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ABSTRAKT

Staphylococcus aureus je oportunni patogen, ktery u lidi s oslabenou imunitou
vyvolava zavaznd onemocnéni, jez mohou mit fatalni nasledky. V soucasné dob¢ je 1écba
téchto infekci zna¢né problematicka a to diky zvySujicimu se po¢tu kment rezistentnich
k antibiotikim. Vychodiskem by mohla byt fAgova terapie, ktera se jiz fadu let aplikuje
v nékterych vychodnich statech, naptiklad v Gruzii, Rusku nebo Polsku. Jednim z problémi
fagové terapie je rezistence vuci polyvalentnim fagim, které se k této terapii pouzivaji. Tato
rezistence k fagim miize mit fadu pti¢in. Doposud byla pozornost zaméfena spiSe na
restrikéné-modifikacni systémy, vyznamny vliv v§ak mohou mit i profdgy integrované
v genomech kment rezistentnich k polyvalentnim fagiim. Tato diplomova préace se zabyva
vlivem lyzogenie na citlivost kmeni S. aureus k polyvalentnim fagim. Schopnost navodit
rezistenci u svych hostiteli byla prokdzana u n¢kolika mirnych fagi. Pomoci komparativni
genomiky byl identifikovan gen, ktery by mohl byt zodpovédny za navozeni rezistence viuci

faglim, a byla navrZzena PCR na detekci tohoto genu.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is an opportunistic pathogen that in people with
weakened immune systems raises serious disease that can be fatal. Currently, the treatment of
these infections is very problematic due to the increasing number of strains resistant to
antibiotics. The starting point could be phage therapy, which has been applied for many years
in some Eastern countries, such as Georgia, Russia or Poland. One of the problems of phage
therapy is resistance to polyvalent phages used in this therapy. This resistance to phages can
have many causes. So far, the attention has been focused more on restriction-modification
systems. However, the prophages integrated in the genomes of strains resistant to polyvalent
phages may be important too. This thesis examines the influence of lysogeny on the
sensitivity of strains of S. aureus to polyvalent phage. The ability to induce resistance in its
hosts has been demonstrated in a number of temperate phages. With comparative genomics a
gene has been identified that could be responsible for inducing resistance to phages, and the

PCR has been designed to detect this gen.
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ZKRATKY

CCM - Ceska sbirka mikroorganismi

EOP - ,,angl.“ ,efficiency of plating" - efektivita vysevu

dsDNA - dvoutetézcova DNA (double-stranded DNA)

HMFM - ,angl.“ ,,Hogness modified freezing medium* — zamrazovaci médium
LMDM - Laboratot molekuldrni diagnostiky mikroorganismii
MRSA - meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

MSSA — meticilin-senzitivni Staphylococcus aureus

MLST - multilokusova sekvencni typizace

MPA - masopeptonovy agar

MPB - masopeptonovy bujon

NCBI — narodni centrum pro biotechnologické informace

ORF - otevieny Cteci ramec

PFU - ,,angl.”“ ,,plaque forming units" — Castice tvofici plaky
PCR - polymeréazova fetézova reakce

RM - restrik¢né-modifikacni

SaPI - ostrov patogenity u S. aureus

SCCmec - stafylokokova chromozomova kazeta nesouci gen mec

VRSA — vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus



1. UVOD

Staphylococcus aureus je vyznamnym patogenem lidi i zvifat. Jedna se o extrémné
flexibilni organismus, jehoZ evoluce probihd vysokou rychlosti. Miize byt komenzalem, ale
stejné tak 1 Zivot ohrozujici bakterii. V soucasné dob¢ jeho vyznam roste. Je totiz astym
problémem v nemocnicich po celém svéte€ a to diky vzristajicimu poctu k antibiotikiim
rezistentnich kmeni MRSA (meticilin rezistentni S. aureus) a VRSA (vankomycin rezistentni
S. aureus). Sifeni této rezistence je zpiisobeno rychlou evoluci této bakterie a schopnosti
horizontalniho pfenosu gent.

Proto se soucasné vyzkumy zabyvaji hledanim alternativni cesty k antibiotikiim a
jako nejvhodnéjsi z nich se jevi praveé fagova terapie. Fagova terapie ma své pocatky jiz na
zacatku 20. stoleti, pravdépodobné poprvé byla uzita v roce 1921 na kozni onemocnéni
vyvolané stafylokoky (Bruynoghe a Maisin, 1921). Poté vSak z4jem o fAgovou terapii poklesl,
jednak diky objevu antibiotik, a dale také diky Spatné kvalité piipravki, zplisobené
nedostatecnymi znalostmi biologie bakteriofagi. Pfesto se tato alternativni cesta stale
rozvijela a to zejména v Gruzii, Rusku a Polsku. Po rozsifeni rezistence k antibiotiklim se
fagova terapie stala opét svétove aktudlni a v soucasné dobé¢ se ji zabyva fada vyzkumi. Na
trhu jsou k dostani prvni piipravky na bazi bakteriofagu.

Féagova terapie se vSak také potyka s fadou problémdi. Jednim z nich je i rezistence
bakterii viici uZivanym polyvalentnim fagiim. Ta mize mit fadu pfi€in, napt. RM systémy
(restrikéné-modifikacni), Sie systémy (superinfekci vyludujici) ¢i abortivni infekce. Casto je
priCina rezistence nezndma, zejména u druhu S. aureus. VEtsina studii se zabyva vlivem
restrikéné-modifikac¢nich sytémil na rezistenci bakterii. U mnoha rezistentnich kment se
v genomu nachdzi mirné bakteriofagy ve formé profagh, jez také mohou nést geny pro
rezistenci k polyvalentnim faghm. A pravé rezistenci podminénou profdgem se zabyva tato

diplomova prace.
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1.1. Druh Staphylococcus aureus

S. aureus patii mezi grampozitivni nesporulujici koky o velikosti 1 um. Jeho kolonie
tvofi shluky hroznovitych tvarti a maji charakteristickou nazloutlou barvu. Poprvé byl tento
bakterialni druh pozorovan v roce 1880 chirurgem Alexandrem Ogstonem, ktery ho izoloval
z otevienych hnisajicich ran a posléze ho pojmenoval Staphylococcus. Pouzival slepi¢i vejce,
aby vyizoloval ¢istou kulturu, kterou pak infikoval kraliky. Dokazal tak, ze tyto bakterie
zpusobuji abscesy u infikovanych zvitat. Taxonomicky patii druh Staphylococcus aureus do
domény Bacteria, kmene Firmicutes, ttidy Bacilli, tadu Bacillales, celedi Staphylococcaceae
a rodu Staphylococcus. Tento druh je fakultativné anaerobni bakterii a v praxi se pro jeho

selekci pouziva schopnost ristu v médiu s 10% NaCl.

Obrazek 1: S. aureus. Pfevzato z http://www.sciogena.eu/wp-content/Staphylococcus-aureus.jpeg,

Z hlediska patogenity je S. aureus oportunni patogen., ktery se nejcastéji vyskytuje
na povrchu nosni sliznice, ptipadné na povrchu kiize a zdravému nositeli nezptisobuje zadné
komplikace. V ptipad¢ oslabeni imunity vSak mtize zptisobovat zdvazna onemocnéni. Mezi né
patii kozni ¢i tkanové abscesy, pneumonie, syndrom toxického Soku, endokarditida,
osteomyelitida nebo meningitida. V populaci se §iii fyzickym kontaktem. Diky masivnimu
pouzivani antibiotik ve 40. letech se objevily kmeny rezistentni k penicilinu. Proti nim se
zacal Siroce uzivat meticilin, coz vedlo k rozsiteni MRS A kmeni a v sou¢asnosti jsou tyto
kmeny velkym problémem v nemocnicich po celém svété (DeLeo a Chambers, 2009).
Vsechna beta-laktamova antibiotika jsou vii¢i témto infekcim neti¢inna. Za tuto rezistenci je
odpovédny gen mecA na chromozomové kazeté SCCmec (Hiramatsu a kol., 2001). Proto se
v soucasnosti pouziva k 1€¢bé vankomycin, piesto se jiz objevily kmeny k nému rezistentni

(Hiramatsu a kol. 1997). Dtivodem je zfejmé horizontalni pfenos genu vanA, jenz ma pivod u
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Enterococcus faecalis (Chang a kol., 2003). V budoucnu se tak da o¢ekavat rychly narist

rezistence 1 k tomuto antibiotiku.

1.1.1. Genom S. aureus

Genom S. aureus je tvofen jednou molekulou dvouretézcové DNA a ptidatnymi
plazmidy. Celkova velikost se pohybuje od 2,7 Mb — 2,9 Mb. Genomova sekvence je asi
z 80% tvofend spoleCnymi geny pro vSechny kmeny, jde o tzv. jddro genomu slozené z
esencidlnich gent (Lindsay a Holden, 2004). Geneticka informace S. aureus vSak vykazuje i
obrovskou diverzitu ptidatnych genetickych elementi. Pridatné geny reprezentuji rozmanitost
bakterialniho druhu, nebot’ koduji proteiny potifebné pro adaptaci bakterii v raznych
ekologickych niche. Je pro né také typicky odlisny obsah G + C, coZ je Casto dano tim, ze
maji jiny plivod nez zbytek genomové sekvence.

Jako prvni byly sekvenovany kmeny Mu50 a N315, jejichz genomova sekvence je
témet identickd. Diky pottebé porozuméni pfi€indm rezistence a patogenity bylo sekvenovano

nekolik dalSich kmenti (Obr. 2).

Obrazek 2: Osekvenované kmeny S. aureus. Prevzato z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
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Populace S. aureus vykazuje vysokou klonalni strukturu (Feng a kol., 2008). Velmi
popularni typizaéni metodou je MLST (multilokusovd sekvenéni typizace), zalozend na
sekvenaci 7 ,housekeeping* gent (arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi a ygiL). Pokud se izolaty
shoduji nejméné v 6 ztéchto 7 genil, ndlezi do stejného klonalniho klastru (CC). VétSina
MRSA kment pak spadd do 5 klonélnich linii CC8, CC5, CC30, CC45, a CC22 (Enright a
kol., 2002). S. aureus je tak patrn¢ pravym klonalnim typem, o ¢emz svéd¢i 1 to, ze se
jednotlivé mobilni genetické elementy nemohou mezi kmeny zcela volné pohybovat. V
laboratoii je pak znafné obtizné geneticky manipulovat stimto druhem diky rejekci
exogennich plazmidi.

Z mobilnich genetickych elementi se u S. aureus vyskytuji profagy, inzer¢ni
sekvence (IS), transpozony (Tn), stafylokokové chromozomové kazety (SCC), plazmidy,
chromozomové ostrovy a ostrovy patogenity — (SaPlIs). Celkové zaujimaji asi 25% celkového
genomu (Lindsay a Holden, 2004). SCCmec obsahuje 2 dalezité oblasti, jednak gen mecA,
ktery zodpovida za rezistenci k beta-laktamazovym antibiotikiim a déle ccr komplex, jez
umoziuje mobilitu tohoto elementu (Hiramatsu a kol., 2001). Na této kazeté byly nalezeny
rozlicné inzeréni sekvence, transpozony a plazmidy, napi. Tn554, 1S1272, 1S431, pUBI110,
pT181, a p1258 (Feng a kol., 2008). VétSina kmentll obsahuje 2 genomické ostrovy - vSaa. a
vSa B. Ostrovy patogenity jsou dulezité vektory, jez mohou pifenaSet virulentni faktory, napf.
enterotoxiny a toxin syndromu toxického Soku. Pfenos téchto elementii je zavisly na
pomocném fagu. Napi. SaPI 1 je nejcastéji prendSen pomoci fagii 13 a 80a (Lindsay a kol.,
1998; Ruzin a kol., 2001). Profagy tvofi rozsahlou skupinu MGE u druhu S. aureus. Témét

kazdy kmen obsahuje né¢jakého profaga a vétSina je stale neznama.

1.2. Bakteriofagy

Bakteriofagy jsou vSeobecné definované jako viry infikujici bakterie. Nékteré
bakteriofagy pak maji schopnost zaclenit svou DNA do chromozomu hostitelské bunky a
pretrvavat zde ve stavu profiga. Profig je tedy bakteriofdgovy genom zaclenény
v bakteridlnim chromozomu a patii mezi mobilni genetické elementy.

Bakteriofagy byly poprvé objeveny nezavisle na sobé Twortem, Londonem a
d’Herellem jako cCinitelé bakteridlni lyze, které je mozZno filtrovat a infikovat jimi dalsi
bakterialni kulturu. Zpocatku se myslelo, Ze byl nalezen kli¢ k potlaceni bakteridlnich infekci,
tehdejSi rané studie vSak vykazovaly znacny netspéch. V soucasné dob¢€ vyznam fagové

terapie roste.
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Bakteriofagy schopné infikovat vétSinu prokaryot mizeme vyizolovat z ptidy, vody,
odpadnich vod a prakticky z vétSiny prostiedi, ktera jsou kolonizovana bakteriemi. Je vcelku
logické, Ze bakteriofagy vykazuji obdobnou variabilitu a vSestrannost jako jejich hostitelé.
Nekteré bakteriofagy mohou stejné jako nckteré bakterie prezit v extrémnich podminkach,
mezi néz patii vysoka teplota (nad 95 ° C) nebo nizké pH (az 1,3 pH). Fagy, jez jsou uzivany
k terapii v Gruzii, byly €asto izolovany prave z odpadnich vod.

Bakteriofagy nalezi do nékolika Celedi: Corticoviridae, Podoviridae, Myoviridae,
Inoviridae, Microviridae, Cystoviridae, Plasmaviridae, Siphoviridae, Leviviridae,
Tectiviridae, Fuselloviridae, Rudiviridae a Lipothrixviridae (Ackermann, 2003). U druhu S.
aureus nalezneme zastupce z Celedi Myoviridae, Siphoviridae a Podoviridae.

Bakteriofagy pfenasi svou genetickou informaci ve formé DNA nebo RNA. Dale ma
vétSina bakteriofagh proteinovou kapsidu a bi¢ikova vldkna (obr. 3), kterymi se fAgy navazuji
na specifické receptory na povrchu bakterii. Témi mohou byt naptiklad karbohydraty,
proteiny anebo lipopolysacharidy. Bakteriofagy mizeme dé€lit do dvou skupin, na virulentni a
mirné. Virulentni bakteriofag vyvola lytickou infekci, vedouci klyzi hostitele. Mirny

bakteriofag vyuziva tzv. lyzogenni cyklus.

Obrazek 3: Struktura bakteriofag(l. Pfevzato z: http://www.sciogena.eu/wp-content/phage-3.jpeg.

1.2.1. Mirné bakteriofagy

Mirné bakteriofdgy mohou mit lyticky 1 lyzogenni cyklus. Pti lyzogennim cyklu je
bakteriofdg schopen zaclenit svou vlastni nukleovou kyselinu do genomu hostitele. V ptipadé
DNA se geneticka informace miize ptimo vc€lenit do genomu, jedna-li se o RNA, pak tomuto
zaClenéni pfedchazi reverzni transkripce za pomoci specidlniho enzymu reverzni
transkriptazy. Samotny vcélenény virovy genom se nazyva profag a je prenasen do vSech
dcetfinych buné€k hostitele. Virus tak vyuziva replika¢nich mechanismti hostitele, aniz by

zaptiCinil jeho smrt. Nékteré profagy mohou byt spontanné indukovany a to naptiklad UV
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zafenim, anebo chemickymi mutageny. Tato lyzogenni indukce pak vede k transkripci,
produkci novych fagovych ¢astic a nasledné lyzi bakterialni bunky.

