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Abstrakt

Pod pojmem bakteriofagova terapie se rozumi vyuziti vird k ni¢eni bakterii. V
mé praci pojednadvam predev§im o vyuziti bakteriofagové terapie pro 1écbu
nozokomialnich infekei zptisobenych katetrizaci mocovych cest. Zamétuji se na bakterie,
které¢ se vyskytuji v biofilmech katetri a na mozny vybér bakteriofagii schopnych
enzymatické degradace biofilmu a lyzu pfitomnych bakterii. Po kontaktu télnich tekutin s
povrchem katetru se zacne vytvaiet prostiedi pro tvorbu biofilmu vedouci k jeho rychlému
rozvoji a vzniku infekce. Cetnost vyskytu dosahuje pii nespravné hygiend a nepiiméfené
délce katetrizace az 100 %. Bakterie diky biofilmu vykazuji vysokou rezistenci vici ATB,
infekce tak v mnoha piipadech nebyva potlacena a mize se stat pro pacienta smrtelnou.
Vyuziti bakteriofagového koktejlu a geneticky upravenych bakteriofagh muize vést k

vylé€eni infekce nebo k preventivnimu zabranéni jejiho vzniku.

Klicova slova: Bakteriofagova terapie, infekce mocovych cest, katetrizace,

biofilm, EPS



Abstract

The term of the bacteriophage therapy denotes the use of viruses for killing
bacteria. My thesis refers about the use of the bacteriophage therapy in the process of
treating nosocomial infections caused by the urinary tract catheterization. I focus on the
bacteria that are found in the catheters' biofilms and on the selection of bacteriophages that
will be capable of the enzymatically degradation of the biofilms as well as the lysis of the
present bacteria. After the body fluids contact the surface of the catheter, an environment
for the evolution of the biofilm begins to evolve, which leads to its fast expansion and to
the development of an infection. In the case of improper hygienically measures and
unreasonable duration of the catheterization, the incidence of the infections reaches 100%.
Because of the presence of the biofilm, the bacteria demonstrate high resistance to
antibiotics, which is why the infections often aren't suppressed and may have fatal
consequences. If applied, the bacteriophage cocktail and genetically modified

bacteriophages can successfully treat the infection and even prevent from its development.

Keywords: Bacteriophage therapy, urinary tract infection, catheterization,

biofilm, EPS
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1. Uvod

Bakterialni spolecenstva si kolem sebe buduji biofilm, ten jim slouzi, mimo
jiné, jako ochranny stit podilejici se na zvySené rezistenci bakterii viici antibiotikiim (ATB),
které tuto mechanickou bariéru nejsou schopny piekonat. Bakterie na povrchu biofilmu,
k nimz se ATB dostavaji, se mohou stét rezistentni a svoji rezistenci, jak horizontalné, tak i
vertikalné predavat dal§im bakteriim. Rozruseni biofilmu je proto pfi léceni bakteridlnich

onemocnéni zdsadni a mélo by byt prvotnim cilem pro Gspésné zdolani infekce.

K odstranéni biofilmu mitize dochdzet mnoha odliSnymi zplsoby. Ty pii
nejlep$im vedou k jeho naprostému odstranéni z povrchil. Je moznost vyuzit prostredky,
které bud’ mechanickou anebo chemickou cestou narusi strukturu biofilmu tak, Ze adhezni
molekuly ztrati kontakt spodlozkou. Pokud se timto zpisobem biofilm bezezbytku
odstrani, zabrani se tak jeho znovuobnoveni. Existuji vSak mista, kde se tento zplisob vyuzit
nemuze, jelikoz povrch, na kterém se biofilm vyskytuje, mize byt témito metodami

poskozen, a to by mohlo vést ke ztrat¢ funk¢nosti.

U nékterych povrchl je moZnost mechanického ¢i chemického odstranéni
biofilmu zcela vylouc¢ena nejen z divodu naruSeni povrchu, ale i zmozné toxicity
detergenti. Zde se jako mozny zplsob odstranéni biofilmu jevi vyuziti ATB. Ta jsou
zaméiena na niCeni bakterii jako takovych, coz sice vede k eliminaci poctu bakterii a ke
zdanlivému uzdraveni, avSak ochrannd funkce biofilmu mulZe zajistit pfeziti bakterii
v mistech nejbliZze k povrchu, na kterém je pfichycen. Zde bakterie pieckavaji a po Case
jsou schopny biofilm obnovit. Dalsi skute¢nosti je, Ze mnoho bakteridlnich kment si

vytvari rezistenci viéi vyuzivanym antibiotikim, a to tento zpusob léCeni v mnoha

piipadech ztézuje.

Vyuziti bakteriofagh k niceni biofilml se v tomto pfipadé jevi jako velice
zajimavy a ucinny zplsob 1éCby.

Bakteriofag je schopen procestovat skrze otvory v biofilmu k bakteriim (viz
kapitola 2.Biofilm ), které napadne a zahaji v nich replikaéni cyklus vedouci
k mnohonasobnému navyseni jeho poctu. Dochazi k destrukci buiiky a uvolnéné viriony
jsou schopny infikovat dalsi bakterie, coZ je oproti antibiotiklim, jeZ se spotfebovavaji,

vyhodou.



Dalsi vyhodou bakteriofagi je vektorova schopnost. Diky té jsou schopni
do bakterie pfinést gen, kodujici proteiny napomahajici degradaci biofilmu (biofilmovou
matrix degradujici enzym). Tento solubilni enzym se pii dokon¢ovani lytického cyklu faga
uvolni do matrix biofilmu a degradaci matrix narusi strukturu biofilmu. V nejlepSim
piipadé dojde k naruseni adheznich molekul biofilmu drzici ho na povrchu predmétu a

naslednému odstranéni.

Naruseni matrix biofilmu poté mize kolaborovat s dalSimi prostfedky,
napftiklad s antibiotiky, jejichz Gi€innost byla pravé diky struktufe biofilmu omezena. To by
vSak nefeSilo problematiku rezistentnich kmenii bakterii, ale jen pfekonani mechanické

bariéry a prostup do nejhlubsich mist biofilmu.

Specifi¢nost bakteriofaghh mize byt v tomto piipad¢ vyhodou i nevyhodou. Jako
vyhoda se d& povazovat pravé to, ze si fag najde konkrétni kmen bakterii a neutoci
na ostatni, v mnoha ptipadech pro organismus dilezitou mikrofléru. Na druhou stranu ma
tento fakt dopad i na ucinnost terapie. Je dileZité najit bakteriofaga, ktery ma v biofilmu
svého hostitele. Pokud by v biofilmu hostitel nebyl, nemél by fag moznost navazat se

na receptor bakterie a vstoupit do lytického reprodukéniho cyklu.

Vzhledem k rozsitfujici se rezistenci bakterii vii€ci ATB a potiebé novych metod
1é¢eni, ziskava v poslednich letech vyzkum terapie pomoci bakteriofagii na vyznamu. Spolu
stim se otevira spousta otazek zahrnujici studie dopadu plisobeni bakteriofagii na
organismus lécenych pacientd. Zasadni jsou zejména zplsoby interakce bakteriofagi, jejich
produkti aproduktd jejich puasobeni (vétsi mnozstvi zbytkli lyzovanych bakterii)
s imunitnim systémem hostitele a mira schopnosti bakteriofagii rozruSovat a likvidovat

vicedruhovou infekci v biofilmech.

Cilem této prace je zjistit jaké bakterialni druhy se Gc€astni infekce mocovych
cest zplisobené jejich katetrizaci a k témto bakteriim najit bakteriofagy, které by s velkou
pravdépodobnosti dokazaly infekci vylécit. Zjistit jaké existuji biofilmovou matrix
degradujici enzymy a jejich mozné vyuziti pomoci bakteriofagh pii teoretickém léceni

infekci mocovych cest zpiisobenych jejich katetrizaci.



