv se jedna o temperované-
ho faga, k lyzogenii u néj dochazi jen s velmi nizkou frekvenci (3.3 x 10-8). Pti kokul-
tivaci kmene rezistentniho k tetracyklinu s kmenem rezistentnim k erytromycinu
byla pozorovana transdukce genti zodpovédnych za rezistenci a vznik variant odol-
nych proti obéma ATB. V pritomnosti ATB je efekt transdukce navic podporen selekci,
coZz ma za nasledek zvyseni rezistentni populace. Studie popisuje také zavislost vy-
sledného efektu kombinace ATB a faga na poradi aplikace. Zatimco v pripadé, kdy
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Vv

byla aplikovana ATB pred fagy, dochazelo k niZsi eradikaci stafylokokové kultury, pri
prednostnim podani fagl existovalo vyssi riziko vzniku multirezistentnich variant.

2.9 Synergické kombinace fagt a ATB inhibujicich proteosyntézu u
S. aureus

2.9.1 Eradikace biofilmu

K nejvétsim vyzvam pfri boji s infekcemi zplisobenymi S. aureus jsou rezistence k ATB,
schopnost perzistovat v prostiedi a chronické infekce. VSechny tyto tfi vlastnosti jsou
podporovany tvorbou biofilmu. Pii eradikaci biofilmu S. aureus se ukazalo jako esen-
cialni poradi aplikace jednotlivych sloZek (Kumaran et al. 2018). Bakterie nachazejici
se v biofilmu vykazuji vyssi toleranci k antibiotiklim nez jejich planktonni formy. Jed-
nim z divodi je extracelularni matrix tvorici biofilm, kterd omezuje difuzi antibiotik
a snizuje tak vyslednou koncentraci, které jsou buniky uvniti biofilmu vystaveny. Dal-
$im principem zvySené rezistence je stratifikace zralého biofilmu zptsobena rozdil-
nou distribuci Zivin a bakteridlnich metaboliti v rdmci biofilmu. Ta ma za nasledek,
Ze bunky uloZené v hlubSich vrstvach maji niZ$i metabolickou aktivitu nez ty vyskytu-
jici se vice na povrchu. Metabolicky méné aktivni bakterie jsou pak odolnéjsi napf.
proti antibiotikim, které k tomu, aby byly ti¢inné vyzaduji jejich rist a déleni.

S. aureus je diky své schopnosti efektivné tvorit biofilm a perzistovat na povrsich
Castym puvodcem infekci spojenych s operaci kloubti. Jako preventivni opattreni proti
kolonizaci kloubnich implantati timto patogenem byla navrZena impregnace povrchi
smési faga MR-5 a linezolidu (Kaur, Harjai, et Chhibber 2014). Povrchy umélych
kloubi oSetiené pouze linezolidem ¢i pouze fagem MR-5 umoznily podobnou droven
bakterialni kolonizace. V porovnani s pouzitim ATB ¢i faga samostatné dokazala
kombinace obou sloZek sniZit nariist biomasy S. aureus o vice jak rad.

In vitro studie Kaur et al. z roku 2014 byla o dva roky pozdéji doplnéna o in vivo
studii, kde se efektivita zabranéni bakteridlni kolonizace umélych kloubi pomoci im-
pregnace linezolidem a fagem MR-5 ovéfovala na mySich (Kaur, Harjai et Chhibber
2016). OSetreni femoralniho intramedularniho hfebu kombinaci ATB a faga vykazo-
valo maximalni redukci bakteridlni adheze a omezeni rozvoje s tim souvisejiciho za-
nétu kloubu, spolu s rychlejSim obnovenim lokomoce a motorické funkce koncetiny.

2.9.2 Snizeni potrebné koncentrace ATB

Vzhledem k toxické povaze mnoha antibiotik je jednou z velkych vyhod PAS zvySeni
efektivity nizké koncentrace ATB (Dickey et Perrot 2019). Toto bylo potvrzeno pfi
zkoumani ucinku kombinace faga PYO a deviti ATB na eradikaci biofilmu S. aureus
(4 z9 ATB byly inhibitory proteosyntézy: gentamicin, tetracyklin, erytromycin a line-
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zolid). V pripadé aplikace samotnych ATB inhibujicich proteosyntézu bylo pro efek-
tivni eradikaci biofilmu tieba pouzit 10x MIC. Pti koncentraci pouhych 2x MIC nemé-
ly samotné inhibitory proteosyntézy na biofilm vyrazny vliv. AvSak v kombinaci s fa-
gem byla i koncentrace 2x MIC pro efektivni eradikaci biofilmu dostacujici. I zde hra-
lo roli poradi aplikace. Zatimco pri soucasné aplikaci faga a ATB doSlo k synergii jen v
pripadé tetracyklinu, byl-li biofilm oSetfen nejprve fagem a aZ nasledné ATB, doslo
u vSech 4 vySe zminénych ATB k znacné zvySené efektivité. Podstatnym poznatkem
je, Ze k synergii dochazelo pri 2x MIC. Vyssi koncentrace ATB, tedy 10x MIC, vétSinou
pripadech dochazelo k antagonismu. Vyjimku predstavuje gentamicin, u kterého byl
s vzristajici koncentraci pozorovan i nartst v kombinovaném tucinku. Ackoliv je zvy-
Seni efektivity subinhibi¢ni koncentrace ATB, které bylo v této studii dosazeno velmi
slibnym vysledkem, nékteré publikace pted aplikaci niZsi koncentrace ATB ve spoji-
tosti s fagy varuji v souvislosti s transdukci a selekci rezistentnich variant (Leclerc
et al. 2022). Nutno vSak podotknout, Ze Leclerc et al. ve svych experimentech praco-
vali s temperovanym fagem.

2.9.3 Zabranéni rezistence

Hlavnim diivodem vyzkumi alternativnich zptisobii 1é¢by bakteridlnich infekci, jako
je fAgova terapie Ci synergicky efekt ATB a fagl, je antibioticka rezistence. Tento glo-
balni problém se nevyhyba ani Ceské republice. Roku 2021 zde z vice jak 2000 testo-
vanych izolatl 9,4 % predstavoval MRSA (atlas.ecdc.europa.eu, 2023). Ackoliv se fagy
jevi jako slibna alternativa, také proti nim jsou bakterie schopné ziskat rezistenci.
Jako efektivni zpiisob potlaCeni rezistence se ukazala pravé kombinace obou vyse
zminénych slozek (Kirby 2012). JelikozZ mechanismy rezistence viici ATB jsou odlisné
od rezistence k faglim, pravdépodobnost, Ze by se jeden kmen stal odolny vii¢i obéma
slozkam je velmi nizka. K tomu prispiva také fakt, Ze samotna rezistence je zatézi pro
bakteridlni metabolismus. Tato teorie byla ovérena na kontinudlni kulture S. aureus
pomoci faga SA5 a gentamicinu. Samostatna aplikace antimikrobialnich slozek vedla k
narulstu rezistentnich variant. Oproti tomu pouziti faga SA5 a gentamicinu spole¢né
vedlo k eradikaci kultury bez nartstu rezistentnich variant. V pritomnosti gentamici-
nu navic mél S. aureus tendenci k agregaci a tvorbé biofilmu. Tento fenotyp vykazoval
vétsi nachylnost k fagové infekci, v pritomnosti gentamicinu tak byla fagova infekce

Kombinace fagil a antibiotik se ukazala také jako efektivni zpilsob resenzitiviza-
ce jiz rezistentnich kment (Jo, Ding, et Ahn 2016). Byl pouzit kmen S. aureus rezis-
tentni vici TET a CLMP, na ktery byl aplikovan fag SA11 v kombinaci se subletalni
koncentraci vySe uvedenych ATB. I presto, Ze kmen vykazoval vici ATB rezistenci,
v pripadé TET byla pozorovana synergie, kombinace s chloramfenikolem pak byla
pouze aditivni.
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3 Cile diplomové prace

Cilem diplomové prace bylo ptispét k charakterizaci mechanismu synergického pt-
sobeni fagl s antibiotiky inhibujicimi proteosyntézu spolu s testovanim vhodné 1éko-
vé formy pro aplikaci fagt pti povrchovych infekcich. Byly stanoveny tyto dil¢i cile:

1. Priprava modelovych systémil pomoci vneseni genu pro rezistenci k faglim do
ptivodneé citlivého kmene.

2. Stanovit vysledny efekt pritomnosti antibiotik plisobicich v rliznych fazich
translace, tj. pii iniciaci (gentamicin), pti vazbé tRNA (tetracyklin), pii tvorbé
peptidové vazby (chloramfenikol), nebo pri pohybu ribozomu po mRNA (ery-
tromycin), na fagovy vytézek a na schopnost eradikace kment se znamym pu-
vodem rezistence.

3. Stanovit stabilitu terapeutickych fagt v rtiznych nosicich vyuzitelnych pro po-
vrchovou aplikaci spolecné s antibiotiky, a to v riznych rozmezich teplot, pH a
UV zareni.
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4 Materidaly
4.1 Bakterialni kmeny

Tabulka 3: Seznam bakterialnich kmenii S. aureus a jejich stru¢na charakteristika

Sekvencni Tvorba

Kmen Charakteristika a vyuZiti typ biofilmu Zdroj
1039 Kmen bez Spa, profagl a RM sys- ST97 - Sbirka LMDM
témi, akceptor MGE

1039(phi_244_1+) Lyzogenni kmen ST97 Vytvoreno
v této praci

1039(phi_2650_2+/3%) Lyzogenn{ kmen ST97 Vytvoreno
v této praci

1039(53%) Lyzogenn{ kmen ST97 - Vytvoreno
v této praci

RN4220 Kmen citlivy k fAglim typu 812 ST8 3 Sbirka LMDM

RN42204tarM Kmen citlivy k lytickym fagim ST8 3 Sbirka LMDM

pouzitym v této praci, akceptor
MGE
RN4220(53+) Lyzogenni kmen ST8 3 Sbirka LMDM
1137 PomnoZzovaci kmen pro fagy typu ST4618 0 Sbirka LMDM
812
E48 Pfirozené obsahuje profaga ®53 ST8 - Sbirka LMDM
E61 Kmen citlivy k fagu 812 a rezis- ST111 N/A Sbirka LMDM
tentni k 53

NRL Atb 2650/09 Vicenasobny lyzogen, donor MGE ST45 3 Sbirka LMDM

NRL Atb 244 Vicenasobny lyzogen, donor MGE ST8 0 Sbirka LMDM

4.2 Antibiotika

Tabulka 4: Seznam pouzitych ATB

Antibiotikum Zpisob aplikace Vyrobce

Erythromycin =~ Vodny roztok / Disk (15 pg) Sigma-Aldrich / Oxoid
Gentamicin Vodny roztok / Disk (10 pg) Sigma-Aldrich / Oxoid
Tetracyklin Vodny roztok / Disk (30 pg) Sigma-Aldrich / Oxoid
Chloramfenikol Vodny roztok / Disk (30 pg) Sigma-Aldrich / Oxoid
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Neomycin Disk (30 pg) Oxoid
Kanamycin Vodny roztok / Disk (30 ug) Sigma-Aldrich / Oxoid

Antibiotika pouzita ve formé vodného roztoku byla naredéna na potrebnou koncen-
traci ve sterilni destilované vodé ze zasobniho roztoku, ktery byl ptripraven rozpusté-
nim praskové formy antibiotika ve vodé (gentamicin, erytromycin, kanamycin) ¢i v
etanolu (tetracyklin, chloramfenikol). Zasobni roztoky antibiotik byly skladovany pri
teploté - 20 °C.

4.3 Bakteriofagy

Tabulka 5: Pouzité bakteriofagy a kmeny na nichZ byly pomnozeny

Lytické bakteriofagy Kmeny S. aureus pouZzité k pomnoZeni Zdroj

812 1137 Sbirka LMDM
812h1 1137 Sbirka LMDM
812K1/420 1137 Sbirka LMDM
p68 RN4220AtarM Sbirka LMDM
@53 1039 Sbirka LMDM

4.4 Média a smési

Masopeptonovy bujon (MPB)
Nutrient broth (Oxoid) 13 g
Yeast extrakt (Oxoid) 3 g
Pepton (Imuna) 5g

H20 1000 ml

Masopeptonovy agar (MPA) 0,7/1,5 %
Nutrient broth (Oxoid) 13 g
Yeast extrakt (Oxoid) 3 g

Pepton (Imuna) 5g
Agar 7/15g
H20 1000 ml

43



MATERIALY

0,02 M CaCl2
CaCl2 22g
H20 1000 ml

Fyziologicky roztok
NaCl 8,5¢g
H20 1000 ml

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (cfu)

NaCl 8¢g

KCl 02¢g
KH2P04 0,24 g
Na2HPO4-2H20 1,95¢g
H20 1000 ml
Fagovy pufr

S5MNaCl 2ml

CaCl2 1,1g

IM Tris8 50 ml

H20 948 ml

Hognes’s modified freezing medium (HMFM)

3,6 mM K2HP04-3 H20 082g

1,3 mM KH2P04 0,175 g

2,0 mM dihydrat citratu sodného 0,59 g

1,0 mM MgS04-7 H20 0,245 g

4,4 % (v/v) glycerol 44 ml

H20 do vysledného objemu 1000 ml
50x TAE

Tris-base 242 g

Kyselina octova (ledovd) 57,1 ml

0,5M EDTA (pH 8) 100 ml

H20 do vysledného objemu 1000 ml

Promyvaci roztok pro PFGE
TrisCl11MpH7,5 10ml

EDTA 0,5 M 20 ml
EGTA0,5M 20 ml
NaCl5 M 200 ml
H20 750 ml
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Lyzaéni roztok pro PFGE
Tris1 M pH 7,8 0,6 ml
EDTAO0,5M 20 ml
BRI] 58 05¢g
Laurylsarkosin 05g

Na - deoxycholat 0,2 g

H20 Do 100 ml
Deproteinizacni roztok na PFGE
EDTA0,5M 5 ml
EGTA0,5M 4 ml
Laurylsarkosin 1g

NaOH Piidavano do pH 9
H20 Do 100 ml
Fagovy pufr

NaCl 5M 2 ml
CaCl20,02M 1,1g
TrisIMpH8 50ml

H20 948 ml

TE pufr

EDTAO0,5M 2 ml
TrisIMpH8 10ml

H20 988 ml

10x koncentrovaného profagového bujonu

Trypton

Yeast extract
NaCl

Nutrient broth
H20

10 M NaOH
NaOH 40g
H20 100 ml

10g
2g
2g
13 g
100 ml
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Sevageova smés
Chloroform 480 ml

[soamylalkohol 20 ml

Promyvaci roztok na lyzogenizaci
0,15 M NaH2P04-2H20 11,7¢g
0,15 M Na2HPO4-12H20 26,85¢g

0,01 M citrat sodny 14,7 g
H20 500 ml
Karbomerovy gel

Fagovy pufr 100g
Karbomer 1g
NaOH DopH7

Veskera média byla sterilizovana autoklavovanim pfi teploté 120 °C. Vyjimku tvori
Lyzac¢ni roztok pro PFGE a Deproteinizacni roztok na PFGE, jehoZ sterilita byla po
pridani vSech komponent zajisténa tak, Ze byl prefiltrovan pires 0,22 pm filtr (Filtra-
TECH).