Mnoho profagli nese geny vyhodné pro hostitele a velky vyznam bakteriofagii
spociva v ptenosu genetické informace mezi bakteriemi a to transdukci a lyzogenni konverzi.
Pfenos genii pomoci bakteriofagl je u druhu S. aureus nejcastéj$im zptisobem horizontalniho
prenosu geni (Holden a Lindsay, 2008). Siteni genti spojenych s virulenci pomoci
lyzogenizujicich bakteriofagli je obecnym jevem u grampozitivnich 1 gramnegativnich
bakterii (Boyd a kol, 2001). Pfitomnost gent kodujicich ,zaskrtovy” toxin na
lyzogenizujicim bakteriofagu u Corynebacterium diphtheriae byla zjisténa téméer pred pul
stoletim a v nasledujicich letech byla objevena spousta dalSich toxinti koédovanych
bakteriofagy, napt. shigatoxinu u Enterobacteriacee, toxinu cholery u Vibrio cholerae,
neurotoxintt u Clostridium botulinum, nebo cytotoxinu u Pseudomonas aeruginosa
(Cheetham a Katz, 1995). U druhu S. aureus je nejvyznamngj$im ptikladem gen eta pro
exfoliativni toxin A, jez se nachazi v genomu konvertujiciho bakteriofaga (Yamaguchi a kol.,
2000). Tento toxin zpusobuje u ¢loveéka zavazné epidermolyzy napt. syndrom opaiené kiize

(obr. 4).

Obrazek 4.: Syndrom oparené kize zplsobeny exfoliativnim toxinem A. Prevzato z
http://detskakuze.phorum.cz/imagesnovor/14.jpg.

e

Pokud se po zaclenéni genomu faga zméni fenotyp hostitelské buniky, dochazi k tzv.
lyzogenni konverzi. Zaclenéni profagové DNA do bakteridlniho genomu mtize mit nékolik
disledkt a to:

(i) modifikaci povrchovych struktur, chranicich bakteridlni bunku pted ucinky
protilatek, makrofagi, antibiotik nebo bakteriofag,
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(1) odlisné chemické slozeni kapsularnich polysacharidd, které mechanicky chrani
bakterialni buiiku pfed vnéjSimi faktory,

(111) produkci exotoxinu, ktery pisobi na rtizné systémy makroorganismu,

(iv) produkci specifickych proteinii (internalint nebo invazinll), které umoZiiuji
bakterialni invazi do krevniho ob&hu a bun¢k makroorganismu,

(v) uspotfadani biofilmu, jehoz vysledkem je bakterialni adheze na epitelialni
buiiku a radikdlni zména vlastnosti, kterd se tyka neptistupnosti a vysoké rezistence k riiznym
faktoriim a

(vi) mnohonasobnou rezistentnci k antibiotikim (Krylov, 2003).

Ptitomnost urcitych profdgl koreluje 1 s ptitomnosti urcité rezistence k antibiotiktim.
Kmeny MRSA a MSSA byly testovany na citlivost k antibiotikim soucasné s PCR detekci
pritomnosti urcité skupiny mezinarodni fady profagi (Mehndiratta a kol., 2010). Fagy byly
rozdéleny na zékladé podobnosti do skupin I- fAgy 29, 52, 52A, 79, 80, 1I- fagy 3A, 3C, 55,
71, Il1- fagy 6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A, 84, 85, IV- fagy 94, 96 a déle nezatazené fagy
81,95. VSechny kmeny MSSA obsahujici profagy typu 81 byly citlivé na v§echna testovana
antibiotika krom¢ penicilinu, na ktery byly vSechny rezistentni. Déle pak bylo zjisténo, Ze 45
% kmenit MRS A s profagem ze skupiny III je multirezistentnich. P¥itomnost ur¢itého profaga
tak mliZze pfedpovidat rezistenci k antibiotiktim.

Asi193% fagu S. aureus je mirnych a z toho vétSina patii do Celedi Siphoviridae
(Goerke a kol., 2009). Rada z nich jiZz byla osekvenovana. Maji modularni uspotadani a jsou
mozaikovité povahy, to znamena, ze jednotlivé sekvence najdou zastoupeni v genomech
rtiznych fagt (obr. 5). Je to dano postupnou nezavislou evoluci spojenou s horizontalnim
pienosem genil a rekombinaci (Kwan a kol., 2005). Mirné fagy maji u druhu §. aureus velky
vyznam piipienosu gentl. Jsou nejroz§ifenéjSim mobilnim genetickym elementem (Witney a
kol., 2005). VétSina kmeni obsahuje minimalné jednoho profaga, bezprofagové kmeny se

vyskytuji vzacné (Goerke a kol., 2009; Panticek a kol., 2004).
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Obrazek 5.: Mozaikovité usporadani genomu fagul z celedi Siphoviridae. Srovnavaci fag 47. Pfevzato
z Kwan a kol. (2005); upraveno.
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Neméné vyznamnd je jejich role pifi mobilizaci ostrovii patogenity. U druhu
S. aureus se nachdzi nékolik odlisnych SaPIs. Jsou to mobilni elementy, které jsou pfenasSeny
za pomoci bakteriofaga. Diky tomu dochézi k Cast&jSimu pfenosu a to nejen u druhu S. aureus
(Lindsay a kol., 1998), ale také u dalSich druht Staphylococcus sp. (Maiques a kol., 2007) a
dokonce k ptenosu i na Listeria monocytogenes (Chen a Novick, 2009). Pii infekci hostitelské
buiiky fagem se SaPls vystépi, autonomné replikuji a poté jsou zabaleny do fdgovych ¢astic
namisto fagové DNA (Tallent a kol., 2007; Tormo a kol., 2008).

Féag 800 umi mobilizovat znacnou ¢ast ostrovl patogenity. Plivodné se myslelo, ze
fag 80a je odvozeny od faga 80, jelikoz byl izolovan jako plaka na kmeni NCTC 8325 a je
tedy schopen na tomto kmeni rtst (Novick, 1967). Pii srovnavani genomu a schopnosti
mobilizace vSak byl zjisténo, Ze fAg 80a je jen vzdalené ptibuzny k fagu 80 a naopak ma
sekvenci genomu blizkou fagu 53 (Christie a kol., 2010). Témét 90% genomu 80a je
shodnych s publikovanou sekvenci 53. Pravdépodobné tak bude 80a variantou 53, ktery
ziejme tehdejsi studie kontaminoval. Taktéz u faga 53 byla zjiSténa schopnost mobilizovat
SaPI1 a 2. Jelikoz fag 53 ma schopnost navodit rezistenci vii¢i polyvalentnim fagiim, pfinasi

tak svému hostiteli hned dvoji vyhodu.

1.2.2. Polyvalentni bakteriofagy S. aureus
Polyvalentni bakteriofagy jsou lytické fagy se Sirokym spektrem hostitel. Proto jsou

idealnimi fagy pro vyuziti ve fagové terapii. Na rozdil od mirnych fagh maji tyto fagy pouze
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lyticky cyklus. Nejprve se fag adsorbuje na hostitelskou bunku pomoci jejich povrchovych
molekul. Poté bakteriofag vstiikuje svoji nukleovou kyselinu do buiiky. Uvniti buiiky vyuziva
jejich replikacnich, transkripnich a translaénich mechanismi k replikaci vlastni genetické
informace, a k translaci proteini potfebnych pro sestaveni novych fagovych castic. Poté se
tvoti nové fagové Castice, pocet vzniklych fagt béhem jediného cyklu infekce se pohybuje od
50 az po 200 novych castic. Nasleduje lyze bakteridlni buiiky za pomoci endolyzint, jez
narusi bunécnou sténu a nové ¢astice se dostanou vné bunky.

Prvnim krokem pfti infekci je tedy adsorpce na povrchovy receptor. Ztratou nebo
zménou svych povrchovych struktur mize bakterie zabranit bakteriofaglim v pfichyceni a stat
se rezistentni vaci fagim, které vyuzivaji tyto molekuly. Dale mohou bakterie vyuzit
specifické mechanizmy k ochran€ proti invazi cizi DNA, napf. RM systémy. Podrobnéjsi
informace o moZznostech resistence vici fagim jsou uvedeny v dalsi Casti této prace. Mezi
klasické zastupce polyvalentnich fagti u druhu S. aureus patti fag 812, K a G.

Bakteriofag 812 patii mezi polyvalentni fagy srozsahlym spektrem hostitelskych
kment. Je morfotypu Al a serotypu D (Ackermann a DuBow, 1987) a nalezi do celedi
Myoviridae, druhu Twort, tak jako tfada dalSich polyvalentnich fagh se Sirokym ucinkem, jez
maji vyuziti ve fagové terapii, napi. K1, G1 a Twort (Muphy a kol., 1995). Jeho hlava ma
ikozahedricky tvar o priméru 92 nm, bicik je 209 nm dlouhy, s kontraktilnim pouzdrem a
bazalni destiCkou. Ma linearni dsDNA o velikosti 146,5 kb, nema kohezni konce a obsah
G+C v jeho genomu je 35,1% (Panttcek a kol., 1998).

Z tohoto faga byla odvozena fada mutant, které dohromady se standardnim typem
812 vykazuji vysokou Gc€innost u vétSiny kment — az 95% kment S. aureus subsp. aureus a
43% rozli¢nych druht koagulédza-negativnich stafylokokt, napt. S. capititis, S. carnosus,

S haemolyticus, S. hominis nebo S. epidermisis (Rosypal a kol., 1986; Pantticek a kol., 1998).

Na obrazku 6 je vidét postupna izolace mutant v rozmezi hostitele.
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Obrazek 6: Mutanty v rozmezi hostitele faga 812. V zavorce uvedena frekvence mutace a efektivita
vysevu. Pfevzato z Rosypal a kol. (1986).
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Mezi dalsi polyvalentni fagy S. aureus patii bakteriofag K, jenZ je blizce ptibuzny
fagu 812. Jeho velikost je 127,4 kb (O'Flaherty a kol., 2004). Fag K je schopny infikovat
mnoho koagulaza-negativnich i pozitivnich druhti stafylokokt (Rountee 1949). U tohoto faga
byla také prokdzdna schopnost prevence utvafeni biofilmu spolu s dal§imi 6 od n¢j
odvozenymi fagy (Kelly a kol., 2012).

Nov€ izolovanym fagem je fag MSA6 (Kwiatek a kol, 2012). Byl izolovan
z kravské mastitidy a jeho genom je 143 kb velky, coz odpovida velikosti faga 812.
Morfologicky je podobny fagim z Celedi Myoviridae a nalezi do stejné seroskupiny jako fagy
druhu Twort. Jeho kapsidovy protein vykazuje 82% podobnost sekvence s fagem K. MSAG6 je
schopen lyzovat 27 testovanych kmenli MRSA z 28 a je tak zfeymé dalSim vhodnym fagem

pro terapeutické ucely.

1.3. Fagova terapie
V posledni dob¢ se hodné studii vénuje moZznosti fagové terapie. Nemocni¢ni studie
ukazaly, Ze pouzitim bakteriofaghh na oSetfeni mistnosti, jako jsou toalety apod., zabranuje

pienosu E. coli na pacienty. DalSi moznosti je pouziti fagové terapie pi1 bakteridlni infekci
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namisto antibiotik. Fagova terapie nabizi mnoho vyhod oproti 1é¢b¢ antibiotiky. Je u¢inna 1 na
organismy rezistentni k antibiotikim a mlize byt uzita jako alternativni terapie pro pacienty
s alergii na antibiotika (Marks a Sharp, 2000). Bakteriofagy nabizi vysokou piesnost
k cilovému organismu a ziroveil nemaji zadny vliv na ostatni organismy. Jsou schopny
autoreplikace. Paklize je cilovy organismus piitomen, replikuji se, dokud nejsou vSechny
cilové bakterie zlyzovany. Zaroven v ptipad¢, Ze cilovy organismus chybi, vylouci se z téla
ven. DokéaZi ptirozené mutovat, aby ptekonali rezistenci hostitele, pfipadné mohou byt
v laboratoii zmutovany zadmérné. S rozvijejici se antibiotikovou rezistenci je vyvinuti
alternativnich terapii stale vice urgentni a fagova terapie mize mit v budoucnu velky vyznam
jak samostatné, tak v kombinaci s lécbou antibiotiky.
Hlavnimi problémy fagové terapie jsou:

L. rezistence bakterii vi€i uzivanym fagim,

II.  inaktivace fAgovych ¢astic imunitnim systémem pacienta,

III.  toxicky Sok pacienta diky rychlé lyzi bakterii a vyplaveni toxickych latek do

krevniho ob¢hu,

IV. nutnost pfesné diagnostiky piivodce onemocnéni.

Studie fAgové terapie na mysich dokazuje, ze se Ize t€émto problémim vyhnout
vhodnou selekei pouzivanych fagn (Capparelli a kol. 2007). Nejprve byl vybran fag W™ |
ktery vykazoval nejvétsi §ifi hostitelli u druhu S. aureus. Déle byl soucasnou aplikaci faga a
stafylokoka intravendzné do mysi ziskan mutant M**, ktery byl schopen v mysich perzistovat
az 25 dni. Nasledné byly provadény experimenty, jez dokdzali i€innost tohoto faga pii 1€Cbée.
Pii aplikovani smrtelné davky kmene A170 mysim, spolu s fagem M> piezilo 97% mysi a
bakterie byly zcela eradikovany jiz béhem 4 dnli fagové terapie. Fag byl Gi€inny pti lokalni,
systematické 1 vnitrobunééné infekci, stejné tak ti€inkoval i na MRSA kmeny. Zaroven byl
fag dobie tolerovan zvitaty, nevyvolal produkci protilatek, ani Sok po rychlé bakterialni lyzi.
Féag fungoval 1 pti aplikaci na jiz propuklou infekci. Davky byli aplikovani intraven6zné ¢i
podkozng, stacila 1 injekce k vyléceni, pouze u abscesl bylo potieba opakované davky.

V ptipad¢ tzv. trpasli¢ich kmeni S. aureus byla situace pon¢kud obtizné€jsi. Tyto kmeny jsou
schopné ptezivat v hostiteli vnitrobunécné, zatimco bakteriofag se dovnitt eukaryotické bunky
neni schopen dostat. [ tyto kmeny je mozné eliminovat za pomoci bakterii, jez jsou jiz
napadené fagem a zanesou ho dovniti buiiky. Tento experiment tak ukazuje velky potencial

fagové terapie.
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1.4. Mechanismy rezistence bakterii vii¢i fagaim
Je zndmo mnoho mechanismd, jimiZ mohou bakterie zabranit infekci bakteriofagem.
Lyticky cyklus polyvalentnich fagh se sklada z nékolika krokt (obr. 7) a bakterie vyvinuly

rozmanité zplsoby rezistence namifené vi¢i riznym stadiim infekce.

Obrazek 7: Lyticky cyklus polyvalentnich fagll. Pfevzato z: http://textbookofbacteriology.net/;
upraveno.