2. Biofilm

Biofilmy jsou mikrobidlni spolecenstva (bakterii, fas, protozoi, kvasinek)
chranéna substanci zajiStujici jejich soudrznost. Tuto substanci si obyvatelé biofilmu sami
extracelularné secernuji. Diky adhesni schopnosti matrixovych molekul tak postupné
vytvaii tenky, gelu podobny, film na tekutinach ¢i riznych povrSich. Témito misty mohou
byt iorganické povrchy (epitely gastrointestindlniho traktu, dychacich cest, epidermis,
apod.) nebo pfedméty, které se mohou vyskytovat v blizkosti organismu, ¢i do n¢j mohou
byt zavedeny (intubac¢ni kanyly, mocovy katetr, apod.). Nadméma produkce
extracelularnich polysacharidii (EPS) vede k postupnému rozsifovani a tim ke zvétSovani

obytného prostoru biofilmu.

Biofilmy jsou tvofeny jednotlivymi bunéénymi mikrokoloniemi (15-20 %
susiny) jednoho ¢i vice druhli vytvaiejici nezavisla konsorcia o tisicich bunkéach. Spole¢né
se podili na tvorbé vlastniho zivotniho prostfedi. Mikroby (bakterie) kolem sebe produkuji
glykokalix a EPS (75-80% suSiny) (Saini et al. 2011) skladajici se z rtiznych typt (z
xanthanii, dextrant, alginat, celulézy, kyseliny hyaluronové, kyseliny sialové, ...)
asociujicich s dal§imi latkami (NK, proteiny, lipidy, cukry, ...). Nejvétsi objem (az 97 %
biofilmové masy) je tvofen vodou obsahujici ziviny, metabolity, ¢asti lyzovanych bun¢k,

proteiny, fosfolipidy, NK, apod. (Sutherland 2001).

Biofilmy mohou mit odliSnou strukturu, kterd souvisi s rliznym zastoupenim
jednotlivych mikrobi, fyzikdlnimi vlastnostmi okoli (turbulentni/line4rni proudéni tekutin)
materidlem povrchu, apod. (Sutherland 2001)), mnozstvim a typem polysacharidd,
zastoupenim a koncentraci iontl ¢i ostatnich makromolekul matrix odpovidajicich

za stabilitu, viskozitu a za dalsi charakteristické vlastnosti biofilmu.

Polysacharidy se li§i svym sloZenim a stavbou podmifiujici jejich primarni
konformaci. Sekundarni struktura nabyva tvaru agregovanych helixti. V zavislosti na druhu
vazby se méni vlastnosti biofilmu. Vazby B-1,4 nebo B-1,3 podminuji vyznamné rigidni
charakter biofilmu. Oproti tomu vazby a-1,2 nebo a-1,6 vedou k tvorb¢ flexibilnich struktur
(Sutherland 1997) (dalsi typy vazeb a polysacharidii viz kapitola 4.1. EPS depolymerujici

enzymy).

Alginaty jsou jednou ze slozek EPS produkované, mimo jiné, zastupci

Pseudomonad. Skladaji se =z aniontovych linearnich polymert B-1,4 manuronové



kyseliny a a -L-glukuronové kyseliny. Alginaty nejsou esencidlni slozkou biofilmu, ale
hraji diilezitou roli v jeho struktufe. Zajist'uji hydrataci bunék potiebnou pro jejich pieziti.

wrwe

penetrace skrze biofilm Pseudomonas aeruginosa u bakteriofaga F116. Viskozita zde byla

dana odlisnou koncentraci kationtti Ca>" (Hanlon et al. 2001).

DNA, ktera byla objevena v matrix biofilmu ma také vyznamny dopad na jeho
tvorbu a strukturu. Dikazem bylo pouziti proteinu dnasal a naslednd degradace biofilmu

u P.aeruginosa (Whitchurch et al. 2002).

Krom stavebnich latek se na struktufe biofilmu podili i vodni kanalky.
Ty ¢aste¢né izoluji mikrokolonie bakterii a zaroven slouzi jako primitivni ,cirkulacni‘
systém biofilmu. Diky EPS, které vytvari pevnou kostru biofilmu, se mohly tyto kanalky
vytvofit, aby zajistily prenos esencialnich zivin, kysliku a odvod odpadnich latek
z nejhlubsich mist biofilmu. Skrze vodni kanalky je zaji$tén 1 prostup ATB ¢i bakteriofagu.
PtestoZze moZznost prostupu bakteriim nebezpecnych latek se jevi jako nevyhoda biofilmu,
jeho celkova strukturovanost a koherence dodava sesilnim bakteriim daleko vétsi rezistenci,

nez kterou disponuji bakterie planktonni (obr. 1).



300 um’

Obr. 1: Tvorba a struktura vodnich kanald biofilmu B. subtilis, upraveno dle (Wilking et al. 2013). (A)
Rast biofilmu na agarovém gelu s vodou a Zivinami. Na vySku biofilm vyrostl o stovky mikrometra
aprimér se zveétSil o par centimetrii. Lze pozorovat vytvoteni vrasek. (B) Po vstiiknuti barvy se
postupné zacala odhalovat mista s kanalky mezi vraskami. (C) Pomocni fluorescencniho barviva se
odhalila propojenost kanalkd. (D) Rastrovaci elektronovy mikroskop (scanning electron
microscope, SEM) pticny fez vraskou. (E) SEM obrazek zobrazuje mikrostrukturu kanalku. (F) Schéma

profilového fezu a zobrazeni kanalku v blizkosti agarového gelu.



2.1. Tvorba biofilmu na povrchu katetru

Katetr se ptfi zahdjeni cévkovani dostava do kontaktu s télnimi tekutinami.
V tomto piipadé s moci, kterd se vyskytuje na vnitinim i vnéj$Sim povrchu katetru.
Glykoproteiny, ionty a polysacharidy se dostanou k povrchu katetru a vytvoii tenky film,
ke kterému se pfiblizi planktonni bakterie, pfisednou a za¢nou vytvaret biofilm (Tenke
et al. 2006). Co se tykd souhry organismu Alves et al. 2014 piSe (cituji): ,,.Je mozné, ze
nekteré mikroorganismy meéni pH hodnoty produkovanim uredzy, jez hydrolyzuje mocovinu
na amoniak (Tunney et al. 1999). Amoniak navysi hodnoty pH, které reaguji s minerdaly
wlucované v moci. Ty vytvareji usazeninu na katetru stimulujici proliferaci biofilmu.
Temito uredzu produkujicimi organismy jsou K. pneumoniae, M. morganii, Pseudomonas

aeruginosa a Pseudomonas vulgaris (Tunney et al. 1999; Stickler et al. 1993).”

2.2. Pristup do biofilmu

Biofilmy se vyskytuji v mnoha tvarech a strukturdch. Co ale ma vétSina
spole¢ného, jsou vodou vyplnéné kandlky. Tento prostor miiZze byt cestou pro bakteriofagy,

kteti se tak mohou dostat k hloubé&ji uloZzenym bakteriim nebo az u dna biofilmu.

Dalsi moznosti, jak by se bakteriofagy dostaly k bakteriim, je rozruseni
povrchové matrix biofilmu pomoci depolymerdzy asociované s kapsidou bakteriofaga
(Hughes et al., 1998). Nebo bakteriadlni produkei dispersinu B (DspB) (solubilni EPS -
depolymeraza) ptineseného v NK geneticky upravené¢ho bakteriofaga (viz kapitola 5.1.
Druhy) (Lu a Collins 2007).