Pokud byla média pouzita pro propagaci fagti, obsahovala piidavek CaClz (1/10 ob-
jemu 0,02 M CaClz). Naopak pro inhibici adsorpce faga bylo pouzito MPA s 0,01M ci-
tratem sodnym k vyvazani vapenatych kationti.

U MPB, MPA, PBS a 10x koncentrovaného profadgového bujénu bylo ptred autoklavo-
vanim upraveno pH na 7,5 (u médii dochdazi pti autoklavovani ke sniZeni pH, takze
vysledna hodnota byla blizka 7)

4.5 Enzymy

Tabulka 6: Pouzité enzymy a jejich zasobni koncentrace

Enzym Zasobni koncentrace Vyrobce
One Taq Quick-Load Master Mix
with Stgn%ard Buffer 2x NEB
Smal (CutSmart pufr) 20000 U/ml NEB
Ribonukleaza 10 mg/ml SIGMA
Lyzostafin 10 mg/ml SIGMA
Proteinaza K 20 mg/ml Roche Diagnostics
Lysozym 50 mg/ml SIGMA
Mutanolyzin 1000 U/ml Roche Diagnostics
Achromopeptidaza 25000 U/ml SIGMA
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4.6 Chemikalie

CaCl2 (Penta, CR) Na2HP04.2H20 (Lachema, CR)
CH3COONa.3H20 (Lachema, CR) Fenol (Penta, CR)

KCl (Lachema, CR) NaCl (Lach-Ner s.r.o., CR)

EDTA (SIGMA, SRN) Glycerol (SIGMA, SRN)

K2HPO4 (Lachema, CR) Sodiumdodecylsulfat (SIGMA, SRN)
Ethidium Bromid (SIGMA, SRN) Chloroform (Penta, CR)

Kyselina octova (Penta, CR) Tris-base (SIGMA, SRN)

4.7 Pristroje

Centrifugy
e JOUAN BR4i (Thermo Fisher Scientific), rotor AB 50.104, S40
e Mini Spin plus (Eppendorf), rotor F-45-12-11

Spektrofotometry
e Tecan infinite 200Pro (Tecan)
e Nanodrop ND-2000c (Thermo Scientific)
e Bioreactor RTS-8 (Biosan)
e (C08000 Cell Density Meter (Biowave)

Sekvenator
e Oxford Nanopore MinION (Oxford Nanopore Technologies)
PCR cycler
e Labcycler Gradient (SensoQuest)

Zdroje pro elektroforézu
e PowerPac 300 (Biorad)

Fotodokumentace geli
e InGenius 3 (Syngene)

Termostaty
e Stolni termostat DB-2D (Techne)
e Termostat SHEL LAB (Biotech)
e Termostat BT120 (Laboratorni pristroje Praha)
e Blokovy termostat TDB-120 (Biosan)

Pracovni boxy
e Boxna PCR Biosan (Biotech)
e Lamindarni box Antares 48NF (Steril-Antares)
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Dalsi
e Vortex-2 Genie (Scientific Industries)
e Indukéni skrin
o Stolni vodni lazen NB-303 (N-Biotek)
e Thermo Shaker TS-100 Biosan (Biotech)
e Vahy Navigator (OHAUS)
e Zatizeni pro PFGE - CHEFF MAPPER (BioRad)

4.8 Bioinformatické nastroje

BLAST 2.13.0+ (National Center for Biotechnology Information, USA)
- analyza sekvenci
- https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Primer-BLAST (National Center for Biotechnology Information, USA) (Ye et al., 2012)
- navrh PCR primeri
- https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
NEBcutter 2.0
- insillico restrikéni Stépeni
- https://nc3.neb.com/NEBcutter/
PHASTER (Arndt et al.,, 2016)
- predikce profagii v bakterialnich genomech
- https://phaster.ca/
HHpred (Zimmermann et al., 2018)
- predikce funkce proteint
- https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred
PROKKA 1.14.5.
- nastroj k automatické anotaci prokaryontnich sekvenci
- https://usegalaxy.eu/root?tool id=prokka
RAST 2.0
- automaticka anotace bakteridlnich genomi
- https://rastnmpdr.org/
UGENE 43.0
- zobrazeni a manualni anotace sekvenci
- http://ugene.net/
MinKnow 1.4.2 (Oxford Nanopore Technologies)
- ovladani sekvenatoru MinlON, basecalling a trimming sekvenacnich
Cteni

Flye 2.9.1
- slozeni genomovych sekvenci (vyuzito vychozi nastaveni programu)
- https://doi.org/10.1073 /pnas.1604560113
Medaka Consensus Pipeline 1.7.2 (Oxford Nanopore Technologies)
- polishing sestavené sekvence pomoci neuralnich siti (model
r941_min_sup507)
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Izolace bakterialni genomové DNA pomoci chloroformu

1 ml kultury o ODeoo = 1 bylo centrifugovano 16 000x g po dobu 1 min.
Supernatant byl odsan a pelet resuspendovan v 1 ml promyvaciho roztoku pro
PFGE. Byla opakovana centrifugace jako v pfedchozim bodé (u biofilm tvori-
cich kmeni bylo promyti 2x zopakovano).

Po odstranéni supernatantu bylo piidano 250 pl STET pufru, 20 ul lyzostafinu
(0,5 mg/ml) 10 pl achromopeptidazy (25000 U/ml) a 10 pl mutanolyzinu
(1000 U/ml). Smés byla 10x kratce vortexovana a inkubovana 2 hodiny (do
projasnéni) pii 37 °C.

Bylo pridano 20 ul proteinazy K (20 mg/ml) a nasledovalo zvortexovania 10
minut dlouhd inkubace p1i 55 °C/900 rpm na tfepacim termobloku.

Bylo pridano 5 ul RNazy A (10 mg/ml), smés byla opét zvortexovana a inku-
bovana prti 37 °C po dobu 15 min.

Smés byla prenesena do centrifuga¢ni zkumavky s gelem o objemu 15 ml. Bylo
pridano 350 pl spodni faze fenol-Sevageovy smési. Nasledovalo mirné promi-
chavani vzorku na hula kyvacce pomalym ptevracenim 10 minut. Poté byla
provedena centrifugace 15 min/5000 rpm/10 °C (JOUAN BR4i, rotor AB
50.104, S40)

K vodné fazi bylo opét pridano 350 pl Sevageovy smési a byl opakovan postup
z predchoziho bodu.

Byla odebrana ¢ista horni faze do Eppendorf zkumavky a vzorek byl uloZen na
led. Bylo pridanu 30 pl vychlazeného 3M octanu sodného. Po promichani bylo
pridano dvojnasobek objemu ledového 96 % etanolu.

Pro lepsi srazeni DNA byl vzorek ptes noc uloZen pii - 20 °C.

Dalsi den nasledovala centrifugace 22000x g/ 20 min/4 °C. Etanol byl odlit a
k peletu bylo ptiddno 300 pl 75 % etanolu. Smés byla ponechana 5 minut pri
pokojové teploté.

Byla opakovana centrifugace, jako v predchozim bodé. Po odsati supernatantu
byl zbytkovy etanol odparen, pricemz se vSak pelet nesmél zcela vysusit.

DNA byla rozpusténa ve 150 pl 10 mM TE pufru (pH 8) a analyzovana na Na-
nodropu. Vzorky byly nasledné skladovany v lednici.

Sekvenace na Oxford Nanopore MinlON

Bylo smichano 400 ng bakterialni DNA s 0,8 ul FRA (fragmentacni mix)
Nasledovala inkubace 30 °C/1,5 min a poté schlazeni na 4 °C

Byly resuspendovany AMPure XP beads a vytemperovany na pokojovou teplo-
tu
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Ke smési bylo pipetovano 60 pl AMPure XP beads. Smés byla 10 minut promi-
chavana na Hula mixéru

Zkumavka byla vloZena do magnetického stojanku a po projasnéni byl odsan
supernatant.

Pelet byl 2x promyt 40 pl 70% etanolu.

Po odstranéni a odtékani etanolu byla zkumavka vyndana ze stojanku a pelet
byl opatrné resuspendovan v 10 pl NFW o teploté 50 °C.

Nasledovala inkubace 5 min/21 °C.

Vzorek byl vracen do magnetického stojanku a po projasnéni byl eluat odpipe-
tovan do nové 1,5 ml DNA Lo-bind zkumavky.

Bylo pridano 0,4 ul Rapid-Adapter, vzorek byl promichan a mzZikové stocen.
Nasledovalo 10 minut inkubace pri pokojové teploté.

Po analyze koncentrace a ¢istoty DNA na nanodropu byl pripraven flowcell
priming mix (117 pl Flush pufru (FB) a 3 ul Flush Tether (FLT).

Po vneseni flowcell priming mixu do flowcelly byla pripravena knihovna smi-
chana s 15 pl SBII a 10 pl LB a vnesena do flowcelly po kapkach bez pristupu
vzduchu.

Byla spusténa sekvenace v médu MUX Scan 1-1,5 hod/24 hod.

Indukce excize profaga pomoci UV

ON kultura donorového kmene byla prelita do 50 ml MPB ve 200ml Erlen-
meyerové barice a zde provzdusiovana 2 hod intenzivnim tfepanim pii 37 °C.
45 ml Cerstvé narostlé kultury bylo preneseno do zkumavky typu Falcon o ob-
jemu 50 ml a zcentrifugovano 20 min/3000 rpm (JOUAN BR4i, rotor AB
50.10A4, S40).

Sediment byl resuspendovan v 5 ml 0,85% fyziologického roztoku a nafedén
na 0D600 = 0,15 - 0,20.

10 ml suspenze bylo preneseno do sterilni sklenéné Petriho misky (bylo tfeba
vyhradit vZdy jednu misku pro odlisné ¢asy ptisobeni UV). Miska byla premis-
téna do predem vysvicené indukcni skiiné a bylo z ni odkryto vicko.

Indukce UV zarenim probéhla 45 cm od UV lampy (15 W) pri dobé expozice 30
s, 40 s a 50 s, nacCez byla ozarena smés premisténa do tmy.

Poté byla smés prenesena do provzdusiovacky s 10 ml 10x koncentrovaného
profagového bujonu a 30 ml 0,85% fyziologického roztoku.

Nasledovala inkubace 2 hod/37 °C pfi mirném provzdus$iiovani. Dale bylo
provedeno stanoveni titru kapkovou metodou. Smés byla po inkubaci uloZena
pres noc pfri 4 °C.

Lyzat byl prenesen do 50 ml zkumavky. Nasledovala centrifugace 10
min./5000 rpm. (JOUAN BR4i, rotor AB 50.10A4, S40)

Lyzat byl prefiltrovan pres 0,45um PES filtr (FiltraTECH) do nové zkumavky a
skladovan v lednici.
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5.4

5.5

Stanoveni titru kapkovou metodou

Do 10 ml ON kultury byl pridan 1 ml 0,02 M CaCl..

Zkumavky s 2,5 ml rozvareného 0,7% MPA s CaClz bylo vytemperovano na 46
°C.

100 pl kultury bylo preneseno do vytemperované zkumavky s 0,7% MPA. Ob-
sah zkumavKky byl ptelit na Petriho misku s 1,5% MPA.

Na zatuhlou misku bylo nakapano 10 pl lyzatu z fedici rady zpravidla v rozme-
zi 10-1 aZ 10-7. Po zaschnuti kapek byly misky preneseny do 37 °C a inkubova-
ny pres noc. Nasledné byl stanoven titr (PFU/ml).

Stanoveni citlivosti kmene k fagu

Pri stanoveni citlivosti k fagu byl pouZit stejny postup jako u stanovent titru faga.
Kmen byl povaZovan za citlivy v pripadé, Ze probéhla produktivni infekce fagem, kte-
ra se projevila pritomnosti jednotlivych plak.

5.6

Izolace faga z jedné plaky

Provadéno u fagli indukovanych z kmenti NRL Atb 244 a NRL Atb 2650/09, jelikoz
oba tyto kmeny obsahuji vice profagt a bylo tfeba je separovat.

1.
2.

3.

Byla pripravena ON kultura kmeni 1039 a RN42204¢tarM v 10 ml MPB.

Byl naredén lyzat tak, aby po vneseni 100 pl do 0,7 % MPA spolu se 100 pl kul-
tury vznikly po vyliti na misku 1,5 % MPA jednotlivé plaky

Do zkumavky typu Eppendorf bylo pridano 500 pl kultury pomnoZovaciho
kmene o ODsoo = 0,2.

Z Petriho misek bylo ndhodnym vybérem odpichnuto 20 plak. Kazda plaka by-
la jednotlivé prenesena do zkumavky Eppendorf s nafredénou suspenzi po-
mnozovaciho kmene.

Smés byla inkubovana na trepacce 2 hod/37 °C/180rpm. Nasledovala centri-
fugace 15 min/13 000 rpm. (Mini Spin plus, rotor F-45-12-11)

Polovina vzorkt byla uloZena do lednice, pro piipad, Ze by nasledujici kroky
bylo treba opakovat. Druha polovina byla vyoCkovana na misku s 1,5% MPA
pres 0,7% MPA (do zkumavky ptidano 100 pl lyzatu a 100 pl kultury).

Po 18h kultivaci byl pomnoZeny fag z misky smyt pomoci 3 ml MPB, pricemz
MPB bylo na misce ponechano po dobu 15 minut, aby se viriony uvolnily do
média.

Médium bylo preneseno do zkumavky a zcentrifugovano. Fag byl pomnoZen
do vétsiho objemu podle protokolu
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8.

9.

Pfiprava fagoveho lyzatu

Do 20 ml MPB ve sterilni provzdusnovaci lahvi byly preneseny 2 ml ON kultu-
ry. Nasledovalo provzdusnovani po dobu 2 - 4 hod/37 °C, do zakalu odpovi-
dajicimu zhruba 100 CFU/ml.

Byla ptridana 1/10 objemu 0,02 M CaClz a 2 - 3 ml fagového lyzatu.
Nasledovalo provzdusiovani pri 37 °C do uplné lyze bakterialni kultury, ma-
ximalné vsak probihalo 3 hod. Poté byl lyzat uloZen v lednici do dalsiho dne.
Nasledné byl lyzat zcentrifugovan 15 min/4500 rpm (JOUAN BR4i, rotor AB
50.10A4, S40) a prefiltrovan pres 0,45um PES filtr (FiltraTECH) a byl stanoven
titr faga.

Stanoveni rastové kfivky faga bez a v pritomnosti ATB

2 ml ON kultury bylo pireneseno do sterilni 250ml Erlenmeyerovy bariky se 50
ml MPB s CaCla.

Poté co kultura dosahla ODeoo = 0,4 (titr 108 CFU/ml) byla prenesena do ledni-
ce na dobu 20 min.

Nasledné z ni bylo odebrano dvakrat po osmnacti ml a preneseno do dvou Er-
lenmeyerovych banék o objemu 100 ml.

K jednomu vzorku byl pridan 1 ml ATB tak, aby vysledna koncentrace ve smési
byla rovna % MIC a k druhému 1 ml vody. Takto oSetiené vzorky byly inkubo-
vany 20 min pti 37 °C.