Adsorpce

Plast \ l
Virova DNA N —
\Vstup DNA
Lyticky cyklus
(15 - 60min, 37 °C) O

Replikace DNA
Lyze
P éPyr =35 T N

Translace, sestavovani
fagovych castic

1.4.1. Zabranéni adsorpce faga

Nejdiive se fag musi na hostitelskou buiiku adsorbovat. Vyuziva k tomu rtizné
molekuly na povrchu hostitele. U druhu S. aureus je k adsorpci €asto vyuzivan protein A,
ktery je zaroven virulentnim faktorem (Labrie a kol., 2010). Jeho piekrytim pak bakterie
zabranuje adsorpci. Polyvalentni fag K vSak dokdazal tuto rezistenci piekonat tim, zZe se
navazuje na jinou molekulu, konkrétné na N-acetylglukosamin teichoové kyseliny
(Chatterjee, 1969). Pti studii rezistence vii¢i polyvalentnimu fagu K, bylo objeveno, ze
vétSina rezistentnich kment obsahuje RM systémy degradujici fagovou DNA (Kelly a kol.,
2010). U tfech kment vSak byla zjiSténa neschopnost adsorpce. Jde tedy o neustaly evolucni
boj mezi fadgem a jeho hostitelem.

Dalsi moZnosti obrany bakterii je produkce extracelularnich polymeri, jeZ tvofi

fyzickou bariéru mezi fagem a bakterii (Labrie a kol., 2010). Pfesto se n¢které fagy dokézaly
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adaptovat a naopak rozpoznavaji tyto specifické polymery. Kyselina hyaluronova je
produkovana nékterymi streptokoky jakou soucast jejich kapsule. To jim pomdha uniknout
pied imunitnim systémem i pied bakteriofagy (Moses a kol., 1997). U nékterych profagt byly
nalezeny geny pro enzymy degradujici kyselinu hyauluronovou, které nenici jen tu

U Haemophilus infuenzae se jeho fag HP1cl nemize adsorbovat diky fazové variaci
(Zaleski a kol., 2005). Za to je zodpovédna modifikace genu lic2A4 pro protein podilejici se na

syntéze lipooligosacharidu.

1.4.2. Zabranéni vstupu fagové DNA do buiiky

Dalsim krokem je vstup fAgové DNA do bunky. Superinfekci vylucujici systémy
(Sie) jsou sloZeny z proteint, které blokuji vstup DNA do buiiky. Rada z nich je nesena na
profdgovych genomech a vétSina je zndma u gramnegativnich bakterii. Jako ptiklad bych
jmenovala dnes jiz dobfe charakterizované systémy Imm a Sp u colifaga T4. Oba tyto
systémy zpusobuji inhibici injekce DNA a zabraiiuji tak infekci dalSim T4 podobnym fagem
(Labrie a kol., 2010). Imm zamezuje ptenosu fAgové DNA do bakteridlni cytoplasmy zménou
konformace vstupniho mista. Obsahuje dvé transmembranové domény, pravdépodobné je
lokalizovan v membranovém prostoru a je spojen s membranou ve specifickych mistech (Lu a
kol., 1993). Imunita navozena pouze timto proteinem neni kompletni a pravdépodobné je
spojen jesté s dalsSim membranovym proteinem, s nimz je schopen navodit kompletni imunitu.
Sp je membranovy protein, jenz inhibuje aktivitu lysozymu bakteriofaga T4 (Lu a Henning,
1994). Ten pak nemliZze prodéraveét bunécnou sténu a injikovat svoji DNA do buriky.

U grampozitivich bakterii bylo dosud objeveno pouze n¢kolik mechanismii. VétSina
z nich byla nalezena u bakterie Lactococcus lactis, kterd je uzivana v pramyslu pti
fermentacnich procesech mléka (Akcelik, 1998). Nejlépe charakterizovanym systémem je
Siezn09. Je nesen profagem Tuc2009 a byl nalezen 1 u n€kolika dalSich mirnych fagha. VétSina
téchto fagh patii do skupiny P335 laktokokovych fagl, avSak jimi neseny Sieyoo9 zplisobuje
rezistenci vici odlisné fagové skupiné 936, ktera je hlavni skupinou fagl vyskytujicich se
v mlécném primyslu. (McGrath a kol., 2002). Kromé& tohoto systému byla objevena fada
dalSich podobnych systémt, jeZ jsou neseny profagy, napt. Siemg/312, nebo Sier7i2 (Mahony a
kol., 2008). Pfedpoklada se, Ze jsou lokalizovany na membrané a zabraniuji vstupu DNA do
buiky.

Dals$im z objevenych fAgovych gent, zodpovédnych za rezistenci hostitele viici

superinfekci, je gen Ipt pro lipoprotein. Je nesen fagem TP J34, ktery infikuje Streptococcus
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thermophilus (Neve a kol., 1998). Tento gen je lokalizovan v operonu s tfemi dalSimi geny
(genem pro integrazu a genem pro protein s metaloproteindzovym motivem) a cely operon
pak zaciné represorem, potfebnym k udrzeni lyzogenniho stavu. Je sloZzeny ze 142 AMK (von
Heijne,1989). Lpt se exprimuje béhem lyzogenniho cyklu a je aktivni proti superinfekci (Sun
a kol., 2006). Neovlivnuj¢ adsorpci, ale naruSuje injekci DNA do buiiky.

Lipoproteiny jsou u fagii veelku vzacné. U faga A se béhem lyzogenniho cyklu
exprimuji 2 geny pro lipoproteiny, a to gen bor, jehoz produkt je zahrnut v rezistentnim séru
lyzogennich bunck (Barondes a Beckwirth, 1995), a déle gen rz/, jez se uplatni v lytickém
cyklu (Kedzierska a kol., 1996).

1.4.3. Restrikéné-modifikacni systémy

Kdyz nemethylovand fagovda DNA vstoupi do hostitelské buiiky, je rozezndna
restrikénim enzymem a degradovana (obr. 8). Tato restrikce vede k rozstépeni jakékoliv cizi
DNA, kterd nenese odpovidajici metylaci. Maly pocet nemodifikovanych fagovych genomi je
vSak schopen se tomuto Stépeni vyhnout, diky nasledné replikaci spolu s bakteridlnim
genomem ziskava modifikaci methyldzou a je schopen se vyhnout restrikci 1 v nasledujicich
infek¢nich cyklech (Marks a Sharp, 2000). Osud fagové DNA v hostitelské buiice je tedy
uren témito dvéma enzymy. Vlastni DNA maji bakterie modifikovanou metylaci na
specifickych mistech a ta je pak chranéna proti rozstépeni restrikénimi endonukleazami. RM
systémy se Cleni do 4 zdkladnich typa (typ I, II, III, IV) na zdklad€ odliSnosti enzymové
struktury, reak¢niho mechanismu a typu DNA, jez rozeznavaji (http://rebase.neb.com).

Zastupci vSech téchto typt byli nalezeni 1 u druhu S. aureus.

Obr €. 8: Funkce RM systému. Pfevzato z Tock a Drayen (2005); upraveno.
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Aby se fagy vypotadaly s témito systémy, vyvinuly nékolik strategii. Jedna z nich je
absence mist, kterd jsou rozeznavana restriktazou, pomoci hromadéni bodovych mutaci. Napf.
stafylokokovy polyvalentni fag K se dokaze vyhnout restrikci tim, Ze nemd ve svém fetézci
sekvenci 5'-GATC- 37, jez je rozpoznavana RM systémem Sau3 A (Kruger a kol., 1988).

Nekteré fagy se vyhnou restrikci diky glukosylaci DNA. E. coli CT596 je vSak
schopna atakovat 1 glukosylovanou DNA a to diky dvoukomponentimu systému slozenému
ze 2 proteini: GmrS a GmrD (Bair a kol., 2007). Jsou kddovany profagem a rozpoznavaji a
rozstfihavaji pouze tu DNA, ktera obsahuje glukosylovany hydroxymethylcytosin.

Rezistence viici bakteriofagiim nemusi bakterii pfinaSet pouze vyhody. KdyZz se
bakterie prizpiisobuje prostiedi a stava se rezistentni vii¢i mnoha fagiim, Casto pfitom ztraci
puvodni vlastnosti, napt. virulentni faktory. Fagy mohou vyuzivat jako receptor esencialni
soucast bunécné stény a tak aby bakterie ziskala rezistenci, musi se této ¢asti zbavit anebo ji
pozménit (Scott a kol., 2007). Diky tomu se muze stdt méné virulentni. Toho by mohlo byt
vyuZito pii piipravé vakciny proti stafylokokové infekci ( Capparelli a kol., 2010). Pomoci
selekce na rezistenci viici antibiotikiim a faglim byl pfipraven oslabeny kmen A172. Z néj
byla ptipravena vakcina A172 HK (heat killed), kterd byla ndsledné poddna myS$im. Tyto mysi
pak byly vystaveny piisobeni MRSA a VRSA kment. Vakcina poskytovala efektivni ochranu
proti témto kmenlim po dobu nejméné 20 tydni. Ptili§ vysoka davka vakciny vSak zptisobila
umrti 40% - 50%. Vakcinace A172HK méni expresi genti (obr. 9), kodujicich prozénétlivé
cytokiny (IFN-y, I1-B a TNF-a) a indukuje transkripci protizanétlivych cytokint 11-4 a 11-6

(ten reguluje expresi prozanétlivych cytokint).
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Stafylokokova infekce zplisobuje zvySené uvoliovani prozanétlivych cytokind, diky

c¢emuz se zvysi propustnost cév a infekce se rozsiti z krve do tkani (Nilsson a kol., 1998).

Zvysena sekrece INF- y pak zptsobuje nekrézu v ledvinach mysi, jez jsou nakazeny

stafylokoky (Hu a kol., 2003). Vakcinace A172 tak indukuje balancovanou pro 1 proti
zanétlivé imunitni odpovédi ( Capparelli a kol., 2010). Selekéni nevyhoda senzitivnich
bakterii je tak vyvaZena sniZenou fitness rezistentnich bakterii, coz ptispiva k diverzité

bakterialni populace (Middelboc a kol., 2001).

1.5. Struktura genomu mirnych fagi druhu S. aureus

Genom mirnych tagli ma modulové uspotfadani. Postupné jsou za sebou fazeny geny,

které souvisi s ur¢itymi funkcemi. Celkovée tak miizeme rozliSit 8 hlavnich modult (obr. 10).

Obrazek 10: Modulové usporadani gent u mirnych fagli S. aureus. Pfevzato z landolo a kol. (2002);
upraveno.
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Toto uspofadani nam umoznuje charakteristiku a klasifikaci profagh s vyuzitim

jednotlivych modulii. Postupné byly vybrany reprezentativni ORF pro PCR, jez dobie

charakterizuji jednotlivé moduly a odpovidaji jednotlivym typiim a podtyptim a to s vyuzitim

komparativni genomové analyzy dostupnych fagovych genomi (Panttcek a kol., 2004;

Goerke a kol., 2009; Kahankové a kol., 2010). Na zakladé téchto PCR se tak daji profagy

celedi Siphoviridae dobte charakterizovat (obr. 11).
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Obrazek 11: /n silico klasifikace mirnych fagl u druhu S. aureus; pfevzato z Kahankova a kol. (2010).
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1.5.1. Zaclenéni fagové DNA do genomu bakterie

Nejdiive se fagova DNA musi zaclenit do bakterialniho genomu, k cemuz vyuziva
enzym integrazu. Ta zprosttedkovava jednosmérnou, mistné specifickou rekombinaci mezi
dvéma tseky DNA (att mista) a vnofti tak fagovy genom do hostitelského. Experimentalné
byly klasifikovany integrazové typy Saintl — Saint7 (Goreke a kol., 2009). Dale byl ptidan
Sa8int (nalezeny u RF122) a Sa9int (nalezeny u PS96);(Kahankova a kol., 2010).

1.5.2. Oblast kontroly lyzogenniho stavu

Tento region zahrnuje lyzogenni modul kromé gent pro integrdzu. Charakteristicka
vlastnost tohoto regionu je stfidani se oblasti s vysokou homologii DNA a segmenty DNA
s nizkou homologii (Kahankova a kol., 2010). Pro charakterizaci tohoto modulu byl pouzit
gen pro antirepresor prave diky ptritomnosti konzervativnich 1 variabilnich oblasti a kvili
idealni délce. Navic tento gen koreluje s typy kontrolni oblasti lyzogenie a umoznuje tedy
rychlé rozpoznani tohoto regionu. Antirepresory jsou vétSinou slozeny ze 2 domén, jez se
vazou na DNA. Zaroven je mozna rekombinace mezi oblastmi, které tyto domény kéduji. U
S. aureus bylo identifikovano n€kolik typti domén. Prvni je BRO-N doména, jeZ se nachézi
témet vzdy na N konci a Casto je spojena s C koncovou doménou. Dalsi je KilA-C doména
(podili se na usmrceni hostitelské bunky), AntA doména (antirepresor), ORF6C doména a

Rha doména (Iyer etal., 2002).

1.5.3. Modul regulace transkripce

Tento modul je vymezen ORF50 ¢PVL na 5 konci a rinB na 3’ konci a obsahuje geny
spojené s regulaci transkripce. Pro charakterizaci tohoto modulu byl zvolen gen pro dUTPézu.
Tento gen méa 4 varianty a to dutl, dut2, dut3 a dut4. DUTP4za je enzym, ktery hydrolyzuje
dUTP na dUMP pyrofosfat. DUTPazy jsou rozdéleny do 4 skupin na zaklad¢ jejich
podobnosti. Mezi skupinami se podobnost pohybuje od 42% do 72%, zatimco uvnitf skupin je

podobnost mezi 76% - 100%. (Kahankova a kol., 2010)

1.5.4. Morfologicky modul

Jedna se o oblast s geny pozdni exprese, které kdduji strukturni proteiny pro
sbalovani DNA, fagovou hlavu a bicik. Podle dotplotového srovnani se vSechny tfi oblastiu
sifofagli pfenasi pii horizontalnim pfenosu spole¢né (Kahankova a kol., 2010). Pro
diagnostiku byl vybran nejvice konzervovany region pro sbalovani DNA. Zacina

pravdépodobné kratkym genem pro termindzu a konci genem Clp pro proteazu nebo
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,prohead* genem u seroskupin F a A, poptipad¢ hlavovym orfogenetickym proteinem (Mu-F)
u seroskupiny B. Zatimco u skupiny A existuje pouze jeden morfogeneticky typ, skupina B 1
F obsahuje jesté dalsi podtypy na zakladé genu pro portalovy protein. Skupina F se dale déli
na Fa a Fb (Panttcek a kol., 2004). U skupiny B bylo rozliSeno 5 podtypti Ba — Be
(Kahankova a kol., 2010) obr. Oblast pro tvorbu bi¢iku odpovida serologickym skupindmA,B,

F a L faglh mezinarodni typizacni sady a experimentalnich faga (Pantticek a kol., 2004).

Obrazek 12: Dendogramy ukazujici podobnost sekvenci morfogenetického modulu u Siphoviridae.
Pfevzato z Kahankova a kol. (2010).

1.5.5. Lyticky modul

Tento modul je slozen pouze z dvou genti a to pro enzymy holin a endolyzin, jez se
uplatiiuji na konci lytického cyklu pti bunééné lyzi. Endolyzin degraduje bunéénou sténu,
zatimco holin perforuje cytoplazmatickou membréanu. Pro charakterizaci pomoci PCR byl
vybran pouze gen pro endolyzin, klasifikace holinu 1 endolyzinu spolu souvisi (Kahankova a
kol., 2010). VétSina endolyzinli je modularni struktury a obsahuje C-koncové vazebné (SH3b)

a N-koncové katalytické domény (Young, 1992).
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2. CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo popsat vliv lyzogenie na rezistenco kmena S. aureus viaci
polyvalentnim fagiim, zjistit které profagy navozuji tuto necitlivost a nasledné tyto profagy

blize charakterizovat z hlediska jejich genomové struktury, obsahu genti a dalSich vlastnosti.