2.3. Funkce biofilmu

Biofilm je pro bakterie velice dilezity v mnoha smérech. Adhezni molekuly,
které pfichytavaji biofilm k riznym povrchim vytvoii jakési centrum ristu biofilmu, ze
kterého se zacne biofilm rozristat. ZvétSovanim svého objemu vytvaii vice prostoru pro
zivot bakterii, kterym svym chemickym sloZenim a strukturou zajiStuje idedlni niku. Diky
kanalkiim jsou schopné bakterie mezi sebou komunikovat pomoci Quorum-sensing. Tato
komunikace je zprostiedkovana extracelularnim vylu¢ovanim signdlnich molekul. Bakterie
se informuji o svém vlastnim poctu, o koncentraci Zivin ¢i o pisobeni stresovych faktord,

které by pro n€ mohly znamenat nebezpeci.

vvvvvv

vici ATB. Zastoupeni druhti bakterii v biofilmu mé zésadni dopad na celkovou rezistenci,



piicemz pravé mnohodruhové biofilmy byvaji rezistentnéjsSi nez jednodruhové, a to jak

pii pisobeni ATB, tak i pii vyuziti bakteriofagové terapie (Tait a Sutherland 2002).
2.3.1. Antibiotika — rezistence

Rizikovym faktorem v 1écbeé bakteridlnich infekei je stoupajici rezistence
bakterii podpofena ochrannou funkci biofilmu. Multirezistentnich druhii bylo v pfitomnosti
biofilmu zjisténo 44,8 % a bez jeho pifitomnosti 28,6 %, coz poukazuje na fakt, Ze biofilm
se na rezistenci podili (Alves et al. 2014). Mezi mechanismy, které vedou k této rezistenci,
mize patfit:

1) Casové zdrzeni difuze v dusledku reakce antibiotickych molekul s proteiny
EPS tvofici matrix biofilmu. Jedna ze studii poukazuje na plsobeni ciprofloxacinu na
biofilm, kde doslo k prodlouzeni difuzni doby ze 40 sekund bez ptitomnosti biofilmu na 21

minut v jeho pfitomnosti (Suci et al. 1994).

2) Stari biofilmu - 10 denni biofilm P. Aeruginosa byl znacné rezistentnéjsi

k tobramycinu a piperacillinu nez 2 dny stary biofilm (Baillie a Douglas 1998).

3) Stresové situace vedouci k pomalému rastu bakterii. To je zplsobeno
navysenim toxickych metaboliti nebo nedostatkem zivin, jez ptispivaji k tvorbé biofilmu,

coz se projevuje mensi spotfebou antibiotik (Donlan a Costerton 2002).

Rezistence bakterii obyvajici biofilmy katetri byla 100% pro ampicillin, 91,7%
pro cirpofloxacin, oproti tomu se s 17,2% rezistenci jevil jako vyhodny pro 1éCeni infekci

(konkrétn¢ infekci mocovych cest zptisobenych katetrizaci ) fosfomycin (Sabir et al. 2017).

Ve studii Alves et al. vykazoval ampicillin 62,1% rezistenci (nejvyssi ze vSech
pouzitych), cephalothin 56,9% a kyselina nalidixova, vykazujici antibiotické Ucinky, se
potykala s rezistenci 51,7 %, a u fosfomycinu byla rezistence pouhych 24,1 % (Alves et al.
2014). Tato ¢isla nam ukazuji, ze 1éceni infekci moCovych cest zptisobenych katetrizaci
se pomoci ATB, diky biofilmu a jeho rezistentnim vlastnostem, které¢ bakteriim dodéava,
potykd v mnoha piipadech s netispéchem. Existuji ATB, jako napfiiklad vySe zmiflovany
fosfomycin, vi¢i némuz je rezistence méné¢ vyvinutd. DalSi vyzkumy by se tedy mély
zaméfit na vyuziti fosfomycinu spolecné s bakteriofagovou terapii.

Tyto funkce nam ukazuji, jak je biofilm pro bakterie dilezity a jak se bakterie
na ném stavaji zavislé. Pro pfipadnou terapii by mélo byt zdsadni zaméfeni se na niceni

biofilmu, ktery svou ochrannou funkci maii pokusy léceni biofilmovych infekci. Pokud by



se povedlo zni¢it matrix biofilmu tak, aby selhala jeho ochrana, oteviel by se prostor pro
ATB a fagy, které¢ by provedly finalni “procisténi” vedouci k definitivnimu zniceni bakterii

a vyléceni infekce.

Biofilmy jsou vyhodné nejen pro bakterie. Jsou soucasti potravniho fetézce,
kde slouzi jako ziviny pro néktery hmyz a dal§i zivoCichy. Mohou se také podilet na
rozpadu latek v ptid€ a tim zajistit jeji ,,CiSténi* (v pfipadé predeslé kontaminace pudy).
Biofilmy se podili také na absorpcnich procesech rostlin. Podili se na ¢isténi vod a

odpadnich vod nebo na biologickém louhovani kovti.

Pokud se ale biofilm za¢ne vytvaret v Zivém organismu, vyvrcholi jeho tvorba
vétsinou v infekci. Ta se pak stdva diky jeho ochrannym vlastnostem tézko 1écCitelna.
Bakterie asociované s biofilmem se projevuji vétsi rezistenci vici ATB a diky agregaci
bun¢k a produkci endotoxinti se také stavaji rezistentni i vic¢i hostitelské imunité (Donlan

a Costerton 2002).



3. Infekce mocovych cest zpiisobené katetrizaci

Katetrizace (cévkovani) je zdkrok, pii kterém se zavadi do mocové trubice
pomiicka (katetr, cévka) zprostfedkovavajici stalé vyluCovani moci (obr. 2). Zakrok
se provadi na zaklad¢ nékolika indikaci (retence/inkontinence moci, odbér sterilni moci,
méteni diurézy, aplikace 1€kt do mocového méchyte, pfi poruchach védomi, zvétseni ¢i
rakoving prostaty, ...). Zavedeni katetru vyzaduje diikkladnou hygienickou péci a v piipade

permanentnich (30 dni a vice) katetr pravidelnou vyménu.

Moé. méchyF

Balének\\ !/
;r Moé
Penis /
= :

Prostata

77— Cévka

Sourek

Obr. 2: Schématické znazornéni zavedeného katetru (cévky) do muzské mocové trubice

(zdroj: http://www.stefajir.cz/?q=cevkovani)

Infekce mocovych cest (urinary tract infections, UTI) v disledku zavedeni
katetru (catheter-associated urinary tract infections, CAUTI) se u pacienti mohou zacit
projevovat jiZ po né€kolika malo dnech od provedeni zdkroku. UTI patii s prevalenci 36 %
(Allegranzi et al. 2011) k nej€astéjSim nozokomidlnim infekcim. V USA bylo 97 % UTI
zpusobeno katetrizaci (CAUTI) (Richards et al. 2000). V priméru 12-16 % dospélych
pacientl je katetrizovano v prib&hu hospitalizace a kazdym dnem se zvySuje riziko ziskani
infekce 0 3—-7 % (Evelyn Lo et al. 2014). Lécba CAUTI se provadi v prvni fad€ za pomoci
Sirokospektralnich ATB. Na zdkladé¢ odebranych vzorkli se typ medikamenti upravuje.
Kvili zvysené pravdépodobnosti vzniku biofilmu se co nejrychleji katetr vyméiuje za novy

(Tenke et al. 2017).



Ke studii (Sabir et al. 2017) CAUTI a tvorbé biofilmu byli vybrani pacienti,
u kterych se do dvou dnti od zavedeni katetru projevily alespont dva symptomy souvisejici
s timto druhem onemocnéni (febrilni télesnad teplota az hyperpyrexia, 38 °C a vyssi,
zvySena citlivost podbfiSku, zvySena citlivost az bolest v costovertebralnim uhlu,
frekventované nutkani k moceni,...). Vyzkum zjistil odlisnost projevu CAUTI souvisejici s
pohlavim pacienta, dobou zavedeni katetru a druhu katetru. Z celkového poctu 1 070
pacientii vykazujici symptomy CAUTI bylo 840 (78,5 %) muzt a 230 (21,49 %) zen (Sabir
et al. 2017). Delsi doba katetrizace zvySovala pravdépodobnost tvorby biofilmu, stejné tak
jako vzriistajici pocet predeslych katetrizaci (Maha et al. 2010). Materidlem nachylnéjsim k
tvorb¢ biofilmu byl latexovy katetr, u né¢hoz byla tvorba biofilmu potvrzena v 93,9 % z
celkového poctu zavedenych latexovych katetri. Oproti tomu zavedené silikonové katetry
vedly k tvorbé biofilmu v 44,6 % ptipadi z celkového poctu zavedenych silikonovych
katetri (Sabir et al. 2017). Huang et al. k materialim dodava, Ze silikonové katetry spise
podrazdi mocovou sliznici a ¢astéji dochéazi k poranéni mocovych cest. O vzniku infekce
rozhoduje 1 vybér systému katetru — voli se mezi otevienym a uzavienym systémem s
rozdilnym zasobnikem moci, ktery pifi otevieném systému komunikuje s vnéjSim

prostfedim, coz zvySuje pravdépodobnost vzniku infekce (Hessen et al. 2000).