Po 20 minutach byl ke smési pridan 1 ml faga tak, aby byl vysledny titr ve
smési roven 107 PFU/ml (IR=0,1).

Smés byla dal tfepana a inkubovana ve vodni lazni pti 37 °C a v ¢asech 2, 5, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70 a 80 min bylo odebrano 500 pl.

Odebrany vzorek byl centrifugovan 11000x g / 1 min / RT, supernatant byl
zfiltrovan filtrem s velikosti pora 0,45 pm (FiltraTECH).

Nasledné byly ze vzorki vytvoreny Fedici fady a smés byla v triplikatech vyse-
ta na Petriho misky s dvouvrstevnym agarem obsahujicim kmen E61.

Misky byly inkubovany pti 37 °C pies noc a poté byl stanoven titr fagovych
Castic.

10. Fagovy vynos, tedy pocet uvolnénych fagovych ¢astic na jednu infikovanou

buriku byl vypocitan podle vzorce:
A = pocet virionli na konci faze vzestupu (PFU/ml)
B = pocet virionti v ¢ase 0 (PFU/ml)
C = pocet nenadsorbovanych virionti (PFU/ml)

Fagovy vynos = ﬁ
Pracujeme-li s nizkym vstupnim pomérem, lze predpokladat, Ze B - C
odpovida poctu adsorbovanych virioni a zaroven, Ze jeden virion infi-

koval vzdy praveé jednu buiiku. Za téchto predpokladti hodnota B - C
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odpovida poctu infikovanych bunék.

5.9 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

PCR byla vyuzita pro detekci vybranych sekvenci, diky cemuZ mohly byt identifiko-
vany konkrétni fagy, bakteridlni kmeny, ¢i pfitomnost genii zajmu. Parametry PCR se
lisily v zavislosti na povaze vzorki. Ve vSech PCR reakcich bylo pracovano s OneTaq
2X Master Mix with Standard Buffer. Vysledny objem reakéni smési byl 25 pl. Pouzité
primery a velikosti amplikonti popsany v tabulce 7. SloZeni reakéni smési je popsano
v tabulce 8 a podminky PCR v tabulce 9.

Tabulka 7: Shrnuti pouZitych primert

Cil Velikost Ta

detekee Nazev Sekvence amplikonu  (°C) Zdroj
F_prophage _244_1 TTTGGGGAAGTGAGCGACAT
1351bp 53  avrzeno
v této praci
R_prophage_244_1 TTTGCCAGCTCCCGCATTAT
F_prophage_244 2 GGGCTTGGTTTGAAGAGGCT
Navrzeno
714bp >2 v této praci
. R_prophage_244_2 GTACGCAACTAGGGTGTACG
e,
(=]
3
S F_SCCmec_244_1 TTTGTAAGTGCTGACGCCTGA
= 201bp 52  Navrzeno
=] v této praci
z R_SCCmec_244_1 GGCCGATTGTGCTTGATGAG
3
N
=
= F_prophage_2650_2 GCGTGTGCGAAAGATAGCAG
=2 5
z 801 bp 52 Nalvrzen,o_
2 v této praci
2 R_prophage_2650_2 GGTCGTGCAGTATCGCAGTA
=
=
F_GI_2650_1 ACGTATGCTCAAGGTGATATTGGT
Navrzeno
>80 bp >3 v této praci
R_GI_2650_1 AACTTACAGGCAGTCCATCTCC

F_SCCmec_2650_2 ACCAAAATTGCTGATGCTCATGT
Navrzeno

298 bp >2 v této praci

R_SCCmec_2650_2 AGTAGTCAGAAGGAGTGGTGT
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F_prophage_2650_3 GCGTGTGCTACTTTTGCGTT
Navrzeno
450 bp 52 v této praci
R_prophage_2650_3 GCTTTGCTTAGACGGCAACC
pdpSau_F ACAGTGGACTTTTTCGACAGGT
(Kuntova et
189 bp 5 T4, 2023)
pdpSau_R TGATGCAACGACTGATAAACCG
3
!
Sa7Int_F GTCCGGTAGCTAGAGGTC
(Kuntova et
214bp 55 % 5023)
Sa7Int_R GGCGTATGCTTGACTGTGT
2 Sau_F GACGGCTTTGATGGCTAGTGG 5
o (Stépan et al.
s 217 bp 55 2001)
e Sau_R AGTTAATTCACGCCCTAGTG
Tabulka 8: SloZeni reak¢ni smési
Slozka Objem (pl)
MM OneTaq 12,5
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
Templat 1
PCR voda 10,5
Tabulka 9: Podminky PCR
Reak¢ni kroky Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocatetni denaturace 94 30 1
Denaturace 94 30
Nasednuti primeru Ta (viz tab. 7) 20 30
ProdlouZzeni 68 60/1Kkb
Findlni prodlouzeni 68 300 1

5.10 Elektroforéza v agar6zovém gelu (ELFO)

1. ELFO byla provadéna v 1x koncentrovaném TAE pufru. Pro separaci PCR ampli-
kont, fragmentt restrikéniho stépeni a Stépeného vektoru byly pouzity agarézo-
vé gely s koncentraci v rozmezi 0,8 % - 1,5 %.
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2. Po elektroforéze byl gel obarven v roztoku ethidium bromidu o koncentraci 1
ug/ml po dobu 30 min, oplachnut destilovanou Hz0 a fotografovan pod UV svét-
lem o vinové délce 302 nm.

5.11

N

10.
11.

5.12

v

Lyzogenizace

2 ml ON kultury bylo preneseno do 50 ml MPB v provzdusiiovaci lahvi a pro-
vzdusnovano 2 hod pti 37 °C do ODsoo = 0,3.

K narostlé kultuie bylo piidano 5 - 6 ml lyzatu lyzogenujiciho faga o co nej-
vy$Sim titru a 5 ml 0,02M CaClz. Nasledovala inkubace po dobu 2 hod./37 °C za
provzdusiiovani. Pfed navozenim Uplné lyze byla inkubace zastavena a smés
byla prenesena do lednice, kde ztistala do dalsiho dne.

Nasledovala centrifugace 15 min./4500 rpm (JOUAN BR4i, rotor AB 50.10A4,
S40) a odliti supernatantu.

Pelet byl 2x promyt v 5 ml sterilniho promyvaciho lyzogeniza¢niho roztoku a
nasledné resuspendovan v 1 ml MPB.

Byla ptipravena redici fada kultury v MPB az po 102 a z kaZdého fedéni byly
sklenénou hokejkou vysety triplikaty po 100 pl na misky s MPA s 0,01 M citra-
tem sodnym.

Po presnocni kultivaci bylo sterilnim paratkem precarkovano okolo 40 kolonii
na MPA s 0,01 M citratem sodnym.

Pasazovani na MPA s 0,01 M citratem sodnym probéhlo celkem trikrat.
Jednotlivé izolaty byly ocislovany a byl proveden test rezistence k lyzogenizu-
jicimu fagu: Na misce s MPA a CaClz byly potencialni lyzogenni kolonie roze-
tieny do prouzku, na ktery bylo nakapano 10 pl lyzatu ptivodniho lyzogenizu-
jiciho faga (popripadé také faga, viici kterému méla byt u lyzogenti navozena
rezistence).

Takto pripravené misky byly inkubovany ptes noc.

Rezistentni kultury byly preneseny do HMFM a zakonzervovany pfti -80 °C.
Lyzogenizace byla nasledné ovérena pomoci specifickych PCR primer.

Pfiprava hrubého bunécného lyzatu

1 klicka kultury byla prenesena do 1,5ml mikrozkumavky s 500 pl MPB a kul-
tivovana 3 hod./37°C.

Nasledovala centrifugace 3 min./12 000 rpm (Mini Spin plus, rotor F-45-12-
11) a odliti supernatantu

Kultura byla 2x promyta v 1 ml sterilni destilované Hz0, a znovu centrifugo-
vana 3 min./12 000 rpm (Mini Spin plus, rotor F-45-12-11)

Byla provedena tepelna lyze v termobloku pti 80 °C po dobu 20 min.

Jako templat v PCR byl pouZit supernatant po centrifugaci.
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5.13
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10.

11.

12.

13.

14.

Pulzni gelova elektroforéza (PFGE)

ON kultura o objemu 10 ml byla prelita do 15 ml zkumavky a bylo k ni pridano
100 ul 0,5M EDTA. Smés byla vloZena na 10 minut do lednice a poté centrifu-
govana 15 min/4500 rpm/4 °C. (JOUAN BR4i, rotor AB 50.10A4, S40)

Sediment byl 2x promyt v 5 ml predem na ledu vychlazeného promyvaciho
pufru na PFGE.

Byla opakovana centrifugace a supernatant odlit. Pelet byl resuspendovan v 1
ml promyvaciho pufru.

Sediment byl umistén na led a nafedén v 15 ml promyvaciho pufru na ODsoo=
0,2.

Nasledovala opét centrifugace za stejnych podminek jako v predchozich bo-
dech. Po odliti supernatantu byl pelet resuspendovan ve zbytku tekutiny a
prenesen do 1,5ml mikrozkumavky.

Suspenze byla zahtata na 55 °C na 2-3 minuty a bylo k ni pridano 15 pl ly-
zostafinu (0,5 mg/ml) a 150 pl rozvarené 2 % low-melting agar6zy vytempe-
rované na 55 °C.

Smés byla promichana a prepipetovana do tvoritek na tvorbu agarézovych
blockd.

Po zatuhnuti byly blocky vytlaceny do sklenénych sroubovacich zkumavek s 1
ml lyza¢niho roztoku a 20 pl lyzostafinu. Obsah zkumavky byl inkubovan za
mirného trepani pti 37 °C 2-3 hodiny. Smés byla poté uloZena do lednice do
dalsiho dne.

Byl odlit lyza¢ni roztok a k blockiim byl ptidan 1 ml deproteiniza¢niho roztoku
s 25 ul proteinazy K (20 mg/ml). Nasledovala inkubace za mirného tiepani po
dobu 6 hodin pri 55 °C. Po vyméné deproteinizacniho roztoku s proteinazou K
bylo v inkubaci pokracovano pres noc.

Dalsi den byly blocky 5x promyty na ledu ve zhruba hodinovych intervalech

v 10 ml vychlazeného 1x TE pufru (pH=8). Bloc¢ky byly dale skladovany v TE
pufru v lednici.

Pri pripravé na restrikcni Stépeni byly nejprve bloCky nakrajeny na 1 mm tlus-
té pasky. Na 1 pasek byla namichdna smés 68 ul H20, 8 ul CutSmart pufru a 0,5
ul restriktazy Smal (20 U/ul). Stépeni probihalo ptes noc p¥i 25 °C ve tmé.
Bylo ptridano 500 pl TE pufru. Blo¢ky byly po lehkém oschnuti pfeneseny do
jamek 1,2 % agarézového gelu. Jamka s blockem byla zalita vytempervanou 1
% low-melting agarézou.

PFGE probihala v 1x TAE pufru pti 5,5 V/cm, 24 hodin s pulznimi ¢asy od 1“
do 55 a pri 14 °C.

Gel byl obarven v roztoku ethidiumbromidu (1 pg/ml) 30 min, omyt v destilo-
vané Hz20 a vyfotografovan pod UV svétlem o vinové délce 302 nm.
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5.16

Izolace plazmidové DNA — dle protokolu pro S. aureus pro
izolaci plazmidové DNA kitem NucleoSpin Plasmid

7 ml ON kultury bylo centrifugovano 6000 g/15 minut/4 °C.

Supernatant byl odlit a k peletu byly pridany 4 ml PBS pufru, ve kterém byl pe-
let resuspendovan.

Nasledovalo opakovani centrifuga¢niho kroku.

K peletu bylo pridano 500 pl roztoku A1 obsaZeného v kitu.

Smés byla resuspendovana a inkubovana po dobu 1,5 hod/37 °C za ptridavku
20 pl lyzostafinu (0,5 mg/ml) a 2 pl lysozymu (10 mg/ml).

Po ukonceni inkubace bylo dale postupovano dle navodu vyrobce.
Koncentrace izolované DNA byla méfena pomoci Nanodropu.

Spektrofotometrické stanoveni rustové kfivky bakterialnich kultur
v pfitomnosti ATB a faga s vyuZitim Tecan spektrofotometru

Do 10 ml MPB byl pienesen 1 ml ON kultury. Kultivace pokracovala na tiepac-
ce pri 37 ° do narustu na ODeoo = 0,4.

Kultura kmene s pozadovanym ATB a fagovy lyzat byly smichany tak, aby
vstupni pomér fag:kmen ¢inil 0,1 a vysledna koncentrace ATB byla % a % MIC.
V pripadé 20min kultivace kmene s ATB pred pridanim faga, byla kultura nej-
prve synchronizovana chladem (4°C/20 min).

Celkovy objem smési byl 200ul na jamku. PouZita byla 96jamkova desticka.

Na desticku byly umistény vzdy také kontroly sterility média, kontroly kultury
pouze s pridavkem faga a pouze s pridavkem ATB, a také kontrola riistu bak-
teridlni kultury, kde misto ATB byla pridana pouze voda a misto faga pouze
MPB.

Méreni probihalo na spektrofotometru Tecan pri teploté 37 °C za nasleduji-
cich podminek: snimani absorbance pfti vinové délce 600 nm, interval snimani
8 minut, amplituda linearniho tfepani 2 mm po dobu 240 s, teplota 37 °C, cel-
kova délka méteni 24 hodin.

Hodnoceni vysledného efektu ATB a faga na rust kultury pomoci
interakénich grafu a jejich kvantifikace

K hodnoceni vysledného efektu ATB a faga na rist kultury byla pouzita meto-
da interak¢nich grafti vytvorenych z hodnot plochy pod kfivkou. Princip inter-
ak¢nich graf popsan na schématu X.

K usnadnéni interpretace interakéniho grafu byly hodnoty z néj prevedeny na
tzv. Interakcni hodnotu ATB a faga pomoci vzorce:
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A-B

Y=o
Kde A = plocha pod riistovou krivkou kultury oSetifené pouze fagem, B = plo-
cha pod riistovou krivkou kultury oSetfené fagem a ATB, C = plocha pod riis-
tovou krivkou kultury bez antimikrobialnich sloZek (kontrola), D = plocha pod
ristovou kiivkou kultury oSetiené pouze ATB. Hodnoceni vyslednych hodnot:
antagonismus < 1, aditivni efekt ¢i Zadny efekt = 1, synergicky efekt > 1. Pro
lepsi vizualizaci viz schéma X.