Dil¢i ukoly:

1. Stanoveni citlivosti vybranych kmeni MRSA, obsahujicich profagy, k polyvalentnim

faglm.
2. Vybér vhodnych kment pro blizsi charakterizaci jejich profagi.
3. Charakterizace profagu s vyuzitim PCR pro klasifikaci fdgovych moduli.
4. Indukce profagi z necitlivych kmenil a nasledna lyzogenizace kmeni citlivych.

5. Komparativni genomika profagt u nichz jsou dostupné sekvence a jeZ navozuji u

svych hostitelii rezistenci.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Bakterialni kmeny a bakteriofagy

Bakteriofag 812 a jeho mutanty v rozmezi hostitele 812a, 812b, 8121, 812K 1 a 812F1
a jejich pomnozovaci kmen S. aureus 812 pochazi ze sbirky Laboratofe molekularni

diagnostiky mikroorganismt (LMDM).

Tabulka 1: Studované kmeny S. aureus. Zdroj kmena: FN — fakultni nemocnice,

LMDM - Laboratofe molekularni diagnostiky mikroorganismu

Kmen Puvod
PS6 (53+) Sbirka LMDM
PS47 Sbirka LMDM
PS47 (53+) Sbirka LMDM
PS47 (77+) Sbirka LMDM
PS54 (53+) Sbirka LMDM
PS83A (53+) Sbirka LMDM
8511 Sbirka LMDM
8511 (53+) Sbirka LMDM
8511 (774) Sbirka LMDM
8511 (85+) Sbirka LMDM
8511 (84+) Sbirka LMDM
S 26 Sbirka LMDM
ISPS8 Sbirka LMDM
ISP8 (53+) Sbirka LMDM
ISP8 (53+,77,M+) Sbirka LMDM
ISP8 (53+,77+) Sbirka LMDM
ISP8 (53+,M+) Sbirka LMDM
ISP8 (53-) Sbirka LMDM
ISP8 (77+) Sbirka LMDM
ISP8 (47+, 11+) Sbirka LMDM
ISP8 (47+) Sbirka LMDM
ISP8 (85+) Sbirka LMDM
1039 (42E+) Sbirka LMDM
CCMS5757 Ceska sbirka mikroorganismi
420 FN Brno
08/3556 FN Brno
E14 FN Brno
HDE288 FN Brno
FN4 FN Brno
06/1298 FN Brno
E19 FN Brno
E26 FN Brno
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09/2650 FN Brno
EP17 FN Brno
06/622 Praha Homolka
NRL 07/910 FN Brno
EP5 FN Brno
E48 FN Brno
E43 FN Brno
E53 FN Brno
E29 FN Brno
FN32 FN Brno
3A Sbirka LMDM
3C Sbirka LMDM
6 Sbirka LMDM
29 Sbirka LMDM
42D Sbirka LMDM
12E Sbirka LMDM
52 Sbirka LMDM
52A Sbirka LMDM
53 Sbirka LMDM
54 Sbirka LMDM
55 Sbirka LMDM
71 Sbirka LMDM
75 Sbirka LMDM
80 Sbirka LMDM
83A Sbirka LMDM
84 Sbirka LMDM
85 Sbirka LMDM
95 Sbirka LMDM
96 Sbirka LMDM
187 Sbirka LMDM

3.2. Material

3.2.1. Kultiva¢ni média

Masopeptonovy agar 1,5% (MPA):

Nutrient broth (Oxo0id) .......c.cccoueee. 13 g
Yeast extract (Oxoid) ......cccveeevennns 3g
Pepton (Imuna) ..........ccccvveevvveennnenns S5¢g
Agar (OX01d) ..ocovvveeiieeeiieeeiie e I5¢g
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Masopeptonovy agar 0,7% (MPA):

Nutrient broth (Oxo0id) .......cccccoueee. 13 g
Yeast extract (Oxoid) .......cccvveeevnenns 3g
Pepton (Imuna) ..........cccevvveevveennnene S5¢g
Agar (OX01d) ..ccovveeeiieeeieeeiieeeieens 7g




destilovana voda ........eeeeveeveeeennnnnn. 1000 ml

pH upraveno 10M NaOH na hodnotu 7,2

Masopeptonovy bujon (MPB):

Nutrient broth (Oxo0id) .......ccceeeueees 13 g
Yeast extract (Oxo0id) ......cccoveeeneennne 3g
Pepton (Imuna) ..........ccocvvveviveennnenn. S5¢g
destilovand voda .......c...cceceeniinnnns 1000 ml
ml

pH upraveno 10M NaOH na hodnotu 7,2

2xYT médium:

Trypton (Ox01d) ....cceevvvveeriieeirenne l6 g
Yeast extract (Oxoid) .......cccveeneeen. 10g
NaCl (Lachema) .......ccccceevvvveennneennns S5¢g
destilovana voda .......cc.ccceceeniinnnns 1000 ml

pH upraveno 10M NaOH na hodnotu 7,0
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destilovana voda ......cccccoeeeeeeeenenn. 1000 ml

pH upraveno 10M NaOH na hodnotu 7,2

Luria-Bertani (LB) bujon:

Trypton (Ox01d) ....cceevvvveeriieeiren, 10g
Yeast extract (Oxoid) .......ccccveenneen. S5g
NaCl (Lachema) ........cccceevvveeeniieennns S5¢g
destilovand voda .......c...ccecceeniinninn. 1000

pH upraveno 10M NaOH na hodnotu 7,0

10x koncentrovany profagovy bujon:

Nutrient broth (Ox0id) .....c.ccovvvveevrenns 3g
NaCl (Lachema) .......ccccceevvveeneiieeeiieens 2g
Yeast extract (Ox01d) ......cceevvvereveeennnen. 2g
Trypton (Ox0id) ....cceevevveeeireeiieennn 10g
destilovand voda .......c.cccoeceeiieniene 100 ml



ZamraZovaci médium HMFM

(Hogness modified freezing medium):

3,6mM KoHPOy oo, 0,164 g
1,3mM KHyPOy e 0,035 ¢
2,0mM citrdt sodny .......cccceeeevieeeneennne. 0,118 ¢
1,0mM MgSO4.7Hz0 ... 0,049 g
4,4% (v/v) glycerol ......coovvvevvieenn. 8,8 ml

voda doplnéna do celkového objemu 200 ml

3.2.2. Material pro elektroforézu

agardza na pripravu gelu pro elektroforézu (Lachema, SERVA)
agardua s nizkou teplotou tani na pitipravu gelu pro elektroforézu (Lachema, FLUKA)

1x koncentrovany TAE pufr (40mM Tris-acetat, ImM EDTA, pH 8,2)

3.2.3. DNA markery

100 bp DNA ladder (BioLabs) — velikost fragmentti 100 bp — 1 517 bp
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2-log DNA ladder (BioLabs) — velikost fragmentti 100 bp — 10 000 bp

3.2.4. Material pro PCR

Taq DNA polymeraza (Invitrogen)

10x koncentrovany pufr pro PCR bez MgCl, (Invitrogen)

roztok MgCl, v zasobni koncentraci 50 mM (Invitrogen)

nukleotidy dATP, dGTP, dTTP, dCTP v zasobnich koncentracich 2 mM (Roche Diagnostics)

2x koncentrovany FastStart PCR Master (Roche Diagnostics, Némecko)

3.3. Laboratorni pristroje

Centrifugy: Proudovy zdroj pro elektroforézu:
Mini Spin plus (Eppendorf) Power PAC 300 (BioRad)
BR4i (Thermo Electron Corporation) EC 105 (Thermo Electron Corporation)

Mikro 220R (Hettich Zentrifugen)

Box na PCR Biosan (Biotech) Trepacka Lab Dancer (IKA)
Termocykler T-gradient a T Personal Viéhy Navigator (OHAUS)
Thermocykler (Biometra) Vakuové odparka Savant SPD121P
Termostat BT 120 (Laboratorni pristroje (Thermo Electron Corporation)
Praha) Vortex-2 Genie (Scientific Industries)

Termostat Shaking incubator SHEL LAB
(Biotech) Cell Density Meter (WPA Biowave)

Thermo Shaker TS-100 Biosan (Biotech) Digitalni kamerovy systém EDAS 290
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(Kodac) pH metr pH210 (HANNA Instruments)
Laminarni box Steril Antares (Schoeller Spektrofotometr Nanodrop ND-2000c

Instruments) (Thermo Scientific)

3.3.1. Poclitacovy software a internetové nastroje pro analyzu sekvenci

BLAST (National Center for Biotechnology Information, USA) — analyza sekvenci
mVista (Vista Tools for Comparative Genomics) — analyza sekvenci

Oligosearch 6.44 — analyza primert

S.W.O.T Analysis (Protein Bar) — analyza proteinu

3.4. Metody
3.4.1. Stanoveni citlivosti lyzogennich kmeni S. aureus k polyvalentnim fagiim

1. Do 18 hodinové bakterialni kultury S. aureus ve 20 ml MPB byly ptidany 2 ml CaCl,
(0,02M).

2. 100 pl této kultury bylo nepipetovano do 2,5 ml piedem rozvaien¢ho 0,7% MPA
vytemperované¢ho na 45 °C. Obsah zkumavky byl rovnomérné rozvrstven na misku s 1,5%

MPA.
3. Po utuhnuti byly na povrch agaru nanaSeny 10ul kapky ptislusného fedéni fagového lyzatu
(nejcast&ji bylo pouzito fedéni 107 a 10°).

4. Nasledné probéhla kultivace 24hod/37 °C. U citlivého kmene se vytvoftila jasna lyticka
zona, v nizsich fedénich byly patrné plaky. V opacném ptipad¢ byl kmen povazovan za
necitlivy. Pokud se vytvotila pouze matna plocha a ani v niz§ich fedénich nebyli pfitomny

plaky, byl kmen povaZovan za necitlivy.
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3.4.2. Titr fagovych ¢astic

Stanoveni titru fAgovych ¢astic bylo provedeno na standartnim kmeni S. aureus 1039.
Titry byly provadény na 3 miskach od kazdého fedéni, aby se odhalila pfipadna chyba v

provedeni, vysledné pocty se zprimeérovaly.

1. Fagovy lyzat byl nafedén 10~ az 107 dle ocekavaného vysledku (do 0,9 ml bujénu 0,1 ml

lyzatu, promichano, novou pipetou prenést 0,1 ml lyzatu do dalSich 0,9 ml bujénu atd.)

2. Do zkumavky s vytemperovanym 0,7% MPA na 45 °C bylo ptfidano 100 ml 18hod bakt.
kultury obsahujici CaCI2 do vysledné koncentrace 0,002 M a 100 ml lyzatu v daném fedéni;

3. Od jednoho tedéni byl proveden vysev na 3 misky

4. Nasledné probihala kultivace 18 hod / 37 °C. Na zaklad¢ fedéni a poctu plak na
jednotlivych miskach byl poté spocten titr fAgovych ¢astic v 1 ml indukovaného fagového

lyzatu.

3.4.3. Stanoveni adsorpce fagii na bakterialni buiiku

Stanoveni adsorpce fagh vychazi z predpokladu, Ze pokud se fagové ¢astice neadsorbuji
na bakterialni sténu a zaroven jeSté neprob¢chl cely lyticky cyklus, poklesne vyrazné titr

fagovych castic.

—

Byl proveden fagovy titr na standardnim kmeni 1039

2. Ve zkumavce bylo smichdno 5 ml testované 18tihodinové kultury, 0,5 ml CaCl,
(0,02M) a 0,5 ml testovaného faga.

3. V Casovych intervalech 5,10 a 20 minut bylo odebrano 0,5 ml smési.

4. Tato smé&s byla nasledné centrifugovana (3 min/10 000 rpm) a bylo odebrano 0,2 ml

supernatantu.

5. Supernatant byl nafedén az na 10™ a byl proveden titr figa opé&t na standardnim kmeni
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3.4.4. Zamrazeni bakterialnich kultur
1. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 500 ml sterilniho HMFM.
2. Do ni byla naockovénal platinova kli¢ka (cca 3 mm3) 24hod kultury narostlé na misce.

3. Na vortexu bylo vSe diikladné promichano a nasledn€ umisténo do mraziciho boxu o

teploté -70 °C

3.4.5. Priprava hrubého lyzatu pro PCR

1. 24-hodinova stacionarni kultura narostld v mikrozkumavce v 1 ml média MPB byla

centrifugovana 4 minuty pti 12 000 rpm.

2. Pelet byl resuspendovan v 1 ml sterilni vody a centrifugovan stejnym zplisobem jako

v predchozim bodé¢.

3. Pelet byl resuspendovan v 1 ml sterilni vody a temperovan ve stolnim zahtivacim bloku

20 minut pti 80 °C (lyze varem).
4. Zlyzované bakteridlni buiiky byly centrifugovany 4 minuty pti 12 000 rpm.

5. Bakteridlni DNA uvolnéna v supernatantu byla pouzita jako templat pro PCR.

3.4.6. Multiplex PCR na detekci typu serologické skupiny profagi

Na zékladé¢ strukturnich genil byla navrZzena PCR rozdélujici profagy do 4
sérologickych skupin. Ctyfi pary primerai (SGA1, SGA2; SGBI1, SGB2; SGF3, SGF4; SGF5,
SGF6) byly odvozeny ze sekvenci, jez koduji strukturni kapsidové proteiny a proteiny
bi¢ikovych vldken, posledni par (SAU1, SAU2) je odvozen z konzervativni sekvence
specifické pro druh S. aureus a ma tedy funkci pozitivni kontroly. Do sérologické skupiny A
patii fagy podobné fagu @3 A, do sérologické skupiny B fagy podobné fagu ¢11, sérologicka
skupina F, rozdélena na podskupiny Fa a Fb, zahrnuje fagy piibuzné s fagem ¢77 (Panticek a
kol., 2004).
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Tabulka 2: SloZzeni multiplex PCR na detekci typu serologické skupiny profag.

SloFeni Zasobni Vysledna Objem
koncentrace koncentrace (]
deionizovana sterilni H,O 14,36
PCR pufr 10x 1% 2,50
MgCl, 50 mM 2 mM 1,00
dNTP 2 mM 0,2 mM 2,50
primery SGA1 + SGA2 100 uM 100 uM 0,15+ 0,15
primery SGB1 + SGB2 100 uM 100 uM 0,12+ 0,12
primery SGF3 + SGF4 100 uM 100 uM | 0,20 + 0,20
primery SGF5 + SGF6 100 pM 100 uM 0,10+ 0,10
primery SAU1 + SAU2 100 uM 100 uM 0,10+ 0,10
Taqg DNA polymeraza 5 U/l 1U 0,30
templatova DNA 100x fedéna, nebo nefedény hruby lyzat 50 ng 3,00

Tabulka 3: Podminky multiplex PCR na detekci typu serologické skupiny profagu.

Pocatecni denaturace 94 °C 5 min Ix
Denaturace 94 °C 1 min
Ptipojeni primert 58°C | 1 min30s | 30x
Prodluzovani primert 70°C | 1min30s
Zaverecné prodluzovani primert | 70 °C 5 min Ix
Podminky elektroforézy 1,5% gel

3.4.7. Multiplex PCR na detekci genii pro fagové amidazy

Na zéklad¢€ homologie kyseliny aminové a organizace jeji domény byly vyvinuty 4 pary

primert detekujici 4 typy endolyzinii. Par ami 1 obsahujici CHAP doménu, amidazovou 2

doménu (s N —acetylmuramoyl-L-alaninamiddzovou aktivitou) a SH3b doménu. Déle ami 2 s

CHAP doménou, amiddzovou 3 doménou (s N —acetylmuramoyl-L-alaninamiddzovou

aktivitou) a SH3b doménou. Par ami 3 jez obsahuje pouze CHAP doménu a par ami 4 s

CHAP doménou, amiddzovou 3 doménou (Kahankova a kol., 2010).
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Tabulka 4: SloZzeni multiplex PCR smési na detekci genl pro fagové amidazy.