3.1.Bakterie vytvarejici biofilmy u CAUTI

Zastupci, kteii se u pacientt s CAUTI ve studii Sabir et al. 2017 (8
nemocnicnich zafizeni v okoli Ravalpindi/Pakistan, 1070 vzorkil) nejcastéji vyskytovali,
byli Escherichia coli v 52,3 % ptipadu a Klebsiella pneumoniae ve 14,5 %. Sabir poté
rozdélil procentudlni zastoupeni druhti v zavislosti na tvorbé biofilmu a tim zjistil, které
bakterie se nejvice podili na vytvofeni biofilmu. Témito zastupci byli Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecium, Pseudomonas aeruginosa a dalsi

uvedené nize (tab. 1) (Sabir et al. 2017).
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Rozdéleni dle tvorby biofilmu

vytvoren nevytvoren

(n=785) (n =285)

n % n %
Acinetobacter 10 66.7 5 33.3
Citrobacter freundii 40 72.7 15 273
Enterobacter cloacae | 35 87.5 5 12.5
Enterococcus faecium | 95 79.2 25 208
Escherichia coli 385 68.8 175 31.3
gﬁf’;gﬁiae 135 871 |20 129
aP :f;ggg”&”as 40 727 |15 273
Ostatni 45 64.3 |25 357

Tab. 1: Procentudlni podil tiCasti bakterii pti onemocnéni CAUTI v zavislosti na vytvoteni,

anebo nevytvoreni biofilmu, prevzato z Sabir et al. 2017.

Choe et al. potvrzuje, ze E. Coli a E. Cloacae jsou ptitomni ve vétSin¢ biofilmi
mocovych katetrtl a dale uvadi druh Pseudomonas aeruginosa s 15,2 % (Choe et al. 2012)
a Staphylococcus aureus 11,7 % (Abdallah et al. 2011). Tyto bakterie se jevi jako

nejvyznamngjsi patogeny zpusobujici CAUTI. Zastoupeni jednotlivych druhi se v riznych

studiich 1i8i. V tabulce jsou nékteré vysledky shrnuty (tab. 2).
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Studie= | Abdallah | Dias Tedja Choe | Murugan
Druhd 2011 2003 2015 2012 2016
E. Coli 31,7% 26,06 % |36% 18,4 %
K. Pneumoniae 15 % 15,42 % | 6% 8.2 %
S. Aureus 11,5% [4,78% | 4% 24 %
Enterobacter 1,7% 5,85 % 8% 5.1%
Enterococcus 11,7 % 11,17 % | 24% 14 %
P. aeruginosa 6,7 % 15,42 % | 12% 15,2 % 18 %

Tab. 2: Znézornuje studie biofilmi CAUTI a procentudlni pomery zastoupeni druht bakterii. V popisku
v zavorce jsou vypsany dalSi objevené bakterie: Abdallah et al. 2011 — Kahira/Egypt 72 vzorki
(Proteus (10%). Dias Neto José Anastacio et al. 2003 — Sado Paulo/Brazilie 188 vzorkid (Acinetobacter,
Streptococcus, Morganella, Proteus, Providencia, Citrobacter, Serratia). Tedja et al. 2015 — Minessota/
USA 105 vzorktl (M. morganii, Acinetobacter, Citrobacter). Choe et al. 2012 — Seoul/Jizni Korea 4
vzorky, az 80 druhti bakterii (Veillonella, Lactobacillus, Corynebacterium, Raoultella, Bacteroides,
Edwardsiella,  Burkholderia, Corynebacterium,  Achromobacter,  Alcaligenes, Citrobacter,
Stenorophomonas, Streptococcus). Murugan et al. 2016 — Erode/Indie 50 vzorkd, nejcastéjsi druhy

uvedeny v tabulce, zbyvajicich 44 % uvadi jako ostatni bakterie.

Prostfedi mo¢i ma kvili svym vlastnostem (pH, koncentraci soli a cukri,
teplote) vliv na formovani biofilmu. V téchto podminkach se S. aureus, P. aeruginosa a E.
faecalis projevuji velkou schopnosti tvorby biofilmu (Murugan et al. 2016). Riizné studie
dale uvadi, ze S. aureus je primarnim patogenem CAUTI a potencidlnim rezervoarem pro

tvorbu infekci (Choi et al. 2009).

Ziskanim informaci o bakterii, které se nejcastéji nachazi v biofilmech CAUTI
nam pomuze vybrat pro terapii bakteriofagy, ktefi by dokazaly infikovat bakterie a pomoci
EPS depolymerizujicich enzym@ rozrusit strukturu biofilmu. CoZz by vedlo k vyléceni

infekce (popfipadé za pomoci ucinnych ATB).
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4. Bakteriofagy

Jsou viry infikujici bakterie. Vyskytuji se prakticky na vsSech mistech

osidlenych hostitelskymi bakteriemi.

V dneSni dobé

se diky svym vlastnostem

a moznostem oznacuji za 'zivé nebunécné entity'. Déleni bakteriofagii je zalozeno na jejich

tvaru, velikosti a typu genetické informace (tab. 3).

NK fad a rodina Pocet Ptiklady (Hostitelé)
Clend
ds DNA | L | Caudovirales 4900 (Enterobakterie)
Myoviridae 1243 T4, P1, P2, Mu, SPOL1 (E.Coli, Bacillus subtilis)
Siphoviridae 3011 ATL1,TS5,LS,c2 (E.Coli, Lactococcus, mycobacterium)
Podoviridae 696 T7(E.Coli),P22(Salmonella), @29 (Bacillus)
Lipothrixviridae | 6? TTV1 Archea
Rudiviridae 2 SIRV1 Archea
Tectiviridae 18 PRD1 Enterobakterie,
Pseudomonady, Vibria,..
C, | Plasmaviridae | 6 L2 Acholeplasma
SH | Fuselloviridae | 8? SSV1 Archea
Corticoviridae | 3? PM2 Alteromonas
ss DNA | C, | Microviridae 40 X174 Entero.-Chlamidie,
SH Spiroplasma
Inoviridae 57 fd Entero- Pseudomonady
ssRNA | L | Leviviridae 39 MS2 Entero. — Acinetobacter,
Caulobacter, Pseudomonas
ds RNA | L, | Cystoviridae 1 D6 Pseudomonady
S

Tab. 3: Rozdé&leni bakteriofagi dle jejich genetické vybavy, upraveno dle Abedon et

Calendar 2006. L — linearni, C — cirkularni, SH — suprahelikalni, ds — double stranded (dvojtetézcovy),

ss — single stranded (jednofetézcovy).

Existuji dva Zivotni cykly bakteriofaga:

1) Lysogenni cyklus — nejlépe prostudovany na fagu A (E.Coli). Po vstupu

do bakterie se linearni DNA faga spoji v cirkularni (imitace plazmidu). Fag si necha

vvvvv

ve své NK. Intergraza vyuzije mechanismu mistné specifické rekombinace (rozeznani

specifické sekvence v genomu bakterie a urcité sekvence ve “svém‘ virovém genomu).

Dojde k rozStépeni obou kruhovych DNA a jejich propojeni. DNA faga se tak stava
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soucasti genomu bakterie a jako profdg se prenasi do dalSich generaci. Tento proces
pienosu a integrovani DNA se nazyva transdukce. V piipadé negativniho vlivu prostiedi se
genom faga uvolni z genomu bakterie, necha si nasyntetizovat proteiny virového obalu a
pfechazi do lytického cyklu jehoz vysledkem je pomnozeni viru a jeho uvolnéni se

z bakterie za jejiho rozpadu.