Aditivni efekt Synergie Antagonismus Zadny efekt
3| | g | 2| 3
] c ] 2 c
E BezATE  E BezATB —c | BezATB = T
5= D = D E=] o] A - \A
=3 A SATB =3 A SATB =4 S ATB -3 6
= — 2 plall-N P —_ 2
s B 5 5 5
=] Le] =] =]
[ = B o o
Ne | Ano Ne I Ano Ne Ano Ne Ano
Pidavek faga Pridavek faga Pridavek faga Pridavek faga
X=1 X>1 X<1 X=1
X A-B
Cc-D

Obrazek 17: Schéma popisujici princip interakénich grafi a jejich kvantifikaci. Kvantifikace byla

A-B o v “ v .
stanovena podle vzorce X = D’ kde A = plocha pod ristovou kiivkou kultury oSetfené pouze fagem,

B = plocha pod ridstovou krivkou kultury oSetrené fagem a ATB, C = plocha pod riistovou kiivkou kul-
tury bez antimikrobialnich slozek (kontrola), D = plocha pod riistovou kiivkou kultury oSetfené pouze
ATB. Antagonismus < 1, aditivni efekt ¢i Zadny efekt = 1, synergicky efekt > 1.

5.17
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Spektrofotometrické stanoveni ristové kfivky bakterialnich kultur
v pfitomnosti ATB a faga s vyuzitim mikrobiologického
bioreaktoru

2 ml ON kultury bylo preneseno do sterilni 250ml Erlenmeyerovy bariky s 50

ml MPB s CaClz a kultivovano pii 37°C / 150 rpm.

Poté, co kultura dosahla ODeoo = 0,2, byl rlist bunék synchronizovan chladem

pti 4 °C/20 min.

Nasledné bylo odebrano po 18 ml kultury do 50ml centrifugacnich zkumavek.
Ke vzorkiim byl piidan 1 ml ATB tak, aby vysledna koncentrace ve smési byla
rovna %2 a 1 MIC (1 ml vody ke kontrole). Takto oSetfené vzorky byly vloZeny
do bioreaktoru nastaveném na teplotu 37 °C a inkubovany za otaceni zkuma-

vek pfi 240 rpm se zménou smeéru kazdych 5s.

Po 3 ¢i 9 hodinach byl ke smési pridan 1 ml faga 812 tak, aby byl vysledny titr
ve smési roven 10°.

Méreni probihalo po dobu 20h a na konci byl stanoven titr faga.

Bez ATB

S ATB
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5.19

Purifikace fagovych Castic pomoci ultrafiltrace

K filtra¢ni kazeté VivaFlow 200 (Sartorius) o porozité 100 kDa byly pripojeny
nastavce s hadickami zajiSténymi objimkami.

JelikoZ byla kazeta uchovana v roztoku NaOH, bylo tfeba ji nejprve promyt ste-
rilni destilovanou vodou.

Pritok byl nastaven na 30 - 50 ml/min. Voda se nechala protékat kazetou do
objemu alespon 300 ml. Vystup permeatu i retentatu byl sveden do odpadni
nadoby.

Pti stejném zapojeni kazety a pritoku pumpy byla kazeta naplnéna fagovym
pufrem.

Po pritoku zhruba 50 ml pufru byla hadicka s vystupem retentatu umisténa
do zasobniho fagového pufru. Takto se nechalo protéct zhruba 250 ml roztoku.
200 ml fagového lyzatu bylo prefiltrovano pres Nalgene Rapid-flow filtra¢ni
nalevku do sterilni lahve s GL45 zavitem.

Do lahve s lyzatem byla zavedena hadicka vedouci do filtra¢ni kazety a pro vy-
stup retentatu zpét z kazety do lahve. Do lahve s lyzatem byl privadén fagovy
pufr ze zasobni nadoby, ktery byl nejméné o trojnasobném objemu.

Po zapojeni systému byla spusténa peristalticka pumpa na rychlost 40-50
ml/min.

Po prevedeni faga z média do fagového pufru (purifikace) byl zastaven prisun
pufru, ¢imz byly viriony zakoncentrovany do objemu 50 ml.

Byl stanoven titr faga.

Kazeta byla promyta 0,1 M NaOH a uchovana v lednici pro opakované pouZziti.

Pfiprava karbomerového gelu s obsahem fagovych ¢astic

Do sterilni kadinky s $ir§Sim dnem bylo navaZeno 100 g fagového pufru s CaClz
s pH 7,5 a na jeho povrch byl nanesen 1 g karbomeru.

Gelotvorny karbomer byl ponechan 15 minut k nabobtnani na hladiné pufru.
Smés byla poté pomoci sklenéné tycinky promichdna do homogenniho stavu.
Za pouZziti 1 M NaOH a za stalého michani bylo kyselé pH karbomerové smési
dorovnano na 7, vhodné pH pozname diky vzniku hustéjSiho gelu.

Vznikly gel byl sterilizovan v parnim autoklavu 121 °C/15 minut. Po sterilizaci
bylo pracovano s gelem pouze v aseptickych podminkach.

Jakmile gel vychladl, byl pridan pomoci sterilni sklenéné tyc¢inky fagovy purifi-
kat (titr 101° PFU/ml) v poméru 1:100 na vysledny titr faga 108 PFU/ml gelu.
Gel s fagem byl rozplnén po 1 ml do 1,5ml mikrozkumavek. Byla pripravena
také negativni kontrola obsahujici pouze gel bez faga.

Stabilita titru faga ulozeného ve trech rtznych teplotach (4, 21 a 37 °C) byla
urcovana pomoci kapkové metody v triplikatech po:

e 24 hodinach

e 7dnech
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e 14 dnech
e 28dnech

Pozn.: Stabilita faga byla testovana také ve fagovém pufru s titrem faga 108
PFU/ml.

5.20 Testovani stability faga 812 a p68 v karbomerovém gelu vuci UV
zareni

1. Kovéreni stability faga 812 v karbomerovém gelu byl pouZit preparat sklado-
vany po dobu 7 dni pfi 4 °C.

2. Expozice UV probihala na otevirené sklenéné misce poloZené 45 cm pod UV
lampou (15 W). Na misku bylo umisténo vzdy 600 ul gelu obsahujiciho faga,
které byly rozetieny do 2 mm vrstvy.

3. Nasledovala expozice UV zareni po dobu 30 sekund, 5 minut a 15 minut.

4. Po expozici UV zafeni bylo odebrano ze vzorkt 100 pl a naredéno v MPB mé-
diu.

5. Redici Fada byla vykapana v triplikatech na dvouvrstevny agar obsahujici
kmen 1137.
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6 Vysledky

6.1 Stanoveni sekvence kmenu NRL Atb 244 a NRL Atb 2650/09

Pro testovani hypotézy byla stézejni priprava systému se zndmym plivodcem rezis-
tence klytickym fagiim. Za timto dcelem byl navrZzen prenos MGE nesoucich geny
fagové rezistence z donorového kmene rezistentniho k fagim do akceptorového
kmene, ktery je k fagiim citlivy. Jako rezistentni donory MGE byly zvoleny kmeny NRL
Atb 244 a NRL Atb 2650/09, které jsou rezistentni k fagim P68 a 812. Protoze se ve
sbirce LMDM nachdazeji kmeny se stejnym sekvencénim typem (ST), které jsou ke stu-
dovanym fagiim citlivé, bylo predpokladano, Ze je rezistence k témto faglim kédovana
MGE. Z téchto kmeni byla izolovana DNA a nasledovala sekvenace na Oxford Nano-
pore MinION. Sekvenc¢ni data jsou charakterizovana v tabulce 10. Ze ziskanych dat
byly sestaveny chromozomalni i plazmidové sekvence obou kmenii a byly identifiko-

vany MGE (tabulka 11).

Tabulka 10: Sekvenc¢ni data kmeniti NRL Atb 244 a NRL Atb 2650/09

NRL Atb 244 NRL Atb 2650/09
Velikost genomu (Mbp) 2,867 2,853
% GC 32,8 329
OrthoANI (%) 98,75
Pocet cteni 89277 65503
N50 délka ¢teni (bp) 3967 2303
Max. Délka Cteni (bp) 157806 63112
Priimérné pokryti 102 53
Maximalni pokryti 1580 131
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Tabulka 11: Shrnuti anotace sekvenci kmenii NRL Atb 244 a NRL Atb 2650/09

NRL Atb 244 NRL Atb 2650/09
Pocet CDS 2736 2697
tRNA 60 60
244 a (31881 bp), p244 b (5358
Plazmidy p24d.al P), p244.b ( -
bp), p244_c (2470 bp)
hi_2650_1 (6969..51241),
) phi_244_1 (8643.53255), phi_244._2 phi_2650.1 ( )
Profagy (963265.1007722) phi_2650_2 (115775..159431),
" phi_2650_3 (563558..609201)
GI - GI_2650_1 (217894.236723)
Ch :
kazrztr;momove SCCmec_244_1 (2081672.2098487)  SCCmec_2650_2 (2059506.2086922)

6.2 Profagy kmenu NRL Atb 244 a NRL Atb 2650/09

Pomoci bioinformatického nastroje PHASTER byly anotovany profagy v nukleotidové
sekvenci donorovych kment. V genomu kmene NRL Atb 244 byly identifikovany 2
profagy a jedna SCCmec kazeta (znazornéno na obrazku 18). V genomu kmene NRL
Atb 2650/09 byly identifikovany 3 profagy, jeden genomovy ostrov a jedna SCCmec
kazeta (znazornéno na obrazku 19). V sekvencich MGE byly anotovany pomoci na-
stroji jako HHpred ¢i BLAST geny, jeZ byly podobné ¢i identické s geny spojenymi
s rezistenci k fagim.
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py—— Phi 2441

™ 2500000

NRL_ATB_244
2 867 045 bp

SCCmec 244 1 — .

—~ 2000000

1000000

> SCCmec kazeta
m) Neindukovatelny profag

@ phi 2442

1500000
I

» Indukovatelny profag

Obrazek 18: Lokalizace MGE v genomu kmene NRL Atb 244

phi_2650_1

‘/‘__ phi 2650 2

Af.l\

GI_2650_1

@— phi_2650_3

NRL_ATB_2650/09
2 853 039 bp

SCCmec_2650 1 —>

> SCCmec kazeta
m) Neindukovatelny profag

» Indukovatelny profag
E> Genomicky ostrov

Obrazek 19: Lokalizace MGE v genomu kmene NRL Atb 2650/09

63



VYSLEDKY

Nasledovala indukce excize profagli pomoci UV zareni. Indukované fagy byly izolova-
ny z jednotlivych plak, pomnoZeny na kmenech RN42204tarM a 1039 a identifikova-
ny pomoci specifickych primert (viz tabulka 5 v kapitole 5.9 Polymerazova retézova
reakce (PCR)). Vysledky identifikace shrnuji obrazky 20-22. Informace tykajici se
profagii obsazenych v kmenech NRL Atb 244 a NRL Atb 2650/09 shrnuje tabulka 12.

M 1a1b 1c 2a 2b 2c 3a 3b 3c 4a 4b 4c 5a 5b 5c 6a 6b 6¢c 7a 7b 7c 8a 8b 8¢ M

4 1000bp

¥ 500bp

Obrazek 20: Elektroforetogram s vysledky PCR pro identifikaci fagi indukovanych z kmene
NRL Atb 244. Cisla 1-8 slouzi k oznaceni jednotlivych vzorkd, pismena a-c oznacuji primery, které byly
k analyze danych vzorkl pouzity. Hodnoty 30s a 40s za pomlc¢kou znadi ¢as expozice daného vzorku
UV zareni pfi indukci profagli. 1. H20 (NK); 2. NRL Atb 244 (PK); 3. phi_244-40s (A);
4.phi_244 30s (A); 5. phi_244-30s (B); 6. phi_244-40s (B); 7. phi_244-40s (C); 8. phi_244-40s (D);
a) SCCmec_244_1 (amplikon 201 bp); b) phi_244_2 (amplikon 714 bp); c) phi_244_1 (amplikon 1351
bp); M =1 kb Plus Ladder.
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M 1a1b 1c 1d1e 2a 2b2c 2d 2e 3a3b 3c 3d 3e 4a4b 4c 4dd4e M

»% 1000 bp

% 1000 bp
500 bp

% 500 bp

Obrazek 21: Elektroforetogram s vysledky PCR pro identifikaci fagti indukovanych z kmene
NRL Atb 2650/09. Cisla 1-4 slouZi k oznaceni jednotlivych vzorkd, pismena a-e oznacuji primery,
které byly k analyze danych vzorki pouzity. Hodnoty 30s a 40s za pomlckou znaci ¢as expozice daného
vzorku UV zareni pti indukci profagt. 1. phi_2650-40s (A); 2. phi_2650-40s (B); 3. phi_2650-40s (C); 4.
phi_2650-30s (A); a) phi_2650_3 (amplikon 450 bp); b) SCCmec_2650_2 (amplikon 298 bp); c)
GI_2650_1 (amplikon 580 bp); d) phi_2650_2 (amplikon 801 bp); e) phi_244_1 (amplikon 1351 bp) (k
amplifikaci phi_244_1 i phi_2650_1); M = 1 kb Plus Ladder.
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M 5a 5b 5¢ 5d Se 6a 6b 6¢c 6d 6e 7a 7b 7c 7d 7e 8a 8b 8c 8d 8¢ 9a 9b 9%¢ 9d %¢ M

1000 bp

500 bp

Obrazek 22: Elektroforetogram s vysledky PCR pro identifikaci fagti indukovanych z kmene
NRL Atb 2650/09. Cisla 5-9 sloui k oznaceni jednotlivych vzorkd, pismena a-e oznacuji primery,
které byly k analyze danych vzorki pouzity. Hodnoty 30s a 50s za pomlc¢kou znaci ¢as expozice daného
vzorku UV zareni pii indukci profagi. 5. H20 (NK); 6. NRL Atb 2650/09 (PK); 7. phi_2650-30s (B);
8. phi_2650-50s (A); 9. phi_2650-50s (B); a) phi_2650_3 (amplikon 450 bp); b) SCCmec_2650_2 (am-
plikon 298 bp); ¢) GI_2650_1 (amplikon 580 bp); d) phi_2650_2 (amplikon 801 bp); e) phi_244_1 (am-
plikon 1351 bp) (k amplifikaci phi_244_1 i phi_2650_1); M = 1 kb Plus Ladder.
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Tabulka 12: Profagy, GI a SCCmec kazety v kmenech NRL Atb 244 a NRL Atb 2650/09, jejich
schopnost indukce a kddované proteiny, které mohou byt zodpovédné za fagovou rezistenci

Proteiny které mohou poskytovat

Profagy/GI (pozice
Kmeny SA gy/Gl (p ] Indukovano rezistenci k fagiim (anotovano pomoci
v genomu hostitele) )
RAST /HHpred) a pozice genu
Toxin-antitoxin systém typu Il
phi_244_1 (8643..53255) Ano (9924..10463)
Obdoba CI represoru (12269..12982)
Fagovy 1003029..1003223
NRL Atb phi_244 2 dgovy represor (. ) )
Ne Fagovy regulator transkripce
244 (963265..1007722)
(1003486..1003818)
SCCmec_244_1 Ne Typ I RM system (R podjednotka)
(2081672..2098487) (2091849..2092109)
hi_2650_1
PALEbST- Ne Obdoba CI represoru (11161..11874)
(6969..51241)
phi_2650_2 Ano Fagovy represor (118608..118931)
(115775..159431) Toxin-antitoxin systém (118134..118595)
) Pouze . N .
NRL Atb phi_2650_3 v pFitomnosti Toxin-antitoxin systém (566590..567051)
2650/09 (563558..609201) P , Obdoba CI represoru (567064..567378)
phi_2650_2
GI_2650_1
Ne -
(217894..236723)
SCCmec_2650_2
Ne -

(2059506..2086922)

6.3 Lyzogenizace kmenu 1039 a RN4220AtarM indukovanymi fagy

Kmeny 1039 a RN42204tarM byly lyzogenizovany fagy indukovanymi z kmenti NRL
Atb 244 a NRL Atb 2650/09. Uspésnost lyzogenizace byla po pasaZzovani pres citrat
ovérena kapkovym titrem faga, kterym byl dany kmen lyzogenizovan (test rezistence,
obrazek 23), a také pomoci PCR (obrazek 24). Ziskané lyzogeny kment 1039 a
RN4220A4tarM ovsem rezistenci k faglim typu 812 ani P68 nevykazovaly.
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Obrazek 23: Ovéreni Gspésné lyzogenizace kmene RN4220AtarM. Test
rezistence k fagu, kterym byl kmen lyzogenizovan (na misce oznaceno pisme-
nem X); ovéreni citlivosti lyzogent k fagtim P68, 812, 812h1 a 812K1/420.