SloFeni Zasobni Vysledna Objem
koncentrace koncentrace (]

deionizovana sterilni H,O 14,5
PCR pufr 10x 1% 2,5
MgCl, 25 mM 2,8 mM 1,3
dNTP 2 mM 0,216 mM 2,7
primery AMI 12F + AMI 12R 100 uM 10 uM 1,2+1,.2
primery AMI 11F + AMI 11R 100 uM 10 uM 1,1 +1,1
primery AMI 13F + AMI 13R 100 pM 10 uM 1+1
primery ETA F + ETA R 100 pM 10 uM 0,75+ 0,75
primery SAU1282 + SAU 1733 100 pM 10 uM 0,5+0,5
Taqg DNA polymeraza 5 U/l 1U 0,30
templatova DNA 100x fedéna, nebo nefedény hruby lyzat 50 ng 3,00

Tabulka 5: Podminky multiplex PCR na detekci genl pro fagové amidazy.

Pocatecni denaturace 95 °C 7 min Ix
Denaturace 94 °C 45s
Ptipojeni primert 53°C 30s 23x
Prodluzovani primert 72°C | 1min30s
Zaverecné prodluzovani primert | 72 °C 5 min Ix
Podminky elektroforézy 1,8% gel

3.4.8. Multiplex PCR na detekci genti pro fagové dUTPazy

Tato PCR amplifikuje sekvence DNA, které koresponduji s 4 hlavnimi typy dUTPaz.
DUTPazy jsou rozdéleny do téchto skupin na zaklad¢ jejich podobnosti. Mezi skupinami se
pohybuje od 42% do 72%, zatimco uvnitt skupin je podobnost mezi 76% - 100%. Dut1 patii
k dUTPazam, které se bézné vyskytuji u vétSiny organismti, zbyvajici typy dUTP4z jsou Cleny
superrodiny dUTPaz_2 (Kahankova a kol., 2010).
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Tabulka 6: SloZzeni multiplex PCR smési na detekci genl pro fagové dUTPazy.

SloFeni Zasobni Vysledna Objem
koncentrace koncentrace (]
deionizovana sterilni H,O 9,1
FastStart PCR Master 2X Ix 12,5
primery dutl F+ dutl R 100 uM 0,2 uM 0,05+ 0,05
primer dut2 F 100 pM 0,2 uM 0,05
primer dut3 F 100 uM 0,2 uM 0,05
primer dut4 F 100 pM 0,2 uM 0,05
primery dut2 -3 -4 R 100 pM 0,2 uM 0,05
primery SAU1 + SAU 2 100 uM 0,2 uM 0,05 + 0,05
templatova DNA 50x fedéna, nebo nefedény hruby lyzat 50 ng 3,00

Tabulka 7: Podminky multiplex PCR na detekci genl pro fagové dUTPazy.

Pocatecni denaturace 95°C | 15min Ix
Denaturace 94 °C 30s
Ptipojeni primert 57°C | 1min30s | 24x
Prodluzovani primert 72 °C 1 min
Zavereéné prodluzovani primert | 72 °C | 10 min Ix
Podminky elektroforézy 1,5% gel

3.4.9. PCR na detekci genu pro fagovy antirepresor

Féagové antirepresory jsou rozdéleny do 5 zakladnich typti s nékolika dalSimi podtypy
(Kahéankova a kol., 2010). V této praci byla pouzita zjednodusend PCR zahrnujici nejcastéji se
vyskytujici typy a to antla, antld, antle, ant2, ant4a a ant 4b.
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Tabulka 8: sloZzeni multiplex PCR smési na detekci genu pro fagovy antirepresor.

SloFeni Zasobni Vysledna | Objem
koncentrace koncentrace | [pl]
deionizovana sterilni H,O 14,36
PCR pufr 10x 1x 2,50
MgCl, 50 mM 2 mM 1,00
dNTP 2 mM 0,2 mM 2,50
primer 53upAR 10 uM 10 uM 0,5
primer 53lowAR 10 uM 10 uM 0,25
primer 47upAR 10 uM 10 uM 0,5
primer ETA2upAR 10 uM 10 uM 0,25
primer X2lowAR 10 uM 10 uM 0,25
primer 80lowAR 10 uM 10 uM 0,25
primer PV83lowAR 10 uM 10 uM 0,5
primer MR11upAR 10 uM 10 uM 0,25
primer MR11lowAR 10 uM 10 uM 0,25
primer 13upAR 10 uM 10 uM 0,25
primer 13lowAR 10 uM 10 uM 0,5
primer 29upAR 10 uM 10 uM 0,25
primer 88upAR 10 uM 10 uM 0,25
primer 88lowAR 10 uM 10 uM 0,25
primer SAU 1282 10 uM 10 uM 0,1
primer SAU 1733 10 uM 10 uM 0,1
Taq DNA polymeraza 50/l 1U 0,30
templatova DNA 50x fedéna, nebo nefedény hruby lyzat 50 ng 3,00

42



Tabulka 9: Podminky multiplex PCR na detekci genu pro fdgovy antirepresor.

Pocatecni denaturace 95°C | Smin | 1x
Denaturace 94°C | 45s
Ptipojeni primert 49°C | 45s | 26x
Prodluzovani primert 72°C | 45s
Zavereéné prodluzovani primert | 72 °C | Smin | 1x
Podminky elektroforézy 3,5% gel FLUKA

3.4.10. Navrh a optimalizace simplex PCR na detekci genu pro neznamy protein

Pomoci softwaru Oligosearch 6.44 byl navrzen par primera k sekvenci S30RF016 a nasledné

vyroben firmou Invitrogen.

Tabulka 10: Primery pro 530RF16

Primer Sekvence délka | Tm® | délka produktu
TP-F TATCGTATTATGCTGCAACGG | 21bp | 62,3 b
291
TP-R | TTATAAATTCGGTATTGGTGACT | 23bp | 58,1 P
Tabulka 11: SloZeni simplex PCR smési pro 530RF016
. Zasobni Vysledna | Objem
SloZeni

koncentrace koncentrace | [pl]
deionizovana sterilni H,O 15,3
PCR pufr 10x 1% 2,5
MgCl, 100 mM 2,5 mM 1
dNTP 2 mM 0,2 mM 2,5
primer TP F 100 uM 100 uM 0,2
primer TP R 100 uM 100 uM 0,2
Taq DNA polymeraza 50/l 1U 0,30
templatova DNA 50x fedéna, nebo nefedény hruby lyzat 50 ng 3,00
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Tabulka 12: Podminky simplex PCR na detekci 530RF016

Pocatecni denaturace 95°C | 8 min | 1x
Denaturace 95°C| 30s
Ptipojeni primert 53°C| 30s | 30x
Prodluzovani primert 72°C| 30s
Zaverecné prodluzovani primertt | 72 °C | Smin | 1x

Podminky elektroforézy 1,2% gel

3.4.11. Elektroforéza v agarézovém gelu

Elektroforéza byla provadéna v 1x koncentrovaném TAE pufru, ktery byl ziskan nafedénim
50% koncentrovaného zasobniho roztoku (242 g Tris-base; 51,7 ml ledové kyseliny octove;
100 ml 0,5 M EDTA s pH 8,0; H,O doplnéna do 1 000 ml; vysledna hodnota pH 8,2). DNA
byla separovana v agar6zovém gelu dle podminek PCR, velikost napéti byla standardné
nastavena na hodnotu 5 V/cm.Po prob&hnuti elektroforézy byl agarézovy gel barven v
roztoku ethidium bromidu o koncentraci 1 p g/ml po dobu 30 min., poté byl oplachnut

destilovanou vodou a fotografovan pod UV svétlem pii 302 nm

3.4.12. Indukce profagi UV zarenim

1. 10 pl bakterialni kultury (donorovy kmen) bylo naockovano do 10 ml MPB a kultivovano
18 hodin pti 37 °C.

2. Kompletni objem kultury byl ptenesen do 50 ml MPB v 200ml Erlenmeyerové barice a byl
provzduSnovan 2 hodiny pti 37 °C za tfepani o rychlosti 120 rpm.

3. Pot¢ bylo 45 ml kultury pteneseno do 50 ml konické zkumavky a centrifugovano 20 minut

pti3 000 rpm.

4. Pelet byl resuspendovan ve fyziologickém roztoku do hodnoty optické hustoty 0,15 (pti

vlnové délce 600 nm).

5. 10 ml takto natedéné bunécné suspenze bylo pipetovano do sterilni Petriho misky a ozareno

v induk¢ni skiini (odkryté vicko na Petriho misce). Vzdalenost misky od UV lampy a dobu
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ozafovani Ize ménit tak, aby byl po indukci dosazen vysoky titr fagovych castic. Kulturu je po

ozafeni potfeba co nejvice chranit pfed viditelnou sloZzkou svétla.

6. Ozafena suspenze byla pfenesena do sterilni Erlenmeyerovy batky spolu s 30 ml fyziolog.
roztoku a 10 ml 10x koncentrované¢ho profagového bujonu. Obsah baiiky byl poté pienesen

do 250ml provzdusiovacky a provzdusiovan v temnu 2 hodiny pii 37 °C do zlyzovani bunék.
7. V ptipad¢ neuplné lyze byl tagovy lyzat ponechan pies noc v temnu pii laboratorni teploté.

8. Po projasnéni byl lyzat zcentrifugovan 10 minut pi1 5 000 rpm a zfiltrovan ptes komeréné

dodavany filtr (Millipore Millex, velikost port 0,45 pm).

3.4.13. Lyzogenizace

1. 20 pl rozmrazené kultury bun¢k kmene S. aureus 1039 bylo naockovéano do 20 ml MPB a

inkubovalo se 18 hod. pti 37 °C.

2. Poté byly pfidany 2 ml narostlé kultury do 50 ml MPB, 1 ml narostl¢ kultury do 20 ml
MPB a kultury byly provzdu$novany 2 hod. pti 37 °C do hustoty OD60oo = 0,3 (cca 2x10
bungk).

3. Do celkového objemu 50 ml byla namichana lyzogeniza¢ni smés 1:1 (fag : bunka), do 20
ml byly namichdny smési 10:1 (fag : buiika) a 1:10 (burika : fag), pouzival se lyzat faga o
titru cca 2 x 10°PFU, do smési byla ptidana 1/10 0,02 M CaCl,.

4. Smési byly ponechany lyzovat piiblizn€ 2 hod. pti 37 °C za provzduSiiovani, poté byly

uloZeny do druhého dne v chladu a ve tmé.
5. Byla provedena centrifugace po dobu 15 min. pti 4500 ot./min., supernatant byl odlit.

6. Sediment byl 2x promyt v 5 ml sterilniho promyvaciho lyzogeniza¢niho roztoku (0,15 M

NaH,P04; 0,15 M Na,HPO4; 0,01 M citrat sodny).

7. Nasledné byl sediment rozsuspendovan v 1 ml MPB, nafedén fyziologickym roztokem na

10° - 10™.

8. Z kazdého fedéni bylo naockovano 0,1 ml na 3 misky s MPA s 0,01 M citratem sodnym a

rozetteno sklenénou hokejkou.
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9. Kultivace 18 hod. pii 37 °C.

10. Jednotlivé kolonie byly pfe¢arkovany sterilnim paratkem (vybér alespon 30 kolonii) na

MPA s 0,01 M citratem sodnym, kultivace 20 hod. pti 37 °C.

11. Kolonie byly 3 x pasdzovany na MPA s 0,01 M citratem sodnym, pokazdé byly
kultivovany 20 hod. pii 37 °C.

12. Byl proveden test na rezistenci k piivodnimu fagu, kterym byl kmen lyzogenizovan. Na
misku s MPA (bez citratu) byly naoCkovany kli¢kou ¢arky (¢arky oznacit Cisly stejnymi jako
kultury podle matrice). Na n€ bylo nakapnuto 10 ul lyzatu pivodniho faga. Kultivace 20 hod.
pi1 37 °C a dle potieby dale 72 hod. pii 25 °C.

13. U rezistentnich kultur byly pfipraveny hrubé bunécné lyzaty a provedena PCR pro detekci

genu amidazy.
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4. VYSLEDKY

4.1. Citlivost vybranych kmen S. aureus k polyvalentnim fagim

Prvnim krokem bylo otestovat vybrané kmeny k polyvalentnimu fagu 812 a jeho
mutantam v rozmezi hostitele. Na zdklad¢ testi citlivosti byly vybirdny kmeny na podrobné;jsi
zkoumani. Testovani citlivosti bylo provedeno na uméle lyzogenizovanych kmenech, na
kmenech s neznamymi profagy a na kontrolnich kmenech bez profagh. Prvni testovani
citlivosti uméle lyzogenizovanych kment bylo provedeno jiz diive v LMDM. JelikoZ fada
kmenti vykazovala odlisné vysledky, byly tyto testy opakovany a rozsiteny (tab. 13). Dale
bylo provedeno testovani citlivosti na propagacnich kmenech mezinarodni fady mirnych fagt
(PS kmeny, tab. 14).

Obrazek 13 : Test citlivosti kmene PS6(53+) k fagu 812a. Citlivy kmen vi¢i tomuto fagu.

Plaky

Konfluentni lyze

Semikonfluentni
lyze
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Tabulka 13: Citlivost vybranych kmen0 k polyvalentnimu fagu 812 a jeho mutantam.
++ ,+ lyze, citlivy kmen; -, m rezistentni kmen

Citlivost k fagim

Bakterialni kmen 812 | 812a | 812b | 8121 | K1 F1

PS6 ++ ++ ++ ++ | A+ | ++

PS6 (53+) m ++ m i aa

PS47 m ++ m | ++ |+ |+

PS kmeny a lyzogeny | PS47 (53+) o T+ m T SR Ry
PS47 (77+) - ++ - ++ |+ |+t

PS54 ++ A A AHE | A | A

PS54 (53+) - ++ - ++ |+ |+t

PS83A - ++ = ++ | ++ | ++

PS83A (53+) - ++ - | |+t

8511 a lyzogeny 8511 ++ | ++ | A+ | e+ |+ |
8511 (53+) 3 M - m 1 m | m

8511 (77+) ++ | ++ | ++ = | | e
8511 (85+) ++/m | ++/+ | ++/m | +/+ | +/+ [ +/m

8511 (84+) ++ | A+ | ++ | A+ | A+ |+t

S 26 S 26 - ++ m ++ + ++
ISP8 a lyzogeny ISPS ++ | ++ | A+ | e+ |+ |
ISP8 (53+) - ++ - ++ |+ |+t

ISPS (53+,77,M+) - T . I R para

ISP8 (53+,77+) - T+ - FIFI e

ISP8 (53+,M+) - ++ - ++ |+t |+t

ISP8 (53-) -7 + - [ |+ [

ISP8 (77+) ++ | A+ | ++ | A+ | A+ |+t

ISP8 (47+, 11+) - + 3 ~ |+ | +

ISP8 (47+) - ++ m ++ |+t |+t

ISP8 (85+) ++ | A+ |+ | A+ | A+ |

Tabulka 14: Citlivost PS kmen( k polyvalentnimu fagu 812 a jeho mutantam.
++ ,+ lyze, citlivy kmen; -, m rezistentni kmen

PS kmeny | Citlivost k fagim PS kmeny | Citlivost k fagiim
812 | 812a | K1 | F1 812 | 812a | K1 | F1
3A ++ | ++ | ++ | ++ |55 ++ | | |
3C |+ ||+ ++ | | |+
6 ++ |+ [+ |+ |75 ++ | | |
29 ++ - - | - |80 ++ | | |+
42D ++ | ++ |+ |+ | 83A - ++ - |+
42F ++ | ++ | ++ | ++ | 84 - - = | =
52 ++ | ++ | ++ | ++| 85 - - - -
52A ++ |+ |+ |+ |95 - - = | =
53 ++ |+ |+ |+ |96 ++ | | |
54 ++ | ++ | ++ | ++ | 187 ++ | | |+

Pti pohledu na vyslednou tabulku je patrné, Ze se né€které kmeny staly po lyzogenizaci
necitlivé k polyvalentnim fagiim. Prvnim profagem, jeZ u svych hostitelii navozuje rezistenci

je fag 53 (Rosypal a Hordkova, 1968). Tento fag zptsobil necitlivost ptivodné citlivych
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kmenti 8511, ISP8 ¢1 PS6. Obdobnou rezistenci navozuje 1 fag 47. U dalSich profagh nebylo
navozeni rezistence zaznamenano. Fagy 53 a 47 tak zfejm¢& nesou neznamy mechanismus pro
navozeni rezistence. Mnoho kmend, jez jsou rezistentni, obsahuji pfirozené ve svém genomu
fadu neznamych profagh (napi. PS47, PS83A ¢i nékteré nemocni¢ni kmeny). Proto bylo tfeba
bliZe urcit tyto profagy za pomoci nékolika PCR na detekci gent charakterizujicich jednotlivé

fagové moduly — viz dalsi ¢ast této pace.

