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ANOTACE
KARASKOVA, T. Propionibacterium acnes. Pardubice, 2021. Bakalaiska prace. Univerzita

Pardubice, Fakulta chemicko — technologicka. Vedouci prace: Ing. Kvéta Korycanova, Ph.D.

Bakalafska prace se zabyvad charakteristikou a onemocnénimi zplsobenymi bakterii
Propionibacterium acnes. Popisuje 1 zakladni charakteristiku rodu Propionibacterium, jejich
metabolismus a produkci vyznamnych latek véetné vitaminu Bi» a kyseliny propionové. Dliraz
je kladen 1 na lécbu onemocnéni vzniklym z divodu plsobeni této bakterie na lidsky

organismus. V neposledni fad¢ je zde uvedena i tvorba biofilmu a jeho vyznam.
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TITLE

Propionibacterium acnes

ABSTRACT

The bachelor thesis is focuses on the characteristics and diseases caused by Propionicterium
acnes. It also describes the basic characteriristics of the genus Propionibacterium, their
metabolism and production of other substances including vitamin B> and propionic acid.
The emphasis is also placed on treatment of diseases caused by this bacteria on the human body.

Last but not least, present the biofilm formation and its importance.
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UvVOD

Bakterie rodu Propionibacterium ziskaly své pojmenovani podle schopnosti produkce kyseliny
propionove jako vedlejSiho produktu svého metabolismu. Propionibacterium acnes patii mezi
bézné komenzaly lidské pokozky, sliznic a traviciho traktu. Pfi naruseni rovnovahy kozniho
mikrobiomu vS$ak tato bakterie miize pasobit jako silny patogen vyvolavajici tvorbu zanétlivého
kozniho onemocnéni — acne vulgaris. Propionibacterium acnes je rovnéz bakterii tvofici
biofilmy komplikujici Iécbu akné a vyvolavajici infekce riiznych protetickych materiali. Podle

védeckych studii je tato bakterie pfispivajicim faktorem rozvoje prostatické rakoviny.

Hlavnim cilem bakalafské prace je soustfedit se na onemocnéni vyvolané bakterii

Propionibacterium acnes a moznosti jejich 1é¢by.
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1 Charakteristika rodu Propionibacterium

1.1. Zakladni charakteristika

Bakterie rodu Propionibacterium byly prvn¢ izolovany a popsany v polovin¢ dvacatého stoleti
Eduardem von Freudenreichem, Orla-Jensenovou a van Nielem, ktefi tyto bakterie klasifikovali

do ttidy Acinobacteria, tad Aktinomycetales a Celedi Propionibacteriaceae.

Propionibacterium jsou grampozitivni, nesporulujici pleomorfni ty¢inky, produkujici kataldzu.
Jejich délka je 1-5 um. Tato skupina bakterii ma vysoky podil G+C bazi, vétSinou pohybujici
se v rozmezi 65-67 % v zavislosti na druhu. Z hlediska metabolismu se jedna o aerotolerantni
anaerobni az fakultativné anaerobni bakterie. VéEtSina Propionibacterium jsou mesofilnimi
bakteriemi, optimalni podminkami pro jejich rist je teplota 30 °C a neutralni pH. Nejsou odolné

vici vysokym ¢i nizkym teplotam, vysoké koncentraci NaCl, kyselému pH a aktivité vody.

Bakterie produkujici kyselinu propionovou jsou obvykle mensi velikosti, builkky maji tvar

pfipominajici spiSe koky ¢i pismen V a Y (Gautier, 1999).

1.2. Skupiny rodu Propionibacterium

Bakterie rodu Propionibacterium ma dvé hlavni skupiny: koZni a klasické (n¢kdy uvadeéné
jako mlécné). Kozni Propionibacterium jsou povazovany za primarni lidské patogeny
Vyskytuji se na lidské kiizi, na sliznici dutiny ustni a sliznici gastrointestindlniho traktu.
Na rozdil od klasickych propionibakterii jsou schopné produkovat indol a zkapaliiovat Zelatinu

Jedna se o druhy P. acnes, P. avidum, P. granulosum a P. propionicum.