123 45 67 8910112131415 161718

3000 bp

1000 bp
500 bp
primery primery primery
phi_244_1 phi_2650_2 phi_2650_3
(1351 bp) (801 bp) (450 bp)

Obrazek 24: Elektroforetogram svysledky PCR k ovéfreni uspésné lyzogenizace kmeni
RN4220AtarM a 1039. Testovano na pritomnost phi_244_1 (amplikon 1351 bp), phi_2650_2 (ampli-
kon 801 bp), phi_2650_3 (amplikon 450 bp). 1. 1 kb Plus DNA Ladder; 2. 1039(244_1*); 3.
RN42204tarM; 4. 1039; 5.RN4220A4tarM(244_1*); 6. NRL Atb 244 (PK); 7. 1039 (NK); 8.
RN42204tarM(2650_02+/03+*) (A); 9. 1039(2650_02+/03+); 10. RN42204tarM(2650_02+/03*) (B); 11.
NRL Atb 2650/09 (PK); 12.1039 (NK); 13. 1 kb Plus DNA Ladder; 14. RN42204tarM(2650_02+/03+)
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(A); 15.1039(2650_02+/03+); 16. RN4220AtarM(2650_02+/03+) (B); 17. NRL Atb 2650/09 (PK);
18. 1039 (NK);

6.4 Plazmidy kmene NRL Atb 244

Dle dat ze sekvenace obsahuje kmen NRL Atb 244 3
plazmidy: p244_a (konjuga¢ni plazmid, 31881 bp),
p244_b (5358 bp), p244_c (2470 bp). Jejich pritom-
nost byla ovérena izolaci plazmidové DNA a elektrofo-

retickou separaci na agarézovém gelu (obr. 25). ...
Plazmidy byly anotovany pomoci nastroje RAST a =
PROKKA. Gen, ktery by mohl byt zodpovédny za rezis- —

tenci k fagiim byl vSak nalezen pouze jeden, a to gen S 3000 by

pro protein podobny CptN toxinu umistény na nejvét-
$im z plazmid@ p244_a (pozice 3202..3628, pravdépo-
dobnost 98,45 %, E-hodnota 2,1-107).

Obrazek 25: Elektroforetogram
s plazmidy kmene NRL Atb 244.
1.1 kb Plus DNA Ladder; 2. plazmi-
dy z kmene NRL Atb 244

6.5 Transdukce plazmidid z kmene NRL Atb 244 do kmene 1039

Pro prenos plazmidl z donorového kmene NRL Atb 244 do akceptorového kmene
1039 byla zvolena vzhledem k velikosti p244a metoda transdukce. U té bylo vyhodou,
ze kmen NRL Atb 244 je kromé plazmida také nositelem indukovatelného profaga.
Aby mohly byt kmeny, které prijaly plazmid selektovany, bylo nejprve treba identifi-
kovat geny rezistence nesené na plazmidech a nasledné byl ovéren fenotyp rezistence
pomoci ATB diskt (tabulka 13 a obrazek 26).

69



VYSLEDKY

Obrazek 26: Testovani citlivosti kmeni 1039 (citlivy) a NRL Atb 244 (rezistentni) k ERY, NEO a KAN.

Tabulka 13: Charakterizace plazmidi kmene NRL Atb 244.

ATB na ktera Fenotyp (dis-

Plazmid Gen rezistence Pozice genu . e .
y g rezistence cili  kova metoda)

aph(3')-111, adice fosfatu z ATP Kanamycin, R

na 3'-hydroxylovou skupinu kanamycin, (0 mm)
p244a 4,6-disubstituovaného ami- 30015..30809 amikacin, ne- .
. . . Neomycin, R
noglykosidu (Wright, GD, omycin... (13 mm)
Thompson, PR (1999))
p244b rezistence nenalezena - - -
erythromycin, .
p244c erm(C) (23S RNA methylase) 1349 2083 linkomycin, Erythromycin,
(MLS methylase gene) . . R (9 mm)
klindamycin...

Breakpointy pro S. aureus dle Eucast: Kanamycin (R<18 mm<S); Neomycin (R<14 mm<S); Erythromy-
cin (R<21 mm<S). R = rezistentni, S = citlivy.

JelikoZ se rezistence na vybrana ATB u kmene NRL Atb 244 potvrdila a kmen 1039 se
naopak ukazal jako citlivy, bylo mozné uskutecnit transdukci s naslednou selekci na
MPA s 1,5 pg/ml ERY (selekce transduktantii obsahujicich plazmid p244c) a na MPA
s12 pg/ml KAN (selekce transduktantli obsahujicich plazmid p244a). Nicméné
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transdukce neprobéhla uspésné, preneseni plasmidi a selekce rezistentnich kmeni
se tedy neuskutecnila.

6.6 Ovéreni rezistence lyzogenniho kmene RN4220(53")

JelikoZ se ukazalo, Ze geny nesouci rezistenci k fagu P68 ¢i k fagu 812 a jeho mutan-
tdm nelezi na indukovatelnych profazich a pravdépodobné ani na plazmidech, byl
zvolen novy systém zahrnujici temperovaného faga 53, jeZ kdduje protein PdpSau,
ktery poskytuje rezistenci k fAgu 812 prostrednictvim abortivni infekce (Kuntova et
al,, 2023).

Ktestovani vlivu profaga na citlivost kmene k fagu 812 byl vyuZit lyzogen
RN4220(53*) (pripraven v praci Kuntova et al. 2023). Citlivost kment RN4220 a
RN4220(53*) k fagu 812 a jeho mutantam byla ovérena stanovenim riistovych krivek
obou kment na destickovém spektrofotometru Tecan (obrazky 27, 28).
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Obrazek 27: Rist kmene RN4220 v pritomnosti  Obrazek 28: Rust kmene RN4220(53%)
faga 812 v pritomnosti faga 812

6.7 Testovani rezistentnich kmenu izolovanych po infekci RN4220

Po eradikaci kultury RN4220 fagem 812, 812h1 a 812K1/420 byl zaznamenan opé-
tovny nariist bakteridlni kultury. Bylo proto ovéreno, nejedna-li se o mutanty, které
ziskaly rezistenci k fagu 812. Vzorky byly prepasaZovany pres MPA s citratem sod-
nym, aby se zbavily mozné pritomnosti faga. Pro vylouceni kontaminace fagem 53,
jehoz pritomnost by mohla vést ke vzniku rezistentnich lyzogeni, byla provedena
PCR se specifickymi primery (obr. 29). Vzorky byly identifikovany jako kmeny S. au-
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reus (obr. 30), pricemz pritomnost lyzogenii se nepotvrdila, pro vylouceni kontami-
nace jinym kmenem byla provedena PFGE (obr. 31). Ta potvrdila pfitomnost kmeni
vyznamné odliSnych od RN4220, které nemohly byt pouhymi mutantami tohoto
kmene, a se vzorky se proto dale nepracovalo.
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1: 2 3.4 & 6:7; 8

Obrazek 29: Elektroforetogram PCR analyzy
rezistentnich kolonii. Detekce pritomnosti genu
pdpSau (amplikon 189 bp). 1. RN4220(53*) (PK); 2.
RN4220 (NK); 3.SH1000 (NK); 4.1 kb Plus DNA
Ladder; 5. H20 (NK); 6. kmen odolny k 812; 7. kmen
odolny k 812h1; 8. kmen odolny k 812K1/420

2 345 S8 6 NG O,

Obrazek 31: PFGE rezistentnich kmeni
(v duplikatech). 1./10. Zebricek; 2./6. kmen odolny
k812; 3./7. kmen odolny k812h1; 4./8. kmen
odolny k 812K1/420; 5./9. RN4220 (kontrola)

1. 2. 3. 4. 5 6. 7.

Obrazek 30: Elektroforetogram PCR analyzy
rezistentnich Kkolonii. Detekce pritomnosti
genu sau (amplikon 217 bp). 1. 1 kb Plus
Ladder; 2. H20 (NK); 3. NRL Atb 2650/09 (PK);
4.kmen odolny k 812; 5. kmen odolny k 812h1;
6. kmen odolny k 812K1/420
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6.8 Priprava a ovéreni kmene 1039(53%)

Jako akceptorovy kmen pro faga 53 byl vybran kmen 1039, ktery se jevil jako idealni
modelovy systém, jelikoZ se jedna o laboratorni kmen se znamou sekvenci, ktery po-
strada RM-systémy a SpA a je tak citlivy k radé fagi. V této praci byl proto pripraven
lyzogen 1039(53*), jeZ byl ovéren testem rezistence k fagu 53 i 812 (obr. 32).

Obrazek 32: Ovéreni lyzogenizace kmene 1039 fagem 53 v
duplikatech. A) fagy 812 a 53 vykapané na kmen 1039(53+), ktery vici
zminénym faglim navozuje rezistenci. B) fagy 812 a 53 vykapané na
kmen 1039 bez profaga, tento kmen je vii¢i zminénym fagiim citlivy.

Uspésnost lyzogenizace byla ovéiena také pomoci PCR (obr. 33). Jako p¥iklad p¥iro-
zeného systému slouzil klinicky kmen MRSA E48, jehoZ genom obsahuje profaga 53.
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1000 bp

500 bp

100 bp

Primery pro Sa7Int Primery pro pdpSau
(214 bp) (189 bp)

Obrazek 33: Ovéieni lyzogend 1039(53+) pomoci PCR detekce genu fagové
integrazy Sa7Int (amplikon 214 bp) a pdpSau (amplikon 189 bp). 1. 1039
(NK); 2. 53 (PK); 3.4220(53%) (PK); 4.1039(53%) (A); 5.1039(53%) (B); 6. 1 kb
Plus DNA Ladder; 7. 1039 (NK); 8. ®53 (PK); 9. 4220(53*) (PK);
10.1039(53%) (A); 11.1039(53*) (B)

6.9 Efekt kombinace ATB ovliviujicich proteosyntézu a faga 812

Aby mohl byt na vybranych kmenech testovan efekt ATB a faga 812, musela byt nej-
prve stanovena MIC vybranych ATB. Podle EUCAST breakpointli bylo urceno, zda je
kmen moZno povazovat za citlivy, ¢i rezistentni. Citlivosti k vybranym ATB jsou uve-
deny v tabulce 14.

Tabulka 14: MIC kmena 1039(53+) a E48 a jejich vyhodnoceni dle EUCAST

Kmen
1039(53*)
E48

, | = sniZena citlivost, ) (ERY: MIC S<1, R>1 mg/L, Primér zén S=21, R<21
mm; GEN: MIC S<2, R>2 mg/L, Primér z6n S=18, R<18 mm; TET: MIC S<1, R>1 mg/L, Primér zén
S222, R<22 mm; CLMP: MIC S< 8 pg/ml, 16 ug/ml =1, R=232 pg/ml)

Nasledovalo stanoveni efektu kombinaci % a % MIC ERY, GEN, TET, a CLMP a faga
812 (IR=0,1) na rist kmeniti 1039, 1039(53+*) a E48 pomoci spektrofotometru Tecan.
ATB bylo pridano ke chladem synchronizované kulture 20 minut pied aplikaci faga.
Kvili zna¢nému mnoZzstvi grafli jsou zde uvedeny pouze ty, u kterych se projevil sy-
nergicky ¢i antagonisticky efekt a ty, které jsou pozdéji zminény v diskuzi. Efekt vSech

75



VYSLEDKY

testovanych kombinaci na vybrané kmeny je shrnut v tabulkach 13, 14 a 15 pomoci
hodnoty kvantifikujici interakéni grafy (popsano v kapitole 5.16 Hodnoceni vysled-
ného efektu ATB a faga na riist kultury pomoci interakénich grafi a jejich kvantifika-
ce) tato hodnota byla pfi posuzovani vysledného efektu ATB a fagli vzdy brana
v uvahu v kontextu riistové krivky.

6.9.1 Efekt kombinace fag-ATB na kmen 1039

Kombinace ERY, GEN, TET a CLMP s fagem 812 (IR=0,1) byly testovany na bezprofa-
govém kmeni 1039, ktery je k fagu 812 prirozené citlivy. Jelikoz fag 812 tento kmen
velmi efektivné lyzuje, nebyl zde prostor pro zlepSeni jeho uc¢inku v pritomnosti ATB.
Vysledny efekt kombinaci ATB a faga byl naopak spiSe antagonisticky. Jako priklad je
uvedena ristova kiivka kmene 1039 v piitomnosti ERY a faga 812 (obrazky 34, 35,
36).
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Obrazek 34: Riistové krivky kmene 1039 v pritomnosti ERY a faga 812

==@==hez ATB

==@==hez ATB
*fﬁg 1/4 == ERY 1/2
MIC
Ne Ano Ne Ano
Ptidavek faga Ptidavek faga

Obrazek 35: Interaké¢ni graf pro kombinaci kmene Obrazek 36: Interakéni graf pro kombinaci kmene
1039, ¥4 MIC ERY a faga 812. 1039, 2 MIC ERY a faga 812.
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Tabulka 15: Efekt kombinaci ATB a figa na kmen 1039.