4.2. Stanoveni schopnosti adsorpce polyvalentnich fagi 812 a 812a na buiiky S. aureus

V rémci bliz§iho urceni mechanismu rezistence byla testovana schopnost lytickych
fagli adsorbovat se na hostitelskou buiiku v zavislosti na citlivosti nebo rezistenci
hostitelského kmene. Jako zastupce polyvalentniho faga byl vybran fag 812, jez je schopen
tvofit plaky na fad¢ kmenii, ale ma mensi hostitelské spektrum nez jeho mutanta 812a. Ta je
schopna piekonat rezistenci vétSiny kmend. Pro pozitivni kontrolu (kmen citlivy vii¢i obéma
kmentim) byl zvolen kmen ISP8. Dale lyzogenni kmen ISP8 (53+), ktery je citlivy pouze viici
fagu 812a a kmen PS85, jenZ je rezistentni vii¢i obéma fagiim. Po stanoveni pocatecniho titru
probihala inkubace s bakteridlni kulturou 10 min, ndsledné byla provedena centrifugace a

fagovy titr na citlivém kmenu S. aureus ISPS.

V tab. 15 jsou zaznamenany vysledné titry fagh po inkubaci, jejich piivodni titr a
procentudlni vyjadieni zistatku viici pivodnimu titru. Pokazdé doslo ke snizenti titru po
inkubaci, a tedy k adsorpci fAgl na hostitelské buniky. Z grafii 1 a 2 je patrné, Ze jsou rozdily

mezi riznymi kmeny, neni vSak vyrazny rozdil mezi adsorpci obou fagii na daném kmeni.

Tabulka 15: Adsorpce fagl na kmenech ISP8, ISP8 (53+) a PS85.

fag 812 fag 812a
Piivodni titry faga*: 2,3x10’ 24,3x10°

Bakterialni kmen Vysledné titry fagi

ISP8 3,3x 107 1,4% 8,8 x 10 3,6%
ISP8 (53+) 1,3 x 10’ 56,5% 1,4 x 10’ 60%
PS85 1,5 x 10’ 67,4% 1,7 x 10° 72,1%
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Grafy 1 a 2: Adsorpce fagli 812 a 812a na kmenech ISP8 (53+) a PS85

ISP8(53+) PS85

100% 100%
¥ 90% -+ R 90%
3 80% — 3 80%
s 70% s 70%
B 60% 5 60% 4
< 50% - < 50% 4
;,)J‘ 40% - ——2812 §" a0% - —3812
(=] (=]
& 30% & 30% _
"E 20% #—812a “E 20% ——812a
T 10% - £ 10%

0% - 0% -
0  ¢asinkubace (min) 10 0 casinkubace (min) 10

Pro ovéfeni byly provedeny pokusy s dal§im rezistentnimi i citlivymi kmeny. Inkubace
fagh probihala v intervalech 5, 10 a 20 minut. Vysledek vSak opét potvrdil ptredchozi

experimenty a Zadny vyrazny rozdil adsorpce mezi fagy nebyl zaznamenan.

Tabulka 16: Adsorpce fagli 812 a 812a na kmenech ISP8 (47+) a ISP8 (85+)

ISP8 (47+) - necitlivy k 812, citl. k 812a; ISP8 (85+) —citl. k 812, 812a

Pivodni titry 812 812a
4x10° 3,9x10’

Kmen Vysledné titry; ¢as inkubace: 5 min

ISP8 4,6x10° 12% 6,5x10° 16,55%

ISP8 (47+) 1,7x10° 5% 3,5x10° 9,00%

ISP8 (85+) 1,6x10° 4% 1,4x10® 3,50%

¢as inkubace: 10 min

ISP8 2,2x10° 5% 2,5x10° 6%

ISP8 (47+) 6x10’ 2% 7,5x107 2%

ISP8 (85+) 1,4x10° 3% 7,5x107 2%

¢as inkubace 20 min

ISP8 3,7x10° 9% 2,1x10° 5%

ISP8 (47+) 1,5x10° 4% 7,2x107 2%

ISP8 (85+) 1x10® 3% 7,1x107 2%
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Tabulka 17: Adsorpce fagl 812 a 812a na kmenu IPS8 (53+), citlivém pouze k fagu 812a. ¢

Bakteriofag 812 812a

Piivodni titry 3,5x10’ 4,3x10°

Kmen Vysledné titry - ¢as inkubace: 5 min

ISP8 3,3x10° 9,40% | 3,7x10° 8%

ISP8 (53+) 2,5x10’ 0,70% | 5x10’ 1,20%
¢as inkubace: 10 min

ISP8 1,5x10° 4,30% | 1,9x10° 4,50%

ISP8 (53+) 1x107 0,30% | 6x10’ 1,30%
¢as inkubace 20 min

ISP8 8 x10’ 2,30% | 5,5x107 1,30%

ISP8 (53+) 1x107 0,30% | 5x10° 0,10%

Graf 3: Adsorpce faga 812 na kmenech ISP8, ISP8 (47+), ISP8 (85+) a ISP8 (53+).
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Graf €. 4. Adsorpce faga 812a na kmenech ISP8, ISP8 (47+), ISP8 (85+) a ISP8 (53+).
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4.3. Profagovy profil u vybranych kmeni

Necitlivé kmeny vii¢i polyvalentnim fagiim spolu s n€kolika citlivymi kmeny byly
dale charakterizovany z hlediska obsahu profagl. Profagy obsazené v téchto kmenech byly
klasifikovany pomoci ¢ty PCR zaméfenych na jednotlivé fagové moduly a to na
morfologicky modul, lyticky modul, modul regulace transkripce a modul kontroly

lyzogenniho stavu.

4.3.1. Morfologicky modul profagi

Nejdiive byla provedena PCR na detekci profagh spadajicich do 4 rtiznych
serologickych skupin - A, B, Fa a Fb. Dosavadni studie davaly ptedpoklad, Ze vétSina
rezistentnich kmenti bude obsahovat ve svém genomu profaga patticiho do sérologickeé
skupiny B, tento piedpoklad se vSak nepotvrdil. Nejdiive byly otestovany nékteré umeéle

lyzogenizované kmeny (tab. 18). V genomu kmene 8511 byly detekovany profagy spadajici
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do 3 raznych sérologickych skupin, véetné skupiny B, piesto tento kmen nevykazuje snizenou

citlivost vii¢i polyvalentnim fagiim.

Obrazek 13: PCR na detekci serologickych skupin profagl u vybranych kmena. PS47
(77+) — pozitivni kontrola; 1039 a H,0 — negativni kontrola.

PS47 (77+)

1039
PS83A (53+)

PS6 (53+)
PS47(53+)
PS47 (77+)
PS54 (53+)
8511

8511 (77+)
8511 (85+)
8511 (84+)
S26

ISP8 (53+)
ISP8 (53-)

H:0

bp . Seroskupina

e

1000 st i
= — - T A e — —  TEEA
.._-,m_*--__- g

100 M ER =,

Nasledné byl otestovan soubor nemocni¢nich kment, u nichZ byla citlivost stanovena
jiz diive v laboratofi LMDM. (tab. 19). Z vysledki je patrné, ze 1 profag ze skupiny Fa muize

navodit rezistenci.
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Tabulka 18: Vysledky PCR na detekci serologickych skupin profagli u lyzogennich kmend spolu
s citlivosti k polyvalentnim faglm. ++ ,+ lyze, citlivy kmen; -, m rezistentni kmen

Citlivost k fagiim Serologické
Bakterialni kmen 812 | 812 | 812 | 812 | K1 | FlI skupiny
a b i
PS6 | | | | | B
PS6 (53+) m |+ | m |+ |+ |+ A B
PS47 m |+ | m | + | | A,B, Fb
PS PS47 (53+) m |+ | m | 4+ |+ |+ A,B, Fb
kmeny PS47 (77+) - |+ | - |+ |+ |+ | AFaB,Fb
a jejich PS54 TR [T I R rERy Fa,B
lyzogeny PS54 (53+) - - | Fa,B
PS83A e AFa,B
PS83A (53+) - ++ - ++ | ++ | ++ A,Fa,B
8511 a 8511 t+ | A+ | At | | | A,Fa,B
jeho 8511 (53+) - M - m m m AFa B

lyzogeny 8511 (77+) A= AR | HE 4 4= | AEE A,Fa,B
8511 (85+) || | A | | H A,Fa,B

m + m m
8511 (84+) I e I e A,Fa,B
S 26 S 26 - |+ m | |+ | AFa,B
ISP8 a ISP8 I e I e -
jeho ISP8 (53+) - ++ - ++ | ++ | ++ B
lyzogeny ISP8 - = - == AFa.B
(53+,77,M+)
ISP8 (53+,77+) - ++ - ++ | ++ | ++ Fa,B
ISP8 (53+M+) | - 4=+ - = | oA || A AB
ISP8 (53-) 2+ - | | -
ISP8 (77+) ++ | | | | | Fa
ISP8 (47+, - + - + + + AB
11+)
ISP8 (47+) - | | m | | | A
ISP8 (85+) | | | | | B

Tabulka 19: Vysledky PCR na detekci serologickych skupin profagli u nemocniénich kmeni spolu
s citlivosti k polyvalentnim faglm. ++ ,+ lyze, citlivy kmen; -, m rezistentni kmen

Citlivost k fagtim
Bakterialni kmen | Serologické skupiny FarsToro Taro  Te12i Tk1 [ FL | S
420 Fa,B m m m - m | ++ | -
08/3556 Fa - - - = = = | =
E14 Fa m m m m m| m|m
HDE288 A,Fa,B - = m m |+ | m| -
FN4 Fa,B - - m - m | ++ | -
06/1298 Fa - - - = m| - | -
E19 A,Fa,B - ++ m ++ | | |+t
E26 A,Fa,B ++ | +F = | A= | AR || AEE |
09/2650 A,Fa,B - - - - - |+ | -
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Pro doplnéni je ptiloZena tabulka se serologickymi skupinami PS kment, které byly testovany
diive v laboratoti LMDM. (tab. 20). Z ni je patrné, Ze rezistentni kmeny obsahuji nejcasté;ji
profagy skupiny B a Fa. VétSina kment v§ak obsahuje n€kolik profagi a s rezistenci mohou

souviset fagy z jakékoliv serologické skupiny

Tabulka 20: Vysledky PCR na detekci serologickych skupin profagl u PS kment spolu s citlivosti
k polyvalentnim fagdm. ++ ,+ lyze, citlivy kmen; -, m rezistentni kmen

PS kmeny | Serologické skupiny | Citlivost k fagim

812 | 812a | K1 | F1
3A Fa | | |
3C R | e |
6 B | | |
29 Fa,Fb, B ++ - - | -
42D Fa ++ | A | |
42E Fa snll Bhnal B Bas
52 Fa,Fb | | |
52A Fa,Fb ndl el had B
53 A,Fa,B | | |
54 Fa,B ndl el had B
55 Fb | | |
71 Fb snll Bhnal B Bas
75 Fa,B ++ | A | |
80 Fa,Fb ndl el had B
83A A,Fa,B - ++ N
84 Fa,B - - - -
85 Fa,B - - - -
95 Fa,B - - - | -
96 Fb | | |
187 Fa ndl el had B

4.3.2. Lyticky modul profagu

Vybrané kmeny byly dale testovany na ptitomnost genti pro 4 typy fagovych amidaz.
Amidazy jsou enzymy, které se uplatni na konci lytického cyklu pfi pronikani novych
fagovych &astic ven z buiiky a pouzivaji se na typizaci lytického modulu. Ugelem této PCR
bylo blize specifikovat profagy, zaroven lze konstatovat, ze nebyla nalezena korelace mezi
lytickym modulem a citlivosti. VSechny typy amidaz se nachazely u kment citlivych i

rezistentnich (tab. 21).
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Obrazek 14: PCR na detekci genud pro fagové amidazy. PS47 (77+), 98/534, 04/754 —
pozitivni kontroly, 1039 a H,0 — negativni kontroly
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Tab €. 21: Vysledky PCR na detekci genl pro fagové amidazy spolu s citlivosti

k polyvalentnim fagdm. ++ ,+ lyze, citlivy kmen; -, m rezistentni kmen

Citlivost k fagiim
Bakterialni Souhrn 812 | 812a | 812b | 812i | K1 | F1 | Stafal
kmen
420 Amil,ami3 m m m - m | +++ -
08/3556 Ami3 - - - = - = =
E14 Ami3 m m m m m m m
HDE288 Ami3,ami4 - - m m |+++| m -
FN4 Amil - - m - m | +++ -
06/1298 Ami2,ami3 - - - - m - -
E19 Ami2 ami3 - +++ m | | -+
E26 Amil,ami2,ami3,ami4 | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +H 4
09/2650 Amil,ami2,ami3 - - - - - + -
PS6 Ami4 HEE | A i I -+
PS29 Amil,ami2,ami3 + - +++ | | - - n
PS 47 Amil,ami2,ami3 m | +++ | m F+ | 4+ |+ n
PS 54 Ami2,ami3 | A -+ | 4+ | | n
PS 83A Ami2,ami3 - AHHE 5 | | n
PS 84 Amil,ami2,ami3 - - - - - - -
PS 85 Amil,ami2,ami3 - - - = = 5 5
PS 95 Amil,ami3 - - - - - - -
8511 Ami2,ami3 | AR | A | | n
S26 Amil,ami2,ami3 - ++ -m ++ + ++ n
ISP8 - MR | -+ | | |
ISP8 (53-) - + + + + + + +
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4.3.3. Modul regulace transkripce

Dalsi PCR byla zaméfena na modul regulace transkripce a to na gen pro dUTPazu,
ktery ma 4 varianty. Zastoupeni vice typt dUTPaz v jednom kmeni bylo jiz vzacnéjsi oproti
amiddzam a vétSina kment obsahuje pouze jeden typ dUTPazy. Zajimavé je napi. porovnani
kment PS29 a PS54. Oba obsahuji stejné profagové dUTPazy, lisi se vsak v citlivosti
k polyvalentnim fagiim. Dale je zde ¢asté spojeni dUTPazy 3 s amidazou 3 a serologickou

skupinou Fa, tyto kmeny jsou soucasn¢ i rezistentni k fagiim, miize se tedy jednat o stejného

profaga.