Druhéd skupina zahrnuje Kklasické Propionibacterium, které maji své vyuziti predevSim
v potravinaiském a farmaceutickém pramyslu. Tato skupina se dale rozd€luje na dva poddruhy.
Do prvni podskupiny fadime druhy P. acidopropionici, P. jensenii a P. thoneii. Druhé zahrnuje
druh P. freudenreichii se svymi dvéma poddruhy — P. freudenreichii subsp. Freudenreichii
se schopnosti redukovat nitraty a P. freudenreichii subsp. shermanii, kterd ma schopnost

fermentace laktozy diky pfitomnosti enzymu B-D-galaktosidazy.

VSechny bakterie rodu Propionibacterium tazené do skupiny klasickych, maji schopnost
fermentace a jsou schopné produkce spousty vyznamnych metabolit. Pfikladem je produkce
vitaminu H a skupiny B — B2, Bo, kyseliny propionové, ¢i trehaldzy. Bakterii produkujicich

kyselinu propionovou (oznacovany jako PAB) se vyuziva pfi vyrobé syrti a zavaienin, kde
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se tato latka uplatituje jako konzervant chranici produkty pfed napadenim plisnémi ¢i
kvasinkami. Konzervace vznikd v disledku fermentace laktatu na propionovou a octovou
kyselinu Dalsi vyuziti nachazeji jako ptisady krmiv hospodaiskych zvirat, kde plni funkci
probiotik, pomahaji vstiebavani Zeleza a vapnikt diky produkci vitaminu B> a téZ plni funkci
konzervantu krmiva. Diky jejich pfidavkim do krmiv mladych zvifat dochéazi k jejich

rychlejSimu rustu.

PAB stimuluji rist bakterii rodu Bifidobacterium v zazivacim traktu, chrani organismus
pied pisobenim patogennich mikroorganismti a mykotoxint. TéZ stimuluji imunitni systém
a snizuji mutagenni ucinky fekalnich enzymi. Zajimavosti je apoptické plisobeni bakterie
P. freudenreichii subsp. Shermanii na rakovinotvorné buiky v tlustém stfevé v dusledku

produkce octové a propionové kyseliny (Cousin, 2016).

Do rodu Propionibacterium tadime 1 novy druh P. cyclohexanicum. Nejedna se sice o bakterii
vyskytujici se v mlénych vyrobcich, jelikoz byla izolovana ze zkazené pomerancové §tavy,
ale z vysledkti rRNA sekvence se potvrdilo, ze ma navaznost na P. freudenreichii (Gautier,

1999).

1.3. Biosyntéza kyseliny propionové
1.3.1. Vlastnosti a vyuziti PA

Kyselina propionova (C:HsCOOH) je dilezity meziprodukt chemickych reakci. Predev§im
se vyuziva jako konzervacni latka (E280), jelikoz inhibuje rist kvasinek a plisni. AZ 80 %
syntetizované PA se vyuziva pfi konzervaci potravin a krmiv pro zvifata. Své vyuziti taktéz

nachazi pfi syntéze celulézovych vlaken, herbicidi, parfémi a 1é¢iv.

Jednd se o organickou kyselinu fadici se do skupiny karboxylovych kyselin. Kyselina
propionova je bezbarva, pii pokojové teploté ve vodé rozpustnd latka s charakteristickym
Stiplavym zapachem. V soucasné dob¢ se pro vyrobu propionové kyseliny pouzivaji
petrochemické procesy s vyuzitim hydrokarboxylace ethylenu. V posledni dob¢ vsak dochazi
k nedostatku zdrojii a znacnému znecisténi Zivotniho prostfedi témito procesy, proto svoji
pozornost dostavaji metody ziskavani kyseliny propionové z obnovitelnych zdroja

(Piwowarek, 2018; Ahmady, 2017).
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1.3.2. Proces biosyntézy PA

V soucasnosti jsou znamy tii procesy biosytézy PA. Prvni z nich vyuziva bakterii Clostridium
propionicum, Bacteroides ruminicola a Megasphauera elsdenii. V prvni fazi je pyruvat cestou
glykolyzy pfeménén na laktat pomoci enzymu L-laktat dehydrogendza. Nasledné je generovan
laktoyl-CoA v pfitomnosti protionat-CoA transferazy a nasledné premeénén na akryloyl-CoA
dehydrogenazovou aktvivitou. V kone¢ném kroku je akryloyl-CoA redukovan na propionyl-
CoA. Tento zpusob je vSak neucinny, jelikoz sloucenina akryloyl-CoA se jevi jako toxicka

pro bakterialni bunky.