Procesem lyzogenni konvergence, jez spociva v pirenosu genetické informace faga
kmenti. Jelikoz nedochdzi k okamzité lyze bunky, stava se bakteriofdg s lysogennim

cyklem nevyhodny pro terapii.

2) Lyticky cyklus — po injektovani DNA dojde kjeji transkripci a replikaci.
Z transkribovanych mRNA vznikaji proteiny dulezité pro sestaveni novych
virovych obalt, do kterych se inkorporuje zreplikovand NK faga. Fag poté piiméje
buitku k produkci lysinu (lysozymu), ktery rozlozi bunécnou sténu vedouci

k uvolnéni novych viriont.

Lyticky cyklus faga mtize mit v této souvislosti také dopad na okoli. Lyzovany
obsah bakterie mize byt pro organismus toxicky, nebo mize vést k nepfimétené mobilizaci
imunitniho systému. Tento vedlej§i Uc¢inek terapie by tak mohl mit nepfiznivy dopad

na organismus.

Regulace lyzogenniho/lytického cyklu je nejlépe prostudovéana u a bakteriofaga
A. A Bakteriofagové geny cl a cro se jako ,,pfepinac* ucastni regulace cyklu. Jejich odlisna
mira exprese rozhoduje mezi lysogenni fazi anebo lytickou fazi. Exprese represorového
proteinu ¢l vede k uml€eni ostatnich fagovych genl dilezitych pro lyticky cyklus a
k aktivaci své vlastni transkripce a transkripce integrazy. Tim je bakterii umoZznéno se délit
a vertikaln¢ tak rozSitovat virovou DNA v podobé profaga. K uvolnéni z bakterialni DNA
dochazi pii zvySené expresi genu cro, ktery plisobi jako antagonista k ¢l. To znamena, Ze
umozni expresi genil potfebnych pro vytvoieni a uvolnéni viriont 1yzou bakterie (Gandon

2016).

Bakteriofagy mohou pfinéaset ve své NK kromé potiebnych genil pro sestaveni
virioni nebo dokonceni lytického cyklu i geny, které budou napoméhat novym viriontim
v roz§ifovani mimo buniku. Tyto enzymy zajiStuji bakteriofagm prostup skrze matrix

biofilmu tim, ze rozkladaji EPS. Diky tomu dostaly nazev EPS - depolymerujici enzymy.
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4.1.EPS depolymerujici enzymy

Jsou enzymy, které dokazou Stépit vazby mezi cukernymi slozkami
extrapolysacharidii matrix biofilmu. Dle review (Pires et al. 2016) bylo zjisténo, podle
osekvenovanych genomi fagu z databdze NCBI, Ze existuje pres 143 fagem kodovanych
depolymeraz zudajného celkového poctu 160 (43 Myoviridae, 47 Siphoviridae, 37
Podoviridae, 16 nebylo klasifikovano). Tyto enzymy se déli podle enzymatické aktivity
nebo podle umisténi/formy. Enzymy se vykytuji 1) asociované s kapsidou faga (126
depolymeraz) (obr. 3) a jako 2) solubilni proteiny (20 depolymeraz) (Pires et al. 2016),
které byly nalezeny ve fagovych lyzatech hostitelské bakterie (Sutherland 1995, Sutherland

et al. 2004).
Enzyme class Myoviridae Podoviridae Siphoviridae
Sialidase
Levanase
L Xylosidase
W Dextranase /g\ — Neck i
——
Alginate Lyase g — Neck »x
W pectate/Poctin Lyase /@\_ fibers * — Fibars v — Fibers A
¥ pyaturonate Lyase — Baseplate WX — Base Plate M — BasePlate M
Lipase ]
X pepridase Bacillus phage CampHawk

1

Obr. 3: Umisténi a typy EPS — depolymeraz na kapsidach fagt, upraveno dle (Pires et al. 2016).

Podle enzymatické aktivity se déli na hydrolazy (O-glykosid, hydrolyza
glykosidické vazby) a lyazy (polysacharidové lyazy, hydrolyza mezi 1,4-glykosidické

vazby a zbytkem kyseliny mocové).

Mezi hydrolazy patii sialidazy, které Stépi a-vazbu mezi termindlni sialovou
kyselinou a riznymi glykany (bakterie zakomponuji sialovou kyselinu do kapsuly a tim

se snazi uniknout hostitelské imunité). Levanazy hydrolyzuji p-2,6-vazbu levanu
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(polysacharid z fruktdzy vyskytujici se v biofilmech Pseudomonas a Bacillus). Xylosidazy,
Dextranazy a Rhamnosidazy patii mezi nejvzacnéjsi. Hydrolyzuji stejnojmenné cukry.

Peptidazy plisobi na y-vazby kapsuldrnich glutamati (poly-y-glutamat).

Lyazy se d¢li na hyaluronidazy, které stépi B-1,4-glykosidickou vazbu

hyalurondtu a glukosaminoglukanu. Alginat-lyazy ni¢i vazby linearnich dvou
polysacharidii tvoficih alginaty, a to B-D-manuronové kyseliny a a-L-glukuronové
kyseliny. Pektinové/pektatové lyazy zajist'uji Stépeni galakturonové kyseliny povétSinou
tvotfené rostlinami, ale i nékterymi bakteriemi. V tabulce jsou shrnuty enzymy spole¢né
s fagy se kterymi jsou asociované a bakteriemi produkujici biofilm z pfislusnych

polysacharidu (tab. 4).

Typ Skupina Fag V biofilmech téchto druhti
Hydrolazy | Sialidazy mnoho fagl, majoritné¢ u | Enterobacter,
fagh Staphylococcus Escherichia, Klebsiella,
Pseudomonas, Staphylococcus
Levanazy fag SP10 (jediny Bacillus
nalezeny s touto
aktivitou)
Xylosidazy fag Caulobacter Caulobacter
Dextranazy Fag Lactobacillus Lactobacillus
Rhamnosidazy | Fag P22, SF6, HK620 Escherichia, Salmonella, Shigella
Peptidazy Bobb, phiAGATE, SPP1, | Gram-pozitivni bak., Bacillus
phiNIT1 (fagy Bacillus)
Lyazy Hyaluronidazy | phiNIHI1, P9 Staphylococcus, Clostridium,
Streptococcus
Alginat-lyazy | PT-6, fag Azobacter Pseudomonas, Azobacter
Pektinové 015, AF Pseudomonas putida
/pektatoveé
lyazy

Tab. 4: Rozdéleni EPS — depolymerujicich enzymt dle jejich typu (misto Stépeni
cukernych vazeb), skupin (které cukry §t€pi), fagi (s kterym fagem jsou asociované) a biofilmt, kde jsou

ucinné (rozde€leni podle producenttl biofilmu). Vytvoreno na zakladé idaji v Pires et al. 2016.

Komer¢né dostupné solubilni EPS depolymerazy jsou bézné k dostani dvé.
Alginat lyaza (Sigma-Aldrich) a dispersinB (dspB) hydrolaza (Kane Biotech) (Pires et al.
2016). Jejich vyhodou je, Ze piisobi na rozpad biofilmu i bez pfitomnosti fagl, takika se

100 % ucinnosti (viz kapitola 5.1.4. E.Coli).
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Ty bakteriofagy, které napadaji producenty biofilmu, si pravdépodobné piinasi

s sebou v NK geny pro enzymy degradujici EPS (Hughes et al. 1998).

Rozpadem EPS dochazi k postupné degradaci matrix biofilmu. To umoziuje
jednak bakteriofagim lepsi ptistup do hlubsich vrstev — napadeni hluboko usidlenych
bakterii a zaroven otevieni cesty pro dalsi latky (napf. antibiotika) kterym, kvuli této

bariefe, byl pfistup k bakteriim omezen, ¢i pfimo znemoznén.

Obé¢ tyto formy degradujici biofilm by bylo mozno rozdélit z hlediska funkce
v zé&vislosti na cyklu faga. A to na 1) depolymerdzu potiebnou pro prinik bakteriofaga

a 2) disperzi novych viriont.