ATB koncentrace interakc¢ni hodnota ATB a faga
1/4 MIC 0.027
ERY
1/2 MIC -0.055
1/4 MIC -0.195
GEN
1/2 MIC -0.119
1/4 MIC 0.001
TET
1/2 MIC -0.048
1/4 MIC -0.002
CLMP
1/2 MIC -0.010

Antagonismus < 1 < synergie

6.9.2 Efekt kombinace fag-ATB na kmen 1039(53")

Vyznamny efekt na rlist tohoto kmene se projevil pouze u kombinaci faga 812 s TET
(obr. 37, 38, 39) a CLMP (obr. 40, 41, 42) pricemZ v obou pripadech Slo o antagonis-
mus. Kantagonismu doslo také v pripadé GEN, ten byl vSak méné vyrazny, nez
v pripadé kmene 1039. ERY mél spiSe aditivni efekt.
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Obrazek 37: Ristové krivky kmene 1039(53+) v pritomnosti TET a faga 812

—

e=@==hez ATB

—0—TET 1/4
MIC

Ne Ano

Pridavek faga
Obrazek 38: Interak¢ni graf pro kombinaci
1039(53*) ¥4 MIC TET a faga 812

P — e=@==hez ATB
—
=@ TET 1/2
MIC
Ne Ano
Pridavek faga

Obrazek 39: Interakcni graf pro kombinaci
1039(53*) %2 MIC TET a faga 812
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Obrazek 40: Riistové kiivky kmene 1039(53+) v pritomnosti CLMP a faga 812
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Ne Ano

Pridavek faga
Obrazek 41: Interakéni graf pro kombinaci
1039(53+) ¥4 MIC CLMP a faga 812
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Obrazek 42: Interakcni graf pro kombinaci
1039(53+*) %2 MIC CLMP a faga 812
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Tabulka 16: Efekt kombinaci ATB a faga na kmen 1039(53+)

ATB koncentrace interakcni hodnota ATB a faga
1/4 MIC 0.969
ERY
1/2 MIC 0.966
1/4 MIC 0.575
GEN
1/2 MIC 0.611
1/4 MIC 0.132
TET
1/2 MIC 0.660
1/4 MIC 0.135
CLMP
1/2 MIC 0.629

Antagonismus < 1 < synergie

6.9.3 Efekt kombinace fag-ATB na kmen E48

U kmene E48 se pusobeni jednotlivych kombinaci vyrazné lisilo, zatimco napft. apli-
kace ERY s fagem 812 vyustila v antagonismus (obr. 43, 44, 45), kombinace CLMP a
faga 812 vedla k synergii (obr. 46, 47, 48).
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Obrazek 43: Ristové kiivky kmene E48 v pritomnosti ERY a faga 812
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Pridavek faga
Obrazek 44: Interakéni graf pro kombinaci E48 4
MIC ERY a faga 812
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Obrazek 45: Interakeni graf pro kombinaci E48 12
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Obrazek 46: Riistové kiivky kmene E48 v piitomnosti CLMP a faga 812 (IR=0,1)

\ —_—

e=@==hez ATB «=@==hez ATB
=@ CLMP e=@== CLMP
1/4 MIC 1/2 MIC
Ne Ano Ne Ano
Pridavek faga Pridavek faga

Obrazek 47: Interakéni graf pro kombinaci E48 %4 Obrazek 48: Interakéni graf pro kombinaci E48 %
MIC CLMP a faga 812 (IR=0,1) MIC CLMP a faga 812 (IR=0,1)
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Tabulka 17: Efekt kombinaci ATB a faga na kmen E48.

ATB koncentrace interak¢ni hodnota ATB a faga
1/4 MIC -0.087
ERY
1/2 MIC 0.769
1/4 MIC 0.798
GEN
1/2 MIC 0.922
1/4 MIC 0.951
TET
1/2 MIC 0.931
1/4 MIC 1.850
CLMP
1/2 MIC 2.867

Antagonismus < 1 < synergie

6.9.4 Role stechiometrie na vysledny efekt ATB a faga 812

Jako esencialni se ukazala pro vysledny efekt faga 812 a CLMP role stechiometrie. Pri
porovnani obrazki 46, 47 a 48 s obrazky 49, 50 a 51, lze vidét, Ze zatimco v pripadé,
kdy byl vstupni pomér faga 0,1, dochazelo k vyrazné synergii (obr. 46, 47 a 48), byl-li
vstupni pomér sniZen na 0,025, byl vysledny efekt naopak antagonisticky (obr. 49, 50

a51).
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Obrazek 49: Riistové krivky kmene E48 v piritomnosti CLMP a faga 812 (IR=0,025)

>~ > >~ -
—
= e=@==hez ATB e=@==hez ATB
E
e=@==CLMP =@ CLMP
1/4 MIC 1/4 MIC
Ne Ano Ne Ano
Pridavek faga Pridavek faga

Obrazek 50: Interakéni graf pro kombinaci E48 ¥4 Obrazek 51: Interakéni graf pro kombinaci E48 12
MIC CLMP a faga 812 (IR=0,025) MIC CLMP a faga 812 (IR=0,025)

Pfi hodnoté vstupniho poméru mezi vySe zminénymi hodnotami, konkrétné IR=0,05,

dochazelo ke slabsi synergii. Efekt riiznych koncentraci CLMP a riznych IR faga 812
na eradikaci kmene E48 je shrnut v niZe priloZeném synogramu (obr. 52).
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Obrazek 52: Synogram znazornujici stupen eradikace kultury kmene E48 v pritomnosti CLMP a
faga 812

Jakmile se projevil vyrazny vliv stechiometrie v PAS u kmene E48, byla ovérena jeji
role také u kmene 1039(53+), zde vSak k tak vyrazné rozdilnym efektim u riznych
vkladovych pomériti nedoslo (obr. 53).
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Obrazek 53: Synogram znazornujici stupen eradikace kultury kmene 1039(53+) v pritomnosti
CLMP a faga 812

6.9.5 Efekt inhibitord proteosyntézy na schopnost produktivni infekce
fagem 812

[ v pripadé eradikace kmene kombinaci figa a ATB, nelze na zakladé ziskanych risto-
vych ktivek stanovit, zdali je fAg schopen se na rezistentnim kmeni pomnozit. Proto
byla na kmeni 1039(53*) pfedem oSetieném % MIC ERY, GEN, TET a CLMP stanovena
jednostupniova rtstova krivka faga. Pritomnost zadného ATB neumoznila fagu 812
pomnoZeni na rezistentnim kmeni. Titr faga v kultuie oSetiené ATB se v priibéhu ris-
tové krivky nijak vyrazné neodchylil od titru faga v kontrolni kulture bez ATB. Jako
ukazka je zde uvedena kombinace s TET a CLMP (obr. 54 a 55).
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Obrazek 54: Riistova krivka faga 812 na kmeni 1039(53+) piredem osetieném TET
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Obrazek 55: Riistova krivka faga 812 na kmeni 1039(53+) predem osetieném CLMP

Vliv ATB na pomnoZeni faga 812 na citlivém kmeni byl analyzovan pomoci jed-
nostupniové ristové krivky faga na kmeni 1039. Jako piiklad je zde uvedena krivka

v pritomnosti TET (obr. 56).
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Obrazek 56: Riistova krivka faga 812 na kmeni 1039 predem oSetireném TET

Ristova kiivka faga v pritomnosti 4 MIC ERY, GEN, TET a CLMP byla vzdy provedena
s kontrolou bez ATB. Oproti kontroldm byl v pritomnosti ATB vZdy zaznamenan po-
kles v titru a v pfipadé ERY a TET byla zaznamendana téZ opozdéna lyze. Fagové vyno-
sy shrnuje tabulka 18. V pritomnosti jednotlivych ATB byl pokles v titru oproti kon-
trole bez ATB nasledujici: ERY = 28 %, GEN = 31 %, TET = 33 %, CLMP = 18 %.

Tabulka 18: Fagovy vynos faga 812 na kmeni 1039 s/bez ATB

ERY GEN TET CLMP
1039 s ATB 1,34 1,5 1,24 1,24
1039 bez ATB 1,87 2,18 1,86 1,51

6.9.6 Ovéreni synergického efektu (PAS) CLMP a faga 812 pri prodlouzené
inkubaci kmene s antibiotikem

Byla stanovena hypotéza, Ze doba plisobeni inhibitoru proteosyntézy ma vliv na vni-
trobunéc¢nou koncentraci proteinu PdpSau, ktery je normalné produkovan kontinual-
né (Kuntova et al., 2023). Proto byl analyzovan efekt doby kultivace kultury s ATB
pred pridanim faga. Bylo provedeno stanoveni riistovych kiivek kmene E48 na biore-
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aktoru. Kultura kmene byla nejprve synchronizovana chladem, a poté inkubovana s
ATB. V ¢asech 2 a 9 hodin od podani CLMP byl pridan fag 812 o vysledném titru ve
smési 1x10° PFU/ml. ZjiStény efekt je uveden na obrazku 57 a interak¢nich grafech
58 a 59.

3
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Obrazek 57: Efekt CLMP (1 a %2 MIC) a faga 812 v zavislosti na dobé podani (2h a 9h po aplikaci
ATB) na rist kmene E48 (testovano v bioreaktoru).
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Obrazek 58: Interakcni graf popisujici efekt Obrazek 59: Interakcni graf popisujici efekt
faga 812 (pridan po 2h) a % MIC CLMP (5 faga 812 (pridan po 2h) a 1 MIC CLMP (10
ng/ml) na rist kmene E48 pg/ml) na rist kmene E48

6.10 Stabilitni studie fagu 812 a P68 v tekutém a v polotuhém nosici

Jednim ze zakladnich parametrl, které musi fagy spliiovat, maji-li byt vyuzity
v klinické praxi, je jejich dostatecna stabilita v 1ékovych formach. Z toho divodu byla
vramci diplomové prace provedena stabilitni studie dvou fagl s terapeutickym po-
tencialem, které byly pouzity také v fadé experimentii spojenych s charakterizaci me-
chanismt PAS. Konkrétné se jednalo o stabilitni studii fagi 812 a P68 ve dvou nosi-
¢ich s moZnym vyuzitim pti 1écbé povrchovych infekci. Jednim z nosic¢i byl 1% kar-
bomerovy gel a druhym byl fagovy pufr. Poc¢atecni titr faga 812 v obou nosicich byl
6x108 PFU/ml. Pocatecni titr faga P68 v obou nosicich byl 1x10° PFU/ml. Stabilita
fagl byla testovana po dobu Ctyi tydnt, pricemz zména ve fagovém titru byla ovéro-
vana po 24 hodinach, 7, 14 a 28 dnech. Stabilita faga 812 je uvedena na obr. 60 a 61 a
stabilita faga P68 v grafech 62 a 63. Grafy shrnujici vysledky biologickych replikati
této stabilitni studie je mozné nalézt spolu s tabulkami uvadéjicimi konkrétni titry
fagt v priloze A.

Z vysledki stability je patrné, Ze jak u faga 812, tak u faga P68, byla stabilita vy-
razné vyssi ve fagovém pufru. U obou téchto fagil byla stabilita v karbomerovém gelu
velmi zavisla na teplot€, kdy pri 37 °C doslo u faga 812 po 7 dnech ke sniZeni titru
v gelu o tfi rady a ke kompletni deaktivaci po 14 dnech. U faga P68 byl fag deaktivo-
van jizZ po 7 dnech. Oproti tomu pfti 4 °C byl fag 812 v karbomerovém gelu stejné sta-
bilni jako v pufru. Fag P68, takovouto stabilitu v karbomerovém gelu neprokazal; za-
timco v pufru se hodnoty PFU/ml neménily, u P68 v gelu dochazelo uz po prvnim dni
ke snizeni titru o fad a v priibéhu 28 dni bylo mozné pozorovat dalsi pokles.

Pii porovnani hodnot PFU/ml u replikatli testovani stability faga 812 v kar-
bomerovém gelu je patrny vyrazny rozdil u stability faga pri 37 °C, kdy u druhého
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Vv

replikatu si fag po 7 a 14 dnech zachoval o rad vyssi titr, nez u prvniho replikatu. U
faga 812 ve fagovém pufru se takovyto vyrazny rozdil nevyskytl. Pfi srovnani replika-
th testovani stability faga P68 se titr faga pohybuje ve stejnych hodnotach. Vétsi roz-
dil je patrny u stability faga v pufru v teploté 37 °C po 28 dnech, kdy u prvniho repli-
katu byla namétena hodnota 3x105 a u druhého 6.67x10%
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Obrazek 60: Stabilita faga 812 v 1 % Obrazek 61: Stabilita faga 812 ve fagovém
karbomerovém gelu pufru
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Obrazek 62: Stabilita faga P68 v 1 % Obrazek 63: Stabilita faga P68 ve fagovém
karbomerovém gelu pufru

Kromé Kklasického stanoventi titru byla ovéfovana také schopnost faga uvoliovat
se piimo z polotuhé 1ékové formy do okoli. Toto bylo testovano dvéma zpiisoby; jed-
nim z nich bylo naneseni 500 pl gelu s figem piimo na petriho misku s citlivou kultu-
rou (kmen SA 1137) na plochu 2,5 cm? a druhym naneseni stejného mnoZstvi gelu
s fagem na filtra¢ni papir poloZeny na agaru z diivodu ovéteni zdali je fag schopen
z gelu difundovat do okoli i kdyZ gel nebude primo v kontaktu s kulturou. Jako nega-
tivni kontrola poslouzilo naneseni pouze samotného gelu bez faga (i filtra¢ni papir

91



VYSLEDKY

s gelem bez faga. Uvolnovani faga polotuhého nosice do okoli se potvrdilo jak pfi na-
neseni gelu pifimo na misku, tak pri difuzi viriont pres filtracni papir.

Obrazek 64: Ovéreni schopnosti faga 812 uvoliiovat
se z karbomerového gelu. A) gel obsahujici faga; B)
samotny gel bez fiaga (negativni kontrola); C) gel
obsahujici fdga nanesny na filtratnim papire; D)
samotny gel bez figa naneseny na filtra¢nim papite
(negativni kontrola)

Stoji za zminku, Ze v Zddném z pripravovanych vzorki nebyla zaznamenana kon-
taminace, se vzorky bylo samoziejmé pracovano sterilné, i presto vSak existuje riziko
kontaminace sporami plisni. Preparaty si tedy po celou dobu testovani uchovaly mi-
krobiologickou jakost.

Stabilita fagl byla testovana také pri expozici UV. K tomuto ucelu byla pouzita
induk¢ni skl s UV lampou o sile 15 W, od niZ byl testovany gel (vzorek faga v kar-
bomerovém gelu uchovany po 7 dni vlednici) umistén ve vzdalenosti 45 cm. Byly
testovany nasledujici casy expozice 30 s a 5 min. Vysledky stability fagt
v karbomerovém gelu vystavenych UV zareni jsou shrnuty na obrazku 65. Testovani
bylo opét provadéno v biologickych replikatech, pricemz vysledky druhého replikatu
lze nalézt v priloze A. U obou replikatl doslo u faga 812 i P68 po 5 minutach expozice
ke kompletni deaktivaci faga.
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7 Diskuze

Synergicky efekt ATB a bakteriofagt byl jiz prokazan pti eradikaci fady bakterialnich
druhii za vyuZiti nejriznéjsich fagl a antibiotik (Comeau et al. 2007; Kamal et Dennis
2015; Kirby 2012). Ptivod synergického efektu je ¢asto pripisovan pozménéné morfo-
logii hostitelské buniky vlivem ATB, casto cilicich na buné¢nou sténu (Comeau et al.,
2007; Kim et al., 2018). Ta mlZe piredstavovat nejen zdroj receptord, ale i vyznamnou
bariéru pro fagovou infekci, a jeji oslabeni tak miize vést k vyssi infektivité faga a tim
synergickému efektu. AvSak ne vSechny skupiny ATB u kterych byl PAS pozorovan
vedou k alteraci bunécné morfologie (Kaur, Harjai, et Chhibber 2012). Mechanismus
PAS stéle neni dostate¢né popsan napft. pro ATB s efektem na proteosyntézu, v jejichz
pripadé nebyly pozorovany jakékoliv zmény v morfologii bakterii. Fagy jsou na hosti-
telském proteosyntetickém aparatu zavislé, a proto zlistava otazkou, jak mohou pro-
fitovat z inhibované proteosyntézy. Cilem diplomové prace je prispét k objasnéni to-
hoto jevu.