Druhym zpasobem ziskavani PA biosyntézou je fermentace propandiolu. Nékteré bakterie
jsou schopny z laktatu, deoxyacetonu a deoxy cukri (ramnéza, fukéza) syntetizovat 1,2-
propandiol. Jedna se predev§im o bakterie rodu Lactobacillus nebo bakterii Salmonella
enterica. Vytézky PA zavisi na pouziti vychozi slouceniny. Nejvétsi vytéznost vykazuje pouziti
deoxy cukrii jako zdroje uhliku, avSak dominantnim produktem této cesty biosyntézy je

kyselina octova.

Tteti moZnosti, kterou vyuZivaji i bakterie rodu Propionibacterium, je Wood — Werkmanova
cesta biosyntézy PA. Jedna se o nevhodnéjsi cestu biosyntézy PA. Kromé bakterii rodu
Propionibacterium tuto cestu vykazuji bakterie Veilonellea alcalescens a Selenomonas
ruminantium. Propionibacterium vyuzivaji celou fadu zdroji uhliku, nejcastéji glukozu,
pyruvat, kyselinu mlé¢nou ¢i xyloézu. Tvorba kyseliny propionové je doprovazena tvorbou
acetatu. Vyhodou je, Ze timto procesem nedochazi k syntéze zadnych meziproduktd, které by
m¢ély na bakterie toxicky vliv. Mensim problémem mutize byt okyseleni prostiedi v disledku
produkce kyselin, ¢imZ dochazi k inhibici rstu bakterii a snizovani vytéZnosti PA. Tento
problém se vSak fteSi neutralizaci prostiedi. Maximalni teoretické vytézky jsou 54,8

hmotnostnich % kyseliny propionové (Ahmady, 2017).

Zahajovacim krokem je reakce pyruvatu, vzniklého glykolyzou, na oxalacetat, z které¢ho
katalyzovanou reakci enzymem methylmalonyl-CoA karboxytransferaza vznika malat. DalSimi
enzymaticky katalyzovanymi reakcemi vznikaji fumarat a nasledné sukcinat, sukcinyl-CoA,
z kterého vznikd vychozi sloucenina Wood — Werkmanova cyklu — methylmalonyl-CoA.
Cestou Wood — Werkmanova cyklu vzniké propionyl-CoA, z kterého je nasledné za plisobeni
enzymu CoA-transferaza uvolnén CoA, ¢imZ vznika propionat — tedy kyselina propionova

(Piwowarek, 2018).
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1.4. Biosyntéza vitaminu B:

1.4.1. Vlastnosti a aéinek vitaminu B12

Vitamin B12 (kyanokobalamin) je dulezity pro krvetvorbu, riist organismu a spravnou funkci
nervové soustavy. Uastni se metabolismu sacharidd a lipidii a podporuje imunitni systém. Jeho
nedostatek se projevuje psychickymi obtizemi, anémii, slabosti a celkovou unavou.
Doporucend denni davka (DDD) pro dospélého Cloveka Cini 2,4 pg bez rozdilu na pohlavi
(jedna se o jedince >14 let). V gravidité a pii kojeni jsou DDD vyssi, a to 2,6 — 2,8 ug
(Cermékova, 2005).

Vitamin B2 spada do skupiny latek s kobalaminovou skupinou, které se déli na 4 formy podle
toho, jakou skupinou je kobalt nahrazen: miZe se jednat o CN—skupinu (kyanokobalaminy),
OH-skupinu  (hydroxokobalaminy), = CH-