Depolymerdza asociovand s kapsidou slouzi k priniku skrze biofilm k
hostitelské bakterii, degradaci glykokalixu kapsule vedouci k zpfistupnéni receptoru a
navazani. Oproti tomu solubilni forma EPS — depolymerujiciho enzymu (napt. DspB) se pfi
lyze bakterie uvolni spole¢né s noveé vzniklymi viriony a diky své €¢inné difuzni schopnosti
se rychleji dostane k EPS, degraduje ji a tim vytvoii “Unikovou” cestu pro viriony smétujici

k dal$imu hostiteli.

Tyto depolymerazy, jak je vidét, rozrusuji biofilm nezavisle na tom, jestli je
jejich konkrétni hostitel pfitomen. Staci pouze, aby sloZeni biofilmu odpovidalo u¢inkim
depolymerazy. Napt. bakteriofag SF153b, specificky pro Enterobacter agglomerans,
obsahoval ve své kapsidé EPS depolymerazu, kterou vyuzival k tomu, aby mohl prostoupit
skrze biofilm a zpfistupnit si tak receptor pro vstup do bakterie. VéEtSina biofilmu byla
odstranéna jesté drive, nez doSlo k lyze bakterie (Hughes et al. 1998). Tento vyzkum nam
ukazuje moznost vyuZiti bakteriofdga s asociovanou depolymerazou, ktery dokaze rusit

EPS okam?Zité, aniZ by narazil na hostitelskou bakterii.

Bakteriofag PK1A se vyznacuje endosialidasovou aktivitou ¢asti ocasku, ktera

degraduje polysialovou kyselinu kapsuly E. Coli (K1) (Pelkonen et al. 1992).

Nejucinngj$im bakteriofagem by byl ten, ktery by byl schopen produkovat
velké mnozstvi EPS — depolymerazy a zaroven mél velky lyticky potencidl s tvorbou
nékolikanasobné amplifikovat. Po prvni lytické fazi by EPS-depolymeraza zpfistupnila
mnozstvi bakterii, které by bylo umisténo hloubéji pod ochranou biofilmu. Takto by
ze zaCatku nemusel bakteriofag prostupovat skrze kanalky, ale mohl by zacit ptisobit hned

na povrchové bakterie a postupné, rozvoliiovanim matrix, se dostdvat hloubé&ji az k
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podlozce, kde by, v nejlepSim pripadé, dokazala depolymeraza rozvolnit vazbu mezi

podlozkou a adheznimi molekulami, a tak zbyvajici biofilm zcela uvolnit.

Po identifikaci bakterii, které se ticastni infekci mocovych cest, je mozné vybrat

enzymy, které by rozlozili konkrétni biofilm CAUTL
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5. Terapie CAUTI

Vyuziti bakteriofagi na hubeni bakterii a zaroven na niceni biofilmi by mohlo
do budoucna patfit k rutinni zalezitosti a preventivné tak ochranit pacienty od
nemocni¢nich chorob. M¢li bychom se zaméfit na konkrétni bakteriofagy, ktefi maji v

biofilmech své hostitele.

Zasadnim faktorem je zjiSténi druhu bakterii (napf. molekuldrnimi metodami
jako jsou: denaturani gradientova gelova elektroforéza (DGGE), pyrosekvenovani,
kapilarni elektroforéza), které se podili na tvorbé biofilmu, anebo jsou ve vétSing
biofilmech piitomny a na tyto druhy zaméfit terapii. Na zéklad¢ téchto informaci by se mél
vybrat bakteriofdg, schopny infikovat tyto skupiny bakterii. Dal$i moznosti je vytvofit
koktejl bakteriofagi, ktery by dokdzal spoleéné zabranit/odstranit infekci. Bakteriofag by

mél, pro Gspésnost terapie, splitovat urcita kritéria:
1) velky hostitelsky rozsah (viz nize),
2) schopnost ptezit v podminkéch daném prostiedi (= v mo¢i — teplota, pH,....),

3) nemél by mit lysogenni ¢i transdukéni potencidl (viz kapitola 4.

Bakteriofagy),
4) schopnost u¢inné lyticky inaktivovat bakterie (Skurnik a Strauch 2006),
5) mit/nemit imunogenni potencidl — (viz kapitola 7.Vyhody a nevyhody),

6) geneticky dobfe manipulovatelny (napf. k inkorporaci genu pro dspB,

moznost rozsifeni jeho hostitelského rozsahu (viz kapitola 5.1.4 E.Coli),
7) zpisob podani a rozsifeni v systému (viz kapitola 6. Testy in vivo).

Bakteriofagy se vyznacuji svoji specifi¢nosti, ktera se mize u jednotlivych
druht liSit. Specificnost je ur€ena hostitelskym rozsahem. Hostitelsky rozsah by mél byt
Siroky a plsobit tak na vétSinu kmeni, ¢i dokonce druhi bakterii a tim zajistit uspéSnost
terapie. Pfikladem s velkym rozsahem je bakteriofag T4. K lyze 500 kmeni E. Coli z
mySiho GITu byly vyuzZity 4 kmeny bakteriofaga T4 (liici se délkou biciku a koncovych
vlaken), které stacily na potlaceni vSech E. Coli (Chibani-Chennoufi et al. 2004). Schopnost
bakteriofaga potlacit vSechny kmeny se zda na prvni pohled pro terapii pfinosnou. Musime

vzit v potaz fakt, Ze diky této schopnosti se bakteriofag ptipravuje o svoji specifi¢nost, jejiz
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vyhodou bylo napadani konkrétnich kmeni a ignorovani pro organismus dualezitych bakterii
(napf. sttevni mikroflory) (Skurnik a Strauch 2006). Dalsi vyzkumy by se mély zaméfit na

bezpecné zvetSovani hostitelského rozsahu.

Pro niceni EPS by mél bakteriofdg obsahovat gen produkujici EPS
depolymerujici enzym. Ukazuje se, Ze takovéto druhy, které jsou schopny indukovat lyticky
cyklus a zaroven ptirozené¢ produkovat EPS-depolymerazu skutecné existuji (Hughes et al.
1998). Ale jejich izolace a kultivace je prakticky nemozna. NasStésti mizeme pomoci

genového inzenyrstvi podobného bakteriofaga vytvofit (viz nize).

Co se tyka mocovych katetrii, tak jak jsme zjistili, procentudlné nejvice
zastoupenymi skupinami jsou druhy Escherichia Coli, Enterobacter cloacae a Klebsiella
pneumoniae. Tito zastupci byvaji pii CAUTI pfitomni ve vétSing ptipadi. Bakteriofagovou

terapii bych zaméfil na tyto bakterie a na jejich niceni.
5.1. Druhy

5.1.1. E. Cloacae

P11 studii pisobeni bakteriofagl na né€kolik kment E. Cloacae se potvrdil velky
potencial fagové terapie. V pokusu (Pereira et al. 2016) se zkoumaly 3 druhy fagu a jejich
efektivita inaktivace E. Cloacae na fosfatovém pufru (phosphate buffered saline, PBS)
a v moci. Fagy byly pouzity individualné a v kombinacich jako koktejl. Z fagh E2, E3, a E4
se vytvarely koktejly, které nicili u¢innéji kmeny E. Cloacae, nez kdyz byly fagy pouZity
samostatné. Pii plsobeni jednotlivych fagi dochazelo ke zniceni kmenti E. Cloacae,
pficemz nejucinnéjSim fagem byl E4 dale E3 a nejméné ucinny E2. VyuZiti koktejli dvou
fagh vedlo k lepSim vysledkiim, az na kombinaci fagi E3/E4. Pravdépodobné oba tyto fagy
vyuzivaji stejny receptor pro vstup do bakterie a tim se omezuje u¢innost pisobeni (Pereira
et al. 2016). NejucinngjSim v inaktivaci E. Cloacae, ktera se vyskytovala v moci, byl
koktejl E2/E4. Moc¢ svym pH snizila efektivitu koktejlu, ale 1 ptfes to doSlo ke zniceni
bakterii. Bakteriofagové E2/E4 byly dostate¢né viabilni a pfezivali v moc¢i po 12 hodin

(Silva et al. 2014).