Byla stanovena hypotéza, Ze mechanismus synergie mezi figy a ATB s inhibi¢nim
efektem na proteosyntézu spociva ve snizeni tvorby proteinti zodpovédnych za odol-
nost bakterii k fagim. Takovéto proteiny jsou ¢asto kdédovany pridatnym genomem,
reprezentovanym MGE (Labrie, Samson et Moineau 2010). K ovéreni této hypotézy
byl navrZen systém, kdy do kmene citlivého k faglim byl pfenesen MGE kddujici gen
fagové rezistence. Na takto pripraveném systému byly nasledné testovany kombinace
fagli s ATB interferujicimi v odliSnych krocich translace a vysledky byly srovnany
s experimenty na kmeni, ktery stejny MGE obsahuje prirozené.

7.1 Vybér a pfiprava modelovych systému

Za Ucelem pripravy systému byly nejprve vybrany dva kmeny, které mély slouzit
jako donory MGE. Jednalo se o kmeny MRSA NRL Atb 244 a NRL Atb 2650/09. Tyto
kmeny se od ostatnich kmeni se stejnym sekven¢nim typem liSily svou rezistenci ke
studovanym fagiim (Botka et al., 2019). Bylo tedy predpokladano, Ze je tato rezisten-
ce kddovana MGE.

Sekvenace a nasledna anotace odhalila, Ze kmen NRL Atb 244 obsahuje dva pro-
fagy, jednu SCCmec kazetu a tfi plazmidy. V kmeni NRL Atb 2650/09 byly identifiko-
vany tri profagy, jeden genomovy ostrov a jedna SCCmec kazeta. U téchto MGE byly
nasledné predikovany proteiny, které by mohly byt zodpovédné za rezistenci bakterii
vici faglim. Jednalo se zejména o proteiny s neznamou funkci, a proto byly vzaty do
uvahy vSechny, u nichZ byla predikovana funkce jakkoliv spojena s fAgovou rezistenci.
Ovéreni, zdali se opravdu jedna o proteiny zodpovédné za rezistenci k vybranym fa-
giim (812, 812h1, 812K1/420, P68) by vyzadovalo klonovani odpovidajicich geni
pomoci vektori sindukovatelnymi promotory do vhodnych citlivych recipientd.
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Z dlivodu ¢asové narocnosti celé diplomové prace byl zvolen pienos celych MGE pfi-
rozenou cestou (indukce a lyzogenizace, transdukce).

U kmene NRL Atb 244 byl uspéSné indukovan jeden profag, ktery byl identifiko-
van jako phi_244_1. U kmene NRL Atb 2650 se podafilo indukovat dva profagy,
phi_2650_2 a phi_2650_3. Zatimco phi_2650_3 se indukoval pouze spolecné s
phi_2650_2, druhy jmenovany se vyskytoval v lyzatech i samostatné. Tato skute¢nost
nasvédcuje tomu, Ze phi_2650_2 je pomocnym fagem pro phi_2650_3, ktery neni
schopen samostatné indukce, pripadné realizace lytického cyklu, a to nejspiSe
z dlivodu ztraty funkce genti esencidlnich v téchto procesech. Podobna zavislost na
pomocném fagu byla pozorovana napiiklad u ostrovii patogenity S. aureus (SaPI)
(Ram et al., 2015).

Indukované fagy dspésné lyzogenizovaly citlivé kmeny 1039 a RN4220AtarM,
avSak ke zméné fenotypu, ve smyslu navozeni rezistence k lytickym fagiim P68, 812,
812h1 a 812K1/420, nedoslo. Pfenesené profagy tedy pravdépodobné nenesou geny
zodpovédné za rezistenci donorovych kment. Je mozné, Ze takové geny jsou neseny
profagy, které se nepodarilo indukovat. Diivodem mohly byt pripadné defektni geny
téchto elementt, které indukci znemoznily.

Uspésnost lyzogenizace byla ovéfovana mimo jiné pomoci PCR. P¥i identifikaci
profaga phi_2650_2 a phi_2650_3 v testovanych lyzogenech vznikaly mensi ampliko-
ny neZz v pripadé donorového kmene. Doslo tak pravdépodobné k deleci v cilové sek-
venci. Zmény v genomu mirnych fagl vlivem selekce ¢i rekombinace s jinymi profagy
jsou pomérné casté (Kupczok et al., 2018). K identifikaci obou fagl byly navrzeny
primery cilici na geny velké podjednotky fagové terminazy. Vzhledem k tomu, Ze se
v pripravenych lyzogenech oba fagy vyskytovaly spole¢né, nelze vyloucit vliv rekom-
binace. DalS$im spolecnym faktorem, ktery mohl ovlivnit zménu ve velikosti ampliko-
nl byla osminukleotidova shoda v sekvenci, kterd se nachazela u obou forward pri-
merd na 5" konci.

Dal$imi MGE, které by mohly nést geny kdédujici rezistenci k faglim jsou geno-
mické ostrovy a plazmidy. Anotace plazmidovych sekvenci odhalila pouze jediny gen,
jehoZ funkce by mohla souviset s figovou rezistenci. Jednalo se o gen kodujici protein
podobny CptN toxinu, ktery se nachazel na velkém konjugacnim plazmidu p244a.
CptN toxin patii do TA systémi typu 11, které jsou typicky spojovany s fagovou rezis-
tenci (Rao et al., 2015). Nicméné konkrétné u CptN toxinu bylo popsana pouze uloha
ve stabilizaci plazmidu, jeho role v rezistenci vii¢i faglim se nepotvrdila.

Protoze konjugace probiha u stafylokokl in vitro svelice nizkou efektivitou
(Firth et al., 2018), byla pro prenos plazmidu p244a zvolena metoda transdukce, kte-
ra je vhodna i pro prenos genomickych ostrovi (FiSarova et al., 2021). Protoze je vSak
donorovy kmen rezistentni k fAgiim, bylo vyuZito toho, Ze plazmidy se ve kmeni NRL
Atb 244 vyskytuji spolu s indukovatelnym profagem. K pokusu o transdukci plazmidi
tak mohl byt pouzit prfimo indukovany lyzat. Vzhledem k tomu, Ze na plazmidech
p244a a p244b byly nalezeny geny pro rezistenci k ATB, ktera byla potvrzena i feno-
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typové, mohla byt tato rezistence vyuzita pro selekci transduktantd. K transdukci
MGE do recipientniho kmene 1039 s deficientnim R-M systémem nedoslo, je tak
mozné, Ze indukovany fag nema transduk¢ni potencidl, napt. z divodu mechanismu
sbalovani (Chiang et al. 2019).

Vzhledem k tomu, Ze ispésny prenos MGE z donorovych kment nenavodil rezis-
tenci recipientnich kmeni a prenos dalSich elementd znesnadiiovala panrezistence
donorovych kmeni k faglim, byl zvolen alternativni systém. Jako MGE kddujici rezis-
tenci k lytickym fagiim byl vybran profadg 53 obsahujici gen pdpSau, jehoZ produkt
v pripadé infekce bakterie fagem 812 spousti abortivni infekci (Kuntova et al., 2023).
Studium vlivu inhibitorii proteosyntézy na expresi PdpSau by mohlo prispét
k SirSimu poznani mechanismu piisobeni tohoto proteinu.

Donorovym kmenem profaga 53 byl lyzogen RN4220(53+), pripraveny v praci
Kuntova et al. (2023). Zaroven byl pripraven i lyzogen kmene 1039, ktery je jako mo-
delovy systém vhodnéjsi, protoZe postrada restrik¢né modifika¢ni systémy a SpA pro-
tein, a je tedy citlivy k celé radé fagl. Systém s kmenem 1039 a jeho lyzogenem se
ukazal jako spolehlivéjsi i z dlivodu nekonzistentnich vysledki na kmeni RN4220,
které byly pravdépodobné zplisobeny minoritni pritomnosti dalsiho kmene S. aureus
ve vychozi kulture. To zplisobovalo opétovny nariist kultury po infekci fagem.

7.2 Testovani efektu kombinaci ATB a faga

Pro testovani efektu kombinace faga a ATB byly pouzity kmeny 1039 a
1039(53+), jakoZto umély systém, a kmen MRSA E48, ktery profaga 53 obsahuje pfri-
rozené. Zatimco kmen 1039(53*) byl ke vSem pouzitym ATB citlivy, kmen E48 byl
citlivy pouze ke gentamicinu. U chloramfenikolu byla zaznamenana snizZena citlivost a
vUci tetracyklinu a erytromycinu byl kmen rezistentni, takze k jeho inhibici musela
byt pouzita vyssi koncentrace ATB. Je tfeba poznamenat, Ze vysoka koncentrace pou-
zitych ATB, by mohla byt pii terapeutické aplikaci problémem z diivodu toxicity pro
pacienty (Eyler et Shvets 2019). Nicméné vzhledem k tomu, Ze cilem diplomové prace
bylo prispét k charakterizaci mechanismu synergického efektu mezi fagy a ATB inhi-
bujicimi proteosyntézu, a nikoliv hledani kombinaci s terapeutickym vyuzitim, nebylo
pouziti vysoké koncentrace ATB prekazkou. Ostatné toto je tfeba zdiraznit také
v souvislosti s vybérem ATB. Napt. klinické vyuziti CLMP je kvili jeho spojeni
s aplastickou anémii neZadouci (Jimenez et al., 1987), pro charakterizaci mechanismu
PAS vsak jeho vedlejsi u€inky na lidsky organismus nepredstavovaly problém.

Pro testovani vlivu ATB na fagovou infekci byly pouZity chladem synchronizova-
né kultury, které byly inkubovany s ATB 20 minut pfed pfidanim figa. Rada studif
PAS efektu vyzdvihuje roli poradi aplikace jednotlivych slozek, pricemz synergie byla
pozorovana v pripadé, Ze je fag podan pred aplikaci ATB (Dickey et Perrot, 2019;
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Kumaran et al., 2018). V opacném pripadé byl pozorovan antagonismus. Tyto studie
se ovSem zameérovaly na testovani PAS efektu na bakterialni biofilm, kdy je mecha-
nismus synergie zaloZen nejspiSe na rozruseni extracelularni matrix biofilmu jakoZto
bariéry pro priinik antibiotik. Pro ovéreni stanovené hypotézy, Ze za synergii mezi
fagy a ATB stoji inhibice syntézy proteinli zodpovédnych za odolnost bakterii vici
faglim, vSak bylo potreba nejprve inkubovat kulturu s ATB, aby mohlo dojit ke sniZeni
koncentrace proteinu PdpSau jesté pred podanim faga. V opacném pripadé by byla
spusténa abortivni infekce.

Efekt kombinace ATB a faga byl hodnocen prostiednictvim interak¢nich grafti
(Gu Liu et al., 2020). Interak¢ni grafy maji vypovédni hodnotu pouze v piipadé, Ze
jsou hodnoceny spolu s ristovymi kirivkami, z nichZ byly vytvoreny. Jelikoz vychazi
z rozdili mezi jednotlivymi hodnotami, neinformuji o tom, zdali doslo k eradikaci
kultury, ale referuji pouze o tom, je-li kombinace ATB a fagt vice ¢i méné efektivni.
MiZe tedy dochazet k situacim, kdy i presto, Ze interakéni grafy svédci o silné synergii
(hodnota >> 1), redlné k eradikaci kmene nedojde. Proto mohou slouZit pouze jako
doplnék k rlistovym kiivkam.

Fag 812 lyzuje bezprofagovy kmen 1039 velice efektivné. JelikoZ pritomnost an-
tibiotika neprinasi fagu v tomto piipadé Zadnou vyhodu, ale naopak inhibuje syntézu
jeho proteinti, nebyl zde prostor pro dalsi zlepSeni a vliv testovanych antibiotik na
zivotni cyklus faga byl ve vSech ptipadech silné antagonisticky. Nejsilnéjsi antago-
nismus byl pozorovan u gentamicinu, coZ je v souladu se studiemi, v nichZ byla
popsana inhibice proliferace fagli aminoglykosidy, kterd nespociva jen v naruSeni
proteosyntézy, ale i v blokaci infekce jeSté pred replikaci fagového genomu (Kever et
al, 2022; Zuo et al., 2021). Fagovy vynos se v pritomnosti GEN sniZil o 31 % coz je
obdobna hodnota jako byla zaznamenana i u TET ¢i ERY, cozZ roli dodate¢ného me-
chanismu inhibice Zivotniho cyklu figa nepotvrzuje. Nejméné byl fagovy vynos ome-
zen v pritomnosti CLMP, kde klesl pouze o 18 %. V pripadé TET a ERY byla zazname-
nana také opozdéna lyze, a to o 10 minut oproti kontrole bez ATB. Tyto vysledky jsou
v rozporu se studii Kaur et al. 2012, kde v pritomnosti TET doslo ke zvySeni titru faga
spolu s rychlejsim uvolnénim virionl z buriky. Je vSak treba dodat, Ze tyto odliSnosti
mohou byt zpisobeny pouzitim odliSnych kultur a predevsim fagu.

Zadné z ATB nevedlo k vyznamné synergii s fagem 812 ani u kmene 1039(53+).
V pritomnosti ATB a faga byl sice pozorovan pomalejsi narast kultury, avSak sniZena
byla pravdépodobné i aktivita faga. Zatimco rilistova krivka kultury vystavené fagu
samotnému zacina klesat jiZ po 12 hodinach, v pripadé, Ze je fag pridan spolu s CLMP
¢i TET, dochazi k poklesu azZ o pét hodin pozdéji. Toto miiZe byt zptisobeno inhibici
tvorby PdpSau, kdy k abortivni infekci dochazi aZ mnohem pozdéji, kdy je dosaZeno
potirebné hladiny proteinu v bunice. Nicméné ani to fagu nestacilo k realizaci lytického
cyklu. Ristové krivky faga 812 na kmeni 1039(53*) nepotvrdily hypotézu, Ze by pti-
tomnost ATB inhibujictho proteiny umoznila faglim pomnoZeni. Fagovy titr byl
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v pripadé TET ¢i GEN naopak lehce sniZen. V pritomnosti ATB nebyla pozorovana ani
vyrazna zmeéna v adsorpci faga.

U kmene E48 byl v pripadé ERY a GEN pozorovan antagonismus s fagem 812 a
v pripadé TET nebyl pozorovan zadny efekt, avSsak kombinace s CLMP vedla opako-
vané k silné synergii. Na vysledny efekt mél zasadni vliv vstupni pomér faga, coz je
v souladu s vysledky Gu Liu et al. 2020. Vyznamna role stechiometrie infekce mize
mit vice pri€in. Jednou moZnosti je, Ze aby se kultura rezistentniho kmene stala citli-
vou k fagu, musi byt vystavena CLMP po dostate¢né dlouhou dobu. Fag o vys$S$im
vstupnim pomeéru se v kulture, kde dochazi k jeho depleci prostrednictvim abortivni
infekce, udrzi déle, a proto je nakonec schopen efektivni propagace.