Obr.¢. 15: PCR na detekci gent pro fagové dUTPazy. PS47 (77+), N315, fag X2 -
pozitivni kontroly, 1039 a H,0 — negativni kontroly
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Tab €. 22: Vysledky PCR na detekci gent pro fagové dUTPazy, v souhrnu s dalSimi testovanymi

moduly a s citlivosti k polyvalentnim fagdm. ++ ,+ lyze, citlivy kmen; -, m rezistentni

kmen
Bakterialni Citlivost k fagiim Fagové moduly
kmen ser. sk. amidazy | dUTPazy
420 Fa,B Amil,ami3 dUTP2
08/3556 Fa Ami3 dUTP3
E14 Fa Ami3 dUTP3
HDE288 A,Fa,B Ami3,ami4 dUTP3
FN4 Fa,B Amil dUTPI1
06/1298 Fa Ami2,ami3 dUTP3
E19 A,Fa,B Ami2,ami3 dUTP1
E26 A,Fa,B Amil,ami2, | dUTP1,dU
ami3,ami4 TP2
09/2650 A,Fa,B Amil,ami2, dUTP2
ami3
PS6 B Ami4 dUTP3
PS29 Fa,Fb, B | Amil,ami2, | dUTPI,
ami3 dUTP2,
dUTP3,
dUTP4
PS 47 A, B,Fb | Amil,ami2, | dUTPI,
PS 54 AFa, B Ami2,ami3 dUTP1,
dUTP2,
dUTP 3,
dUTP 4
PS 83A AFa,B Ami2,ami3 | dUTP1,dU
TP 3
PS 84 Fa,B Amil,ami2, dUTP3
ami3
PS 85 Fa,B Amil,ami2, | dUTP1,dU
ami3 TP 3
PS 95 Fa, B Amil,ami3 dUTP3
8511 AFa,B Ami2,ami3 dUTPI,
dUTP2,
dUTP3
S26 AFaB | Amil,ami2, dUTP1
ami3
ISP8 - - -
ISP8(53-) - - -




4.3.4. Modul kontroly lyzogenniho stavu

Jako posledni PCR byla vybrana PCR na detekci genu pro antirepresor. Jednotlivé
typy antirepresort koreluji s modulem kontroly lyzogenniho stavu. Byla provedena pouze
zjednodusena varianta PCR, jez byla pro tcely specifikace profagli postacujici (tab. 23).
Potvrdila se souvislost uré¢itych modulil a patrné se tak jedna o stejného profaga, ktery je
obsazen v genomu E14, 08/3556, 06/1298, PS85 a PS95. Tento fAg navozuje necitlivost svého
hostitele vici polyvalentnimu fagu 812 a vS§em jeho mutantam. Tuto mySlenku bylo tfeba
potvrdit indukci tohoto profaga a naslednou lyzogenizaci bezprofagového citlivého kmene
(viz dale). Dodatecné byly charakterizovany nékteré kmeny s jiz znamou citlivosti a

nékterymi fagovmi moduly (Streitova, 2013; tab. 24).

Obrazek 16: PCR na detekci genl pro fagové antirepresory. PS47 (77+), 1039 (96+),
Groeningen U, 04/754, 1039(47+) — pozitivni kontroly, 1039 a voda — negativni

kontroly
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Tab €. 23: Vysledky PCR na detekci genl pro fagové antirperesory, v souhrnu s dalSimi testovanymi moduly a s citlivosti k polyvalentnim fagim.

++ ,+ lyze, citlivy kmen; -, m rezistentni kmen

Bakterialni kmen

Citlivost k fagiim

Fagové moduly

420

09/2650

FN4

08/3556

E14

06/1298

PS 85

PS 95

PS 84

HDE288

PS29

E19

PS 83A

PS 47

S26

8511

E26

PS 54

PSe6

ISP8

serologické amidazy dUTPazy antirepresory
skupiny
Fa,B Amil,ami3 dUTP2 antla
A,Fa,B Amil,ami2,ami3 dUTP2 antla, ant4b
Fa,B Amil dUTP1 antla, ant4b
Fa Ami3 dUTP3 ant4b
Fa Ami3 dUTP3 ant4b
Fa Ami2,ami3 dUTP3 antle, ant4b
Fa,B Amil,ami2,ami3 dUTP1,dUTP3 ant4a, ant4b
Fa, B Amil,ami3 dUTP3 ant 4b
Fa,B Amil,ami2,ami3 dUTP3 ant4a
A,Fa,B Ami3,ami 4 dUTP3 -
Fa,Fb, B Amil,ami2,ami3 dUTP1,dUTP2, antla, ant 4b
dUTP3, dUTP4
A,Fa,B Ami2,ami3 dUTP1 antld, ant 4b
A,Fa,B Ami2,ami3 dUTP1,dUTP3 ant4b
A, B, Fb Amil,ami2,ami3 dUTP1,dUTP3 antla, ant la
A,Fa,B Amil,ami2,ami3 dUTP1 ant la, ant 4b
A,Fa,B Ami2,ami3 dUTP1,dUTP2, dUTP3 -
A,Fa,B Amil,ami2,ami3,ami4 dUTP1,dUTP2 antld, ant 4a, ant 4b
AFa, B Ami2,ami3 dUTP1,dUTP2, ant4a, ant 4b
dUTP3, dUTP4
B Ami4 dUTP3 ant4b
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Tab ¢&. 24: Klasifikace kmend prevzatych od Markéty Streitové.* mnou testované moduly, N netestovano

++ ,+ lyze, citlivy kmen; - (m) rezistentni kmen. ** kmen testovany dfive v LMDM.

Charakteristika

kmenu Testované fagy Fagové moduly
kmen CC|spatyp| SCCmec | 812 | 812a | 812b | 812i |F1/812|K1/812 int ser. sk. | antirep.* amidazy*
E14 t030 A - - - - - - Sa3 Fa ant4db ami3
EP17 t030 A - - - - - - Sa3 Sa7 Fa, Fb | antle,ant4a ami3
06/622 80| t044 vV - - - - - - Sa2 Sa3 Fb antla ami3
**NRL 07/910 |80| t044 v - - m/107 | m/107 | m/107 | m/107 Sa2 Sa3 A, B, Fb antla amil, ami2, ami3
Sa2 Sa3 Sa5
EP5 45| t026 v - ++ - ++ ++ ++ Sa6 Sa7 A, B, Fa | antlb,ant4b ami3,ami2
E48 8 | t024 \Y - +/++m - ++ ++ ++ Sa2 Sa3 AFa N ami3
E43 8| t211 1A ++ - +m ++ - - Sa3, Sa6,Sa7 | B, Fa N amil,ami3
E53 8| t211 1A ++ - +m ++ - - Sa3, Sa6,Sa7 | B, Fa N amil,ami3
E29 t127 v ++m - - +m - - Sa2, Sa3 A, Fa N ami3
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4.4. Indukce profagu z necitlivych kmenu a lyzogenizace kmene S. aureus 1039

Nekteré kmeny obsahovaly shodné profagy, které se zdaly byt zopdovédné za
navozeni rezistence. Proto byly tyto profagy indukovany a nasledné pouzity k lyzogenizaci
bezprofagového kmene. Pro indukci byly vybrany kmeny E14 a 08/3556 jelikoz obsahuji na
zéklad¢ profagového profilu pouze jednoho profaga. Indukce byla uspé€sna u obou kmenti, oba
fagové lyzaty mély piiblizny titr 10%. Po indukci nasledovala lyzogenizace bezprofagového
kmene 1039. Pot¢ byly jednotlivé kolonie pasdzovany ptes citrat sodny, aby se zamezilo
faleSnym vysledktim pti detekci PCR (fagy vné buiniky byly eliminovany). Byla provedena
PCR na profagové amidazy a testy citlivosti vii¢i polyvalentnim fagtim (tab. 25). Potvrdila se
ptitomnost profaga v piivodné bezprofdgovém kmeni 1039 1 necitlivost pivodné citlivého

kmene.

Tabulka 25: Prehled citlivosti lyzogenizovanych kmen( 1039 spolec¢né s vysledky PCR na detekci genu

pro amidazy. — rezistentni kmen

Lyzogenni kmen pritomnost citlivost vii¢i polyvalentnim fagim

amidaz 812 812a 812b 812i K1 F1
1039 (¢zE14)’ ami3 g - - - : :
1039 (¢ zE14)* ami3 g - - - - -
1039 (¢z E14)’ ami3 g - - - - -
1039 ( ¢z 08/3556)' ami3 - - - - _ a
1039 ( ¢ z 08/3556) ami3 - - - - _ a
1039 ( ¢ z 08/3556) ami3 - - - - _ a

4.5. Analyza in silico

Diky dostupnym sekvencim nékterych profagi (NCBI) mohlo byt provedeno
nevykazovaly (85,77,11). Fag 47 a fag 53 jsou evolucné znaéné vzdalené, pfesto navozuji
stejnou rezistenci u svych hostiteld. Oproti tomu fag 85 je blizce ptibuzny fagu 53 a rezistenci
nenavozuje. Postupnym srovnanim pomoci programu Blast a mVista bylo identifikovano
nékolik genil, které byly alesponi ¢astecné totozné u fagh 53 a 47, zaroveni se vice €1 méné

1i$1li u ostatnich bakteriofagi. Jako nejvyznamné;si se jevil ORF016 faga 53 (obr. 18). Koduje
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protein neznamé funkce. Sekvence tohoto genu se zcela shodovala u obou profagt, uplné
chybéla u ostatnich srovnavanych fagli. Pomoci programu Blast bylo zjisténo, ze se tato
sekvence vyskytuje pouze u n¢kolika kment a bakteriofagt, a je vysoce specificka. Byla
nalezena u kmene PS47 a to na genomu profaga 12. Rezistence tohoto kmene je shodna

s rezistenci zpisobenou fagy 47 a 53. Dale byla nalezena u bakteriofaga 80alfa, jenz je ziejmé
odvozeny od faga 53 (Christie a kol., 2010) a u n¢kolika dalSich kmenti. Protein kédovany
timto genem obsahuje transmembranovou doménu (S.W.O.T Analysis). Nékolik dalsich
kmentl vykazovalo stejny profil citlivosti, a proto byla navrzena PCR na detekci genu pro

tento protein.

Obrazek 18: Srovnani profagovych genomd.

Referencni sekvence: bakteriofdg 53 - ceilaesdd Eﬂ

3ORFO04 S30RFO10  S30RF034
ORFD

pfirovnani 1
bakteriofag 47

prirovnani 2
bakteriofag 85

pfirovnani 3
bakteriofag 77

pfirovnani 4
bakteriofag 11

4.5.1. Navrh PCR na 530RF016

Pomoci programu Oligosearch 6.44 byla navrzena PCR na detekci genu pro neznamy
protein (dale TP). Pomoci teplotniho gradientu byly ur¢eny idedlni podminky reakce, jez jsou

uvedeny v metodach. Na obr. 19 jsou vyznacené pozice obou primerti, délka amplikonu je
291 bp.

Nasledné byl otestovan soubor kment s riznou citlivosti na piitomnost tohoto genu.
Zahrnuty byly kmeny se shodnou citlivosti jako ISP8 (53+), u kterych byl TP oc¢ekavan. Dale

byly otestovany rezistentni i zcela citlivé kmeny (tab. 26).
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Obrazek 19: Navriené primery pro 530RF016. Zlutou barvou je vyznacen TP-F, zelenou

6l
121
131
241
301
36l
421
481
241
601
66l
T21
781

Tabulka 26: Vysledky PCR na detekci genu pro TP spolu s citlivosti testovanych kmenf

atgaaagotg

atatatacat

TP-R.

accgataata

Lcatctattt

tatctoggtgg

gatatcgtat

tatgcoctgcaa

cggtggttca

taaatttaac

aaaagotata

aaaggaaaga

aaaggctgtt

gaaatggcag

acgagtttto

gaaattaatt

tocgaaaagoa

gttttogatat

dacaggaagag

ttttagaaaa

togttoggtttg

caagataaaa

ttaatgaatt

2g999929ata
agagaataag

atgaatttaa

gttttgataa

aaatatcaca

cttataaaaa

ttcaagaacy

agagttataa

tcacgaacta

ggagcagtct

agagattgca

agaagagtot

dagagsacas

ttagagaaaa

tataggagat

ttacgggcta

aaacagtgoa

gcttocgtact

taattttaga

atttgacaac

ctttttogac

aggtgaaaaa

gagattgtta

ttagaagtaa

tgacgtatty

caaggtataa

gtacactcat

taagaagtat

gatgaaaccc

atatatattg

catgaataaa

ttagaatatt

tttoctatgca

ttttaccaat

aacatagoag

gtagtaatac

gotttatcag

tocgttgoatc

gaatctattt

daggacaata

ttgagboctth

acattgatat

ctcatcaaca

dataaaatag

ggcatgaaaa

attttatgtt

aatttaatag

gattttacaa

tgaatggaat

dacadaaaga

taaaatttaa

daagaagaaca

gaaaagogta

taaataaaaa
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PS83A
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E48

CCM 5757

FN32

1039 (42E+)

e e e e e

812 | 812a | 812b | 812i

65




5.1. DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo zjistit a popsat vliv pfitomnosti profagl na citlivost
kment S. aureus k polyvalentnim fagiim a dale charakterizovat tyto profagy z hlediska jejich
struktury a vlastnosti. K experimentu byly vybrany uméle lyzogenizované kmeny, ptipravené

v laboratofi LMDM, kmeny mezinarodni fady a kmeny izolované z ¢eskych nemocnic.

S. aureus je vyznamnym patogenem a ptivodcem fady onemocnéni (napt. syndrom
toxického Soku, zavazné epidermolyzy ¢i pneumonie). Diky stoupajicimu vyskytu kmenti
s rezistenci k antibiotikim (MRSA a VRSA kmeny) se dostava do poptedi fagova terapie,
jako alternativni lé¢ba k antibiotikiim. V soucasné dob¢ se fagové terapii vénuje fada studii.
Cést z nich pojednava o problematice rezistence vii¢i uzivanym polyvalentnim figiim. Bylo
prozkoumano mnoho mechanismt rezistence vii¢i fagim, pouze malo studii se vSak vénuje
vlivu profagl na rezistenci, a u druhu S. aureus prozatim neni zndm mechanismus, ktery je za
tuto profagem vyvolanou rezistenci zodpoveédny. V této praci je popsano nekolik fagti, u nichz
se ptimo prokdzalo, ze zprostiedkovavaji rezistenci svého hostitele. Dale byl nalezen protein,
ktery se vyskytuje u nékterych z téchto fagh a ktery miize mit ptimy vliv na citlivost. Pro gen
koédujici tento protein byla navrzena PCR a byl detekovan u dalSich kment se shodnym

profilem rezistence, ktery navozuji fagy, u nichZ byl tento gen identifikovan.