Zajimavé bylo zjisténi, ze pii pokusech dokazaly fagy nicit nejenom E.
Cloacae, ale 1 dalsi druhy bakterii z rodiny Enterobactereaceae (E. coli AN19 a Shigella
flexneri DSM 4782) (Pereira et al. 2016).
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Fakt, Ze jejich geneticka informace neobsahuje geny pro produkci toxinu, ATB
rezistence Ci integrasové enzymy z nich déla adepty pro vyuziti v bakteriofagové terapii

pfi léeni CAUTL
5.1.2. K. Pneumoniae

Pro druh K. Pneumoniae byl testovan fag KPO1K2 vykazujici velky hostitelsky
rozsah, pfi kterém byl schopen napadnout 7 z 25 klinicky testovanych kment K.
Pneumoniae (pro dalsi testy byly vyuzity kmeny B5055 a 43816) a Escherichia coli
(ATCC 25922). Jeho tucinnost a schopnost lyzovat bakterie byla v rozsahu pH 4-11,
pricemz maximalni stabilitu vykazoval pti pH 7. Fag byl schopen infikovat v rozsahu teplot
od 25-40 °C, kde se teplota 37 °C pro n¢j jevila jako nejptinosnéj$i a malé odchylky od této
teploty neznamenaly pro jeho funkci zasadni problém. Fag byl testovan na mySich za
ucelem léceni infekci mocovych cest, kde pro tuto moznou terapii bylo pfinosné, ze po
intravenoznim injikovani se titr bakteriofagli mezi krvi, ledvinami a mocovymi cestami
lisil, a to tak, Ze z krve po byl fag odstranén diive nez z ledvin a mocovych cest. Diky
tomuto faktu, hostitelskému rozsahu, pH a teploty pfi, které je schopen lyzovat bakterie, se

stava dalsim moznym adeptem pro fagovou terapii CAUTI (Verma et al. 2009).

5.1.3. E. Coli

Timothy K. Lu a James J. Collins 2007 geneticky upravili bakteriofaga T7
(obr. 4) specifického pro E. Coli inkorporaci genu pro EPS-depolymerazu, konkrétné
pro dispersin B (DspB). Aby zajistili silnou expresi toho proteinu, zvolili jako misto pro
vloZzeni genu oblast, jeZ je pod kontrolou silného @ 10 promotoru (obr. 5). K pokusu pouzili
E. Coli TG 1, ktera produkuje silny biofilm. Kvili pfitomnosti F-plasmidu v TG1 se nemohl
fag T7 replikovat, a tak byl do jeho genomu zakomponovan navic i gen 1.2 z fdga T3, ¢imz
se zvétsil jeho hostitelsky rozsah a mohlo dochézet k jeho replikaci, aniz by byla omezena
jeho lytickd schopnost. Tento fakt zndzorfiuje mozny zpusob genetickych modifikaci
za ucelem rozs$ifeni pusobnosti fagl. Takovyto fag se stava univerzalnéjSim v souvislosti
sjeho pouzitim vcetné inkorporace odliSnych gent pro EPS-depolymerdzu s cilem

specifictéjsiho a ucelngjsiho plisobeni na odlisné druhy biofilmi.

K porovnani ucinnosti pokusu (Lu a Collins 2007) byl vytvofen kontrolni
T7control fag bez genu dspB, jeZz byl pouzit na kontrolni biofilm. Po 48 hodinach od

infikovani fagy, m¢l biofilm, na ktery bylo plisobeno T7apss, 0 4,5 fadit mensi hustotu
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osidleni E.Coli. NejzasadnéjSim faktem se vSak stalo procentualni zmenseni biofilmové

masy po 48 hodinach ve srovnani s kontrolnim biofilmem, a to o0 = 99.997 %.

T7 fag s DspB genem
lyza-->uvolnéni faga a DspB

| W - e r
--> rozsiteni po bioflmu dalsi infikovani

infikovani 3

¢ DepB 5,
replikace a exprese DspB

Obr. 4: Geneticky upraveny fag T7 s genem pro DspB, upraveno dle (Lu a Collins 2007).

A T7select415-1 genome

Bcll site 010 promoter Td terminator

;’;’ | | 108 ] | ﬁl

B DspB-expressing T7DspB genome

Bcll site Bell site  ¢10 promoter ¢10 promoter T¢ terminator

—— T3 gene 1.2 —//—I—@ | II dspB Il | /F

C non-DspB-expressing T‘/cmmI genome
Bell site Bcll site  $10 promoter Td terminator
sl
T3 gene 1.2 /a 10B-S-Tag 1F

Obr. 5: Genom faga geneticky upraveného pro nic¢eni biofilmu, upraveno dle Lu a Collins
2007. (A) Fag s Bcll sekvenci a capsidovym genem (10B). (B) fag exprimujici DspB (gen v blizkosti
silného promotoru 10, obsahujici T3 gen 1,2 (zvétSeni hostitelského rozsahu) a kapsidovy gen (10B).
(C) kontrolni fag bez genu pro DspB, obsahujici T3 gen 1,2 (zvétSeni hostitelského rozsahu), obsahujici
kontrolni 10B-Stag gen pro kapsidovy protein (rozpoznani od typu (B)).
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Prozatim nejzajimavéj$Sim adeptem pro terapii je geneticky modifikovany
bakteriofag T7 pro E. Coli vytvoieny Lu a Collins. Funkcnost tohoto modelu nam dava
nadé&ji pro vytvoreni bakteriofaga, ktery by s jistotou mél svého hostitele v biofilmu, a ktery
by s sebou nesl gen pro EPS-depolymeracni enzymy. Dilezitym faktorem pro GspéSnost
faga bude ziskana schopnost infikovat vice kment stejného ¢i odliSnych druhti. Po tomto
zvetseni hostitelského rozsahu se zvétsi 1 pravdépodobnost infekce fagem. DalSim krokem
by mélo byt prozkoumdni slozeni a pfesné struktury EPS biofilmu katetru. Musime se
rovnéz ujistit, zda by pouzity DspB znicil biofilm CAUTI. Pokud ne, mohla by se najit jina

specifictéj$i/ucinngjsi depolymeraza, tak jak interpretoval (Lu a Collins 2007).
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6. Terapie in vivo

Prvni studie, ktera prob¢hla na lidskych dobrovolnicich byla studie bakteriofaga
T4 pro intestindlni E. Coli. Vysledek terapie sice neukazal kladné hodnoty, co do zmény
poctu E.Coli, ale prozradil nam, ze pii oralnim podanim bakteriofaga nedochazi
k mobilizaci imunitniho systému vii¢i fagim a ani k zddnym dal§im zdvaznym (pouze
sucho v ustech, zvySena peristaltika stiev, ...) vedlejSim U¢inkiim. Po tydnu od podani,
nebyly po fazich nalezeny zadné stopy. NeuspéSnost terapie je prisuzovana malému
hostitelskému rozsahu faga T4, ktery byl vybran hlavné z diivodu dokonalé znalosti jeho
genomu, a jistoty, Ze neobsahuje zadné toxické geny (Bruttin a Briissow 2005). Dalsi
vyzkumy ale ukézaly, Zze fag imunitnimu systému jednoduse neproklouzne. Pfi podavani
faga T4 pitnou vodou mySim po dobu 240 dni se v prubchu pokusu zacaly vytvaret
protilatky (IgM, IgG a IgA) (Joanna Majewska et al. 2015). Podavani stejnych fagh vede u
organismu, ktery se s timto antigenem jiz setkal, k daleko rychlejsi tvorbé protilatek a
zniceni fagl hostitelkou imunitou. Proto by méla byt terapie navrhnuta tak, aby se u¢inn¢ a
co nejrychlejSim zplisobem infekce odstranila. Dale by u 1é¢eni CAUTI bylo lepsi vyuziti
lokalniho podani fagh. Tim by se zabranilo ztratdm, ke kterym pfi intravenoznim podanim
dochazi (pfi podani faga T4 mySim intravenozné, bylo po 30 minutdch pomoci
Kupfferovych bun¢k jater zniceno pies 99% fagi (Inchley 1969)). Pti lokalnim podani je
navic mensi pravdépodobnost, Ze dojde k vytvofeni k reakci s hostitelskou imunitou a

vytvofeni protilatek.
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7. Vyhody a nevyhody

7.1.Nevyhody

Zjistujeme, ze spousta bakteridlnich populaci se stdva rezistentni nejen proti
ATB, ale 1 proti bakteriofagiim, v jejichz pfitomnosti dokazou bakterie ptezivat. Tato
rezistence je zalozena na zménach v bakteridlnim genomu vedouci napiiklad ke zméné
povrchovych receptorii bakterie, na¢ez fag miize odpovidat prestavbou svého vlastniho
genomu a zménou receptoru, ¢i vyuziti jiného receptoru bakterie (Heller 1992). Bakterie
jsou schopny produkce restrikénich endonukledz rozrusujicich DNA faga a tim ho znicit.