Dlivodem proc¢ k synergii vedla pravé interakce CLMP s fagem, zatimco u ostat-
nich ATB tento jev pozorovan nebyl, miize byt hned nékolik. Mechanismus inhibice
translace je u vSech ctyr testovanych ATB odliSny (viz kapitola 2.6 ATB cilici na pro-
teosyntézu). Konkrétné u CLMP dochazi jeho vazbou na 50S podjednotku ribozomu
k blokaci peptidyl-transferazy a tedy k inhibici tvorby peptidovych vazeb (Pongs et
al.,, 1973). CLMP je bakteriostatické ATB, coz ma vSak spole¢né s ERY ¢i TET. Dale ma
lipofilni povahu, coZ mu usnadiiuje vstup do buniky skrze buné¢nou membranu (San-
ga et Kharel, 2022). Lipofilnim antibiotikem je ale také ERY (Hofsli et Nissen-Meyer,
1989), u néhoz byl pozorovan antagonismus. Jevem pozorovanym u bunék vystave-
nym CLMP, ktery by mohl mit souvislost se synergickou interakci s fagem, je vyvolani
up-regulace geni zapojenych do procesu translace (Zin et al., 2020). Tento fenomén
je vysvétlovan jako snaha bakterie o obnoveni irovné proteosyntézy.

Presto, Ze efekt CLMP u kmene E48 podporuje stanovenou hypotézu, problema-
tickym se jevi fakt, Ze u kmene 1039(53*) dochazelo k antagonismu i pti aplikaci riiz-
nych vstupnich poméri faga a rtizné koncentrace ATB. Pri¢inou miize byt vyznamna
odliSnost obou pouzitych kmen, kdy kmen 1039 byl pripraven chemickou mutagen-
zi, zatimco E48 je klinicky kmen MRSA a prirozeny lyzogen faga 53, a proto se u nich
miuZe regulace proteosyntézy vyznamneé liSit.

Vyznam délky inkubace kultury E48 s CLMP pied podanim faga umoctiuje to, Ze
lyze u kultur inkubovanych s CLMP 2h a 9h probihala po ptidani faga vyrazné rychleji
neZ pii 20minutové inkubaci. Nicméné experimenty na destickovém spektrofotome-
tru a bioreaktoru nejsou plné srovnatelné.

Vzhledem k ¢asovému omezeni prace jiz nebyla stanovena rdstova kiivka faga
812 na kmeni E48 v pritomnosti CLMP. Ta by jednoznacné potvrdila, zdali dochazi na
rezistentnim kmeni k pomnoZeni faga, nebo je kultura eradikovana vlivem kombinace
abortivni infekce a dalsiho, neznamého faktoru.
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7.3 Stabilitni studie fagt 812 a P68 v tekutém a v polotuhém nosici

Testovani stability terapeutickych fagt prineslo k diskuzi dva jevy. Jednim z nich
byla nizsi stabilita fagii v gelu nez v pufru ve vyssich teplotach. Pti 37 °C dochazelo u
obou fagl ke kompletni deaktivaci (po 14 dnech u faga 812, po 7 dnech u faga P68),
zatimco v pufru zUstal titr detekovatelny po celou dobu méreni. Oproti tomu pii 4 °C
byly oba fagy v karbomerovém gelu relativné stabilni. Karbomerovy gel je aniontovy
polymer tvoreny monomery akrylové kyseliny. U tohoto nosice byla popsana interak-
ce aniontl s pozitivné nabitymi proteiny fagového biciku, coZ mélo za nasledek po-
kles titru faga (Carbol et al., 2018). Pfi pripravé karbomeru se jeho velmi nizké pH
zvySuje pridavkem NaOH, aby pfti pH 7 ziskal gelovitou strukturu (proto nebyl testo-
van vliv pH na stabilitu faga). Je proto mozné, Ze se vlivem vyS$si teploty méni pH, coz
ma prokazatelné negativni vliv na Zivotnost fagli (Pandey et al., 2013).

Druhym zajimavym jevem byla vyrazné vyssi stabilita faga 812 v karbomerovém
gelu oproti fagu P68. Dlivodem miZe byt rozdilna stavba virionl. Zatimco fag 812 je
myovirus s velikosti o priméru 90 nm a s bicikem o délce 240 nm (Novacek et al.,
2016), P68 je podovirus jehoz kapsida ma primér pouhych 48 nm a bicik délku 39,5
nm (Hrebik et al.,, 2019). Oba fagy se také lisi ve své zavislosti na vapenatych kation-
tech, kdy u myovirt dochazi vazbou kationtli ke konformacnim zménam proteint
vazajicich se na receptor (Dunne et al., 2018). Tato zména pak umoziiuje UispéSnou
adsorpci. Lze predpokladat, Ze odliSny vliv iontd na infektivitu obou fagii mliZe hrat
vyznamnou roli v jejich stabilité v médiu.

Roli ve vyssi stabilité faga 812 muZze hrat také jeho zavislost na vapenatych ion-
tech. U myoviri byla popsana role vapenatych iontd v konformac¢nich zménach recep-
tor vazebnych proteinti (Dunne et al., 2018). Z divodu uspésné adsorpce myoviri se
pfi jejich pomnoZovani vapenaté ionty béZzné pridavaji do média ve formé CaClz a byly
pridany také do testovaného karbomerového gelu. Je mozné, Ze pravé schopnost in-
terakce s vapenatymi ionty je to, co odliSuje faga 812 od P68 a umoZziiuje mu vyssi
stabilitu. Vzhledem k tomu, Ze u testovanych fagovych preparatti se predpoklada vyu-
zZiti v terapii povrchovych infekci, bylo zadouci otestovat stabilitu preparatt také pri
vystaveni UV zateni. Fagy v gelu zlstaly aktivni p¥i expozici UV zateni ze zdroje o sile
15 W maximalné po dobu 30s a po 5 minutach byl jejich titr jiZ nedetekovatelny. Ne-
gativni efekt UV zareni a slune¢niho zareni na aktivitu fagi byl popsan jiz diive (Pan-
dey et al., 2013). Fagové preparaty by proto mély byt idedlné skladovany mimo dosah
primého svétla a na omezeni expozice slunecnimu zareni by se mélo dbat i pri jejich
aplikaci.

Presto, Ze fagy skladované v pufru vykazovaly vyssi stabilitu, je pouziti prepara-
tu ve formé gelu pro zamysleny typ 1é¢by mnohem vhodnéjsi. V zavéru lze proto rict,
ze karbomerovy gel se jako nosic¢ pro faga 812 osvédcil, idealni skladovani tohoto
preparatu by bylo ve tmé pri Ctytrech stupnich, ackoliv i pti pokojové teploté si prepa-
rat zachoval dobrou stabilitu. Pro faga P68 se karbomerovy gel ukazal jako méné
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vhodny potencialni nosi¢ a v budoucnu bude treba testovat jiné polotuhé 1ékové for-
my, které idealné nebudou mit aniontovou povahu.
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8 Souhrn

Hlavnim cilem diplomové prace bylo prispét k objasnéni mechanismu synergického
efektu fagl a antibiotik inhibujicich proteosyntézu. Bylo tak ucinéno testovanim hy-
potézy, Ze za synergii je zodpovédné potlaceni exprese proteind, které bakterii posky-
tuji rezistenci k faglim. Pro tyto ucely byl ptipraven systém zahrnujici kmen S. aureus
citlivy k fagu a jeho lyzogen se zndmym piivodem rezistence, na kterém byla testova-
na antibiotika s rliznym mechanismem inhibice proteosyntézy.

Nejprve byly prenaseny charakterizované profagy zklinickych kmenti MRSA
NRL Atb 244 a NRL Atb 2650/09, které vykazovaly rezistenci k faglim. Ziskané lyzo-
geny vsak rezistenci k faglim nevykazovaly, z ¢ehoz vyplyva, Ze tato rezistence byla
kédovana jinymi elementy, napi. neindukovatelnymi profagy. Jako dalsi zdroj rezis-
tence byl pouZit profag 53 kédujici PdpSau protein, jeZ poskytuje popsanou rezistenci
k fagu 812 prostiednictvim abortivni infekce. Byl pripraven a testovan systém labora-
torniho kmene 1039 a jeho lyzogenu 1039(53+*), a takeé klinicky kmen MRSA E48, kte-
ry profaga 53 prirozené obsahuje.

Byla pozorovana synergicka interakce faga 812 a chloramfenikolu pfi eradikaci
kmene E48, nicméné u uméle pripraveného lyzogenniho kmene 1039(53+) byl pozo-
rovan naopak antagonismus. Vysvétlenim miiZe byt zasadni rozdil v biologii klinické-
ho a mutagenezi pripraveného laboratorniho kmene, kterd se miiZe projevovat odlis-
nou interakci s figem a/nebo s antibiotikem. Nulovy ¢i negativni vliv pouzitych anti-
biotik na schopnost propagace faga 812 byl potvrzen u lyzogenu 1039(53+) pomoci
stanoveni ristové krivky faga. Naproti tomu stanoveni riastové kiivky faga v pripadé
synergické kombinace v této praci z ¢asovych divodl neprobéhlo.

Presto, Ze vliv inhibice proteinu zodpovédného za rezistenci k fAgu na vznik PAS
nebyl zcela jasné potvrzen, poukazala tato prace na esencidlni dopad stechiometrie
na charakter interakce fag-antibiotikum. V zavislosti na vkladovych pomérech docha-
zelo u stejnych kombinaci bud’ k synergii, anebo k antagonismu. Dale bylo zjisténo, Ze
vyznamnou ulohu hraje i doba inkubace bakteridlni kultury s antibiotikem pred po-
danim faga, coZ se projevilo rozdilnou rychlosti nastupu lyze kultury.

DalSim cilem diplomové prace bylo stanovit stabilitu figa 812 a faga P68
v nosic¢ich s potencialnim vyuZzitim pri 1écbé povrchovych infekci preparaty zaloZe-
nymi na PAS. Oba terapeutické fagy 812 a P68 byly stabilni ve fagovém pufru. AvSak
zatimco u faga 812 se potvrdila dobra stabilita i v karbomerovém gelu, ktery je pro
fenych rozdili je pravdépodobné odliSny mechanismus infekce obou fagu, ktery je
ovlivnén prostiedim gelu. Ma-li byt v budoucnu pouzit v polotuhych lékovych for-
mach i fag P68, bylo by zapotrebi najit vhodnéjsi nosic.

Tato prace prispéla kvyvoji terapeutickych preparatd, vyuzivajicich synergic-
kych interakci mezi fagy a antibiotiky.
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9 Summary

The main aim of this thesis was to contribute to the elucidation of the mechanism of
the synergistic effect of phages and antibiotics inhibiting proteosynthesis. This was
done by testing the hypothesis that suppression of the expression of bacterial pro-
teins that confer resistance to phages is responsible for the synergy. For this purpose,
a system involving a phage-susceptible S. aureus strain and its lysogen with a known
origin of resistance was prepared and antibiotics with different mechanisms of pro-
teosynthesis inhibition were tested.

Firstly, characterized prophages from MRSA clinical strains NRL Atb 244 and
NRL Atb 2650/09, which showed resistance to phages, were transferred. However,
the obtained lysogens did not show phage resistance, suggesting that this resistance
was encoded by other elements, e.g. non-inducible prophages. Another source of re-
sistance was prophage 53 encoding the PdpSau protein providing the described re-
sistance to phage 812 via abortive infection. A system of laboratory strain 1039 and
its lysogen 1039(53+), as well as a clinical strain of MRSA E48, which naturally con-
tains prophage 53, was prepared and tested.

A synergistic interaction between phage 812 and chloramphenicol was observed
in the eradication of strain E48, however, antagonism was observed in the artificially
prepared lysogenic strain 1039(53+). An explanation may be the fundamental differ-
ence in the biology of the clinical and the mutagenesis-prepared laboratory strain,
which may be manifested by a different interaction with the phage and/or the antibi-
otic. The null or negative effect of the antibiotics used on the phage 812 ability to
propagate was confirmed for lysogen 1039(53*) by phage growth curve determina-
tion. In contrast, the determination of the phage growth curve in the case of the syn-
ergistic combination was not performed in this work due to time constraints.

Despite the fact that the effect of inhibition of the protein responsible for phage
resistance on the development of PAS has not been clearly confirmed, this work has
highlighted the essential impact of stoichiometry on the nature of the phage-
antibiotic interaction. Depending on the insertion ratios, either synergy or antago-
nism occurred for the same combinations. Furthermore, the incubation time of the
bacterial culture with the antibiotic prior to phage addition was found to play an im-
portant role, which was reflected by the different rates of onset of culture lysis.

Another aim of this thesis was to determine the stability of phages 812 and P68
in carriers with potential use in the treatment of surface infections by PAS-based
preparations. Both therapeutic phages 812 and P68 were stable in phage buffer.
However, while phage 812 was confirmed to be well stable even in carbomer gel,
which is more practical for application to the site of infection, phage P68 was unsta-
ble in gel. The differences observed are probably due to the different infection mech-
anism of the used phages, which is influenced by the gel environment. If phage P68 is
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intended to be used in semi-solid drug forms, it would be advisable to find a more
suitable carrier.

This work has contributed to the development of therapeutic formulations bene-
fiting from synergistic interactions between phages and antibiotics.
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VYSLEDKY TESTOVANI STABILITY FAGU 812 A P68 V TEKUTEM A V POLOTUHEM PRIPRAVKU

Priloha A Vysledky testovani stability fagt 812 a p68
v tekutém a v polotuhém pripravku
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Obrazek 66: Stabilita faga 812 v 1 % Obrazek 67: Stabilita faga 812 ve fagovém
karbomerovém gelu ve tiech riznych pufruve tiech riznych teplotach (1. replikat)
teplotach (1. replikat)
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Obrazek 68: Stabilita faga 812 v 1 % Obrazek 69: Stabilita figa 812 ve fagovém
karbomerovém gelu ve trech raznych pufruve tiech riznych teplotich (2. replikat)
teplotach (2. replikat)
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teplotach (1. replikat)
1.00E+08
1.00E+07
1.00E+06
§1.00E+05
E‘l.OOE+04 B 24 hodin
A<1.00E+03 =7 dnf
1.00E+02 14 dni
1.00E+01 4 tydny
1.00E+00
4°C 21°C 37°C

testované teploty

Obrazek 72: Stabilita faga P68 v 1 %
karbomerovém gelu ve tfech ruaznych
teplotach (2. replikat)
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Obrazek 71: Stabilita faga P68 ve fagovém
pufru ve tirech ruznych teplotach (1. replikat)

]

21°C 37°C
testované teploty

Obrazek 73: Stabilita faga P68 ve fagovém

pufru ve tirech riznych teplotach (2. replikat)
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Obrazek 74: Stabilita fagti 812 a P68 v Obrazek 75: Stabilita fagti 812 a P68 v
karbomeovém gelu pri vystaveni UV zareni (1. karbomeovém gelu pri vystaveni UV zareni (2.
replikat) replikat)
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