5.1. Citlivost vybranych kmeni S. aureus k polyvalentnim fagim

Na zaklad¢ vysledkt citlivosti uméle lyogenizovanych kmenti 1ze konstatovat, ze
lyzogenie hraje znacnou roli v rezistenci bakterii viici polyvalentnim fagim. Fagy 53 a 47
vyvolavaji u svych hostitel rezistenci vii¢i polyvalentnimu fagu 812 a jeho mutanté 812b.
Tato lyzogenni konverze byla zaznamendna u vSech lyzogenizovanych kment (ISPS, 8511,
PS6 a PS54). U kmenit PS83A a PS47 je tento fenotyp shodny s fenotypem
nelyzogenizovanych kmenti a tak nemohla byt konverze zaznamenana. Ostatni mutanty,
odvozené od faga 812, jsou schopny tyto kmeny infikovat. Tato rezistence tak bude patrné
vyvoldna stejnym mechanismem, nesenym v genomu téchto fagh. Stejny profil citlivosti se
vykytuje 1 u kmene PS47, PS83A a déle u kment EPS a E48. Naslednou typizaci profdgového
profilu téchto kmeni bylo zjiSténo, ze neobsahuji shodné fagové moduly jako fagy 53 a47 a

patrné se tak jedna o odliSného profaga se stejnym mechanismem navozeni rezistence.
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Mutanta 812a byla ziskdna na kmeni S26, ktery je zaroven hostitelskym kmenem faga 53, a
z této mutanty byly déale odvozeny zbyvajici mutanty, jez jsou na tyto kmeny u¢inné (Rosypal
a kol., 1986). Oproti tomu mutanta 812b byla ziskéna inkubaci na kmeni SA 66, ktery faga 53

ani 47 neobsahuje.

U dal$ich testovanych fagii nebyla zména citlivosti hostitele zaznamenéna. VétSina PS
kment byla vii¢i testovanym polyvalentnim faghm citliva, presto se vSak vyskytlo nékolik
vice ¢1 mén¢ rezistentnich kmenti. Na zaklad¢ citlivosti vici faglim pak byly vybrany vhodné

kmeny a nadsledné podrobeny ¢tyfem PCR na fagové moduly.

5.2. Schopnost adsorpce polyvalentnich fagi na bunky S. aureus

Féag 812 a jeho mutanta 812a byly vybrany k testovani schopnosti adsorpce na
hostitelskou buiiku. Zatimco wildtype 812 vykazuje pomérné nizké spektrum hostitell, jeho
mutanta 812a je schopna infikovat vétSinu testovanych kmeni. Z grafti 1 — 5 je patrné, Ze neni
rozdil mezi adsorpci obou fagii na stejném kmeni. Lisi se pouze adsorpce mezi jednotlivymi
kmeny, nikoliv v§ak mezi fagy, ackoliv kmeny ISP8 (53+) a ISP8 (47+) je schopen infikovat
pouze fag 812a. Pravdépodobné tak adsorpce fagt probiha bez ohledu na citlivost kmene viici
fagu a mechanismus rezistence bude v jiném kroku lytického cyklu. Toto tvrzeni vSak nelze
povazovat za obecné platné. U studie t¢innosti polyvalentniho faga K a jeho mutant
vykazovaly nékteré kmeny rezistenci pravé v disledku znemoznéni adsorpce faga (Kelly a
kol., 2012). Tuto schopnost vykazovaly pouze 3 kmeny z testovanych 43 a pravdépodobné se
tedy jedna o méné Casty typ rezistence u druhu S. aureus. Mnou testované lyzogenni kmeny
vykazuji rezistenci diky svym profaglim, mechanismus rezistence vyvolany lyzogenii tak

ziejme nesouvisi se zabranénim adsorpce fagu.

5.3. Profagovy profil u vybranych kmenu

PCR na detekci profagt 4 riznych serologickych skupin (A, B, Fa, Fb) mélo dvoji
ucel. Jednak blize specifikovat neznamé profagy v nékterych kmenech (a ovéfit serologické
skupiny u uméle lyzogenizovanych kmentl), jednak ovétit predpoklad souvislosti rezistence
s profagy serologické skupiny B. Celkov¢ byly testovany lyzogeny, PS kmeny a soubor

nemochic¢nich kment.
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Lyzogenni kmeny obsahovaly serologické skupiny profagt, jimiz byly
lyzogenizovany. U kmenli mezinarodni fady 1 nemocni¢nich kment byly detekovany 1 — 4
profagy, coz je v souladu s diivéjSimi studiemi, podle kterych jsou bezprofdgové kmeny u S.
aureus vzacné (Goerke a kol., 2009; Panttcek a kol., 2004). Zastoupeni profagti jednotlivych
serologickych skupin bylo znaéné€ rozmanité. Kmeny s profigy ze stejnych serologickych
skupin mohou mit naprosto odli§nou citlivost, jako naptiklad kmeny PS54 a 09/2650. Oba
kmeny maji profagy serologickych skupin A, Fa a B, jeden je citlivy a druhy rezistentni ke
vSem mutantam krom¢ 812/F1. U vétSiny kmenti se nachazeji sou¢asné nejméné 2 profagy a
nelze tedy jasné urcit souvislost mezi citlivosti a serologickymi skupinami profdgi. Profagy
vSech serologickych skupin v¢etné skupiny B byly nalezeny u fady citlivych kmenti. Necitlivé
kmeny obsahovaly vétSinou nékolik fagt soucasné. Nékteré rezistentni kmeny vSak
obsahovaly jednoho profaga, a to skupiny Fa (napt. kmen E14), B (kmen S26) a A (ISP8
47+). Pozdé&ji byl podrobnéji charakterizovan rezistentni kmen 06/622, ktery obsahuje
jediného profaga skupiny Fb. Na zaklad¢ téchto vysledkl nebyl predpoklad souvislosti
serologické skupiny B s rezistenci hostitele potvrzen. U profagt skupiny A (¢47) i B (¢53)
byla schopnost navodit rezistenci ptimo prokazana lyzogenizaci. Pozd¢ji byla tato schopnost
prokazana 1 u faga skupiny Fa. Rezistenci svého hostitele tedy miiZe navodit fag ze
serologické skupiny A, Fa 1 B. Tato schopnost nebyla prozatim prokazana u faga skupiny Fb,
byl vSak nalezen rezistentni kmen 06/622, ktery tohoto fAga obsahuje.

PCR na detekci genu pro profagové amidazy a dUTPazy potvrdila predchozi zavéry o
rozmanitosti profagi u druhu S. aureus. Zacaly se ukazovat shodné profagové profily
s citlivosti vlici polyvalentnim fagiim. Po doplnéni vysledki PCR na gen pro fagové
antirepresory se souvislost jesté zvysila. Déle byla provedena PCR na fagové amidazy a
antirepresory u nékterych kment, které byly pievzaty z prace Markéty Streitové. Nemocni¢ni
kmeny 08/3556 a E14 obsahuji na zéklad¢ profagovych profili shodné nebo témet shodné
profagy serologické skupiny Fa, s amidazou 3, dUTP4zou 4 a antirepresorem 4b. Oba tyto
kmeny jsou zcela rezistentni vii€i vSem testovanym polyvalentnim fagiim, tak jako n€které
dalsi kmeny a to HDE288, 06/1298, PS85 a PS95 , u kterych se tento profagovy profil
objevbuje v kombinaci s dalSimi moduly a nelze u nich s jistotou fict, zda se jedna o
totozného faga. Pfi srovnani s jiz charakterizovanymi fagy Celedi Sipohoviridae nebyl nalezen
shodny fagovy profil (Kahankova a kol., 2010). Patrn¢ se tedy jedna o nového faga. Pozdé&ji
byla provedena indukce tohoto faga z kmene E14 a 08/3556.
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Dalsi shodny profil byl nalezen u nemocni¢nich kmenti 420 a 09/2650. Oba jsou
citlivé pouze k mutanté F1. Ta byla pfipravena na kmeni FN4, ktery ma stejny profagovy
profil krom¢ dUTP4zy. Je pravdépodobné, ze se jedna o stejny mechanismus rezistence, ktery
muze byt vyvolan fagem. Jelikoz vSak jde o nemocni¢ni kmeny, miize jit o vzajemnou
piibuznost, nikoliv o vliv profaga. Pfedpoklad, ze tento fag ovlivituje citlivost svych hostitelt,
by bylo potieba potvrdit jeho indukci a lyzogenizaci bezprofagového kmene. Pfi srovnani
s charakterizovanymi fagy nebyla opét nalezena shoda. Celed’ Siphoviridae je tedy velmi
rozsahla a zfejmé zahrnuje mnoho fagu, které si jsou blizce ptibuzné a lisi se pouze v né¢kolika

genech.

Déle bych zminila kmen PS29 a nemocni¢ni kmeny E43 a ES3. Tyto kmeny jsou
necitlivé vi¢i mutantam 812a, 812b, 812F a 812K a citlivé k 812 a mutanté 8121. Tento jev je
tyto kmeny obsahuji profdgy shodnych serologickych skupin (Fa a B) a amidaz (1 a 3). Kmen
PS29 pak obsahuje nejméné 2 dalsi profagy.

U kmene EP5, PS83A a E19 se na zaklad¢ jejich profil predpokladé ptitomnost faga
47. Tento fag specificky ovliviiuje citlivost svého hostitele, tak jako fag 53. Kmeny PS84 a
nemocni¢ni kmen EP17 jsou necitlivé vii¢i v§em testovanym polyvalentnim fagiim a shoduji
se v serologické skupin€ Fa, amidéaze 3 a antirepresoru 4a. Pfi srovnani s
Jiz charakterizovanymi fagy jde opét o novy profil. Bylo by tedy potieba indukci a

lyzogenizaci ovéfit, zda tento fag doopravdy navozuje takto rozsahlou rezistenci.

Celkove bylo zaznamenano nékolik profdgovych profili korelujicich s profily
citlivosti. Profagy tedy hraji vyznamnou roli v navozeni rezistence u kmeni S. aureus. Ze
serologickych skupin se nejméné vyskytovala skupina Fb, u amidazy prevazoval typ 3,

z dUTPaz témét chybél typ 4 a u antirepresoru pievazoval typ 4b.

5.4. Indukce neznamych profagi a nasledna lyzogenizace citlivého kmene

Na zaklad¢ dosavadnich vysledka byly pro indukci vybrany kmeny E14 a 08/3556. Ty
obsahuji ve svém genomu pouze jednoho profaga, ktery je zodpovédny za navozeni
rezistence. Tato domnénka byla potvrzena naslednou lyzogenizaci citlivého kmene. Z obou
kmenti byly uspésné indukovany lyzaty, které byly ndsledné pouzity k lyzogenizaci

bezprofagového kmene 1039. Po tspésné lyzogenizaci byla ptitomnost fagli potvrzena u obou
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dvou kmenii pomoci PCR na detekci genu pro amidazu. Pomoci rezistence vici ptivodnimu
fagu byly na analyzu vybrany 3 kolonie s fagem izolovanym z kmene E14 a 3 kolonie s fagem
izolovanym z kmene 08/3556. U vSech téchto kolonii byla provedena PCR a testy citlivosti

k polyvalentnim fagiim (812, 812a, 812b, 8121, 812/K1 a 812/F1). VSechny lyzogeny
obsahovaly gen pro amidazu 3 a byly rezistentni ke vSem testovanym fagiim. Byla tedy
prokéazana lyzogenni konverze a schopnost indukovanych profagt vyvolat kompletni

rezistenci svého hostitele.

5.5. Analyza genu pro neznamy protein

Kmeny, které obsahovaly fagy 53 a 47 a dale kmeny PS47, PS83A ,E19, EP5 a E48
vykazovaly shodnou rezistenci vii¢i fagu 812 a jeho mutanté 812b a citlivost vii¢i ostatnim
fagtim. Na zaklad¢ srovnani genomi fagi 47,53,85,77 a 11, jejichz celogenomova sekvence je
ptistupna na NCBI, byl vytipovan gen pro protein neznamé funkce. Tento gen byl nalezen
v genomech fagii 53, 47 a 80a, dale v kmeni PS47 a u nékolika dal$ich kment. Cast sekvence
byla nalezena u faga 12, ktery byl izolovan z kmene PS47. Dodatecné se ukazalo, Ze tento fag
obsahuje celou sekvenci tohoto genu, §lo pouze o chybné ulozeni sekvence v NCBI. Pomoci
programu Oligosearch 6.44 byly navrzeny vhodné primery, poté byla optimalizovana PCR s
pomoci pozitivnich kontrol PS47, (ISP8 53+) a faga 53. Nasledné& byl otestovan Siroky soubor
kment s riznou citlivosti viici polyvalentnim fagim. Gen pro tento protein byl detekovan
pouze v kmenech, které vykazovaly stejnou citlivost jako kmeny s fagy 47 a 53. V ostatnich
kmenech nebyl tento gen zachycen. Bioinformatickou analyzou byla v tomto proteinu
identifikovana transmembranovd doména (S.W.O.T Analysis). Diky testovani schopnosti
adsorpce polyvalentnich fagii na kmeni ISP8 (53+) lIze predpokladat, ze TP neovliviiuje
adsorpci fagi. Patrné se tedy TP nachazi v membranovém prostoru a zabranuje vstupu DNA
vhodné provést fadu dalSich experimentt a to naptiklad naklonovani genu pro TP do

vhodného vektoru, transformace citlivych bunék a sledovani ptipadnych zmén citlivosti.
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6. ZAVER

V soucasné dobé¢ roste pocet kment S. aureus, jez jsou rezistentni k antibiotikiim a
1écba stafylokokovych infekci se tak stava velkym problémem v nemocnicich po celém svéte.
Jako alternativni léCba se dostala do poptedi fAgova terapie. I ta se vSak potyka s n€kolika
problémy a jednim z nich je 1 rezistence kment k uZivanym polyvalentnim fagiim. V této
diplomov¢ praci byla provedena rozsahla analyza lyzogennich kmenti a popsan vliv lyzogenie

na citlivost vii¢i polyvalentnim fagtim.

Na zéklad¢ testu citlivosti lyzogennich kment byl ovéten vliv nékterych profagti na
rezistenci hostitele vii¢i polyvalentnim faghm. Dale byly analyzovany profagy pomoci
charakterizace jednotlivych fagovych modulii a to morfogenetického modulu, lytického
modulu, modulu regulace transkripce a oblasti kontroly lyzogenniho stavu. Byla nalezena
shoda mezi profagovymi profily testovanych kment a citlivosti téchto kmenti k fagu 812 a

jeho mutantdm 812a, 812b, 8121, 812/K1 a 812/F1.

Byla provedena indukce profadgl u rezistentnich kment k polyvalentnim fagiim a
naslednd lyzogenizace citlivého bezprofagového kmene SA1039. Na zaklad¢ ovétent
lyzogenni konverze byla potvrzena schopnost téchto fagl vyvolavat rezistenci

k polyvalentnim fagiim u svého hostitele.

Pomoci bioinformatické analyzy byl identifikovan protein, ktery se vyskytuje u
nekterych fagh, jez zptisobuji rezistenci svych hostitelit vii¢i nékterym polyvalentnim fagim.
Byla navrzena PCR na detekci genu, ktery kdduje tento protein a nasledné byl tento gen
detekovan u n€kolika dalSich kmenii se shodnou citlivosti. Na zéklad¢ téchto vysledk je
mozné, ze praveé tento protein zodpovida za navozeni rezistence u téchto kment. Tento

ptedpoklad je vSak potiteba ovéfit dalSimi analyzami.

Celkove byl ovéfen a prokdzan vliv lyzogenie na citlivost kment S. aureus k
polyvalentnim fagim. Vysledky této prace jasn¢ ukazuji, Ze tento vliv mtize byt daleko

rozsahlejsi, nez se doposud myslelo.
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