Dale bakterie imponuji fenotypickou rezistenci, kterd se miize projevit (Bull et al. 2014).:

1) Zmeénou exprese receptoru na zakladé produkti lyzovanych

bunék, coz vede ke snizeni adsorpce bakteriofaga.

2) Snizeni adsorpce na zékladé¢ fyziologického stavu bakterie.
3) Blokovanim receptorti fagovymi proteiny, uvolnénymi béhem
lyze bunky.

Casté mutace fagli mohou vést ke ztratd schopnosti infikovat dalsi bakterie

(Filippov et al. 2011).

Pii enzymatické degradaci EPS dojde k uvolnéni bakterii a zpfistupnéni
receptort pro infekci fagy, ale zaroven se tak otvird prostor pro jiné druhy bakterii, které
zaCnou pracovat na tvorb¢ biofilmu na zéklad¢ svych vlastnich EPS, které enzym nemusi
ni¢it. Timto zpiisobem by se ve vysledku stavba biofilmu po pisobeni EPS-depolymerazy

mohla naopak posilit (Walker et al. 2007).

Diive neZz by se terapie mohla zavést, musi byt zajiSt€éno nékolik zasadnich
informaci tykajicich se: vysledkti klinickych testi na zvifecich modelech vcetné
farmakokinetiky, screeningu fagi vhodnych pro terapii (nesmi obsahovat toxiny a geny pro
n¢) (Merril et al. 2003), problematiky rezistentnich kmenti bakterii, interakce fagh
s hostitelskou imunitou, zpiisobu vylouceni fagii organismem, uvoliiovani toxickych latek

z lyzovanych bakterii (Schoolnik et al. 2004)

Imunogenni potencial faga by mohl byt pro terapii pfinosny i nepiinosny. Fag
by mohl svoji pfitomnosti v organismu hostitele mobilizovat slozky imunitniho systému,

které by zacaly rozpoznavat faga, zatoCit na néj a eliminovat ho ze systému. Na druhou
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stranu, piiniceni biofilmu, lyze bunck a odhalovani dalSich bakteridlnich receptorii by
mohlo dojit k aktivaci imunitniho systému, ktery by zacal odstraniovat bakterie piitomné
v biofilmu. Dal§i vyzkumy by se proto mély zaméfit na aktivaci imunitniho systému, ktera
by pro terapii byla prospénd. To znamena imunitnimu systému nenapadny fag s velkou

ucinnosti.
7.2.Vyhody

Jako vyhodu terapie mizeme povazovat specificnost fagi, které se dokdzou
zaméfit na konkrétni bakterialni kmeny. Na druhou stranu by terapeuticky nejvyhodnéjsi
fag m¢l umét lyzovat vétSinu kmenti bakterialnich druhti, protoze v ptipad¢, ze by doslo k
vyvoji bakteridlni rezistence, nemohl by pfili§ specificky fag uspésné dokoncit lyticky

cyklus (Faustino et al. 2009).

Bakterialni rezistence, vyvinuta v dusledku ptisobeni fagl, vedla ke vzniku
rezistentnich mikrokolonii, které mély viditeln¢ mensi velikost nez nerezistentni kmeny.
Nerezistentni kmeny byly viditelné po 24 hodinach, kdezto rezistentni kmeny se ukazaly az
po 5 dnech (Pereira et al. 2016). Tento poznatek naznacuje, Ze vyvinuta rezistence ovlivnila
fitness bakterie, coz by prirozen¢ vedlo k jeji eliminaci z prostfedi a nahrazeni ostatnimi
bakteriemi. Vysledkem vyvinuti rezistence bylo zabranéni infekce na tkor fitness bakterit,

coz mélo vliv i na patogenitu bakterii (Mateus et al. 2014).

Dle review (Chan et al. 2013) ma velky potencidl vyuziti bakteriofagového
koktejlu, ktery se ve vétSiné pripadli setkava s tspéchem. Diky koktejlu se da piekonat
rezistence bakterii vi¢i fagm a moznost ptisobit jednou substanci na vice kmenti a nékdy
dokonce 1 druhii. Vybér koktejlu by mél byt zaméfen na kmen s nejpocetnéjSim
zastoupenim pii infekci. Néasledn€ by mohlo pfijit oSetfeni koktejlem, ktery by se zaméfil
na ostatni ucastniky infekce. Takhle by ide4dlné mohly vzniknout konkrétni koktejly pro

konkrétni pacienty.

Levin a Bull shrnuji, Ze pro vyléceni infekce by stacilo, kdyby se hustota
patogennich bakterii dostala na aroven, pii které by se imunitni systém hostitele dokazal

o zbytek bakterii postarat (Levin a Bull 2004).

Vyhodou bakteriofagh je oproti bakteriim fakt, Zze jejich lokalni podani a
vypocet mnozstvi nemusi byt tak tézky jako pfi nastavovani optimalni davky u ATB. ATB
se navic potykaji s dalSimi nesndzemi v podobé Spatného priniku k bakteriim, casté

degradaci hostitelskymi enzymy atd. Bakteriofag si prakticky sam kontroluje svoji
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koncentraci tim, ze s v bakteriich mnozi a postupné se rozsifuje. ATB by mohla byt vyuzita
spolecné s bakteriofagy, ale musi se myslet na fakt, Ze bakteriofag si potfebuje najit
bakterii, ve které by se replikoval. Nejcasteji to bude bakterie, ktera je pfistupna jako jedna
z prvnich, a to znamend, ze se vyskytuje i v dosahu ATB. Je zapotiebi podani téchto dvou

slozek zajistit tak, aby nebylo kontraproduktivni.
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8. Zavér

Infekce mocovych cest zplisobené katetrizaci patii k nejpocetnéjSim
nozokomialnim nemocim. Cilem mé prace bylo zjistit, které bakterialni druhy se ucastni
infekci mocovych cest zpusobenych katetrizaci. Nejcastéj$imi bakteridlnimi druhy byly
E. Coli, K. Pneumoniae, E. Cloacae, pricemz se vysledky jednotlivych studii ¢aste¢né
lisily. Diky cCetnosti jejich vyskytu jsem zvolil bakteriofagy, které by tyto druhy dokazaly
zahubit. U vSech téchto vyzkumi se terapie setkala s uspéchem vedoucimu k lyze bunky v
prostiedi podobném mocovych cest a u nékterych i k odstranéni biofilmu. Dale prace
ukazuje moznost vyuziti geneticky upravenych fagi schopnych pfenosu gent pro DspB,
ktery enzymaticky dokazal rozruSit pires 99 % biofilmové matrix. Vytvoreni
bakteriofagového koktejlu s t€émito vybranymi bakteriofagy by mohlo vést k ubytku
biofilmu a ke zniceni infekce bez pouziti ATB. Moznost kombinace bakteriofagové terapie
s ATB se vSak nevyluc€uje. V dalSich studiich by bylo zapottebi zjistit, s jakou ucinnosti

dokazou bakteriofagové spolupracovat pifi pouziti koktejli a ATB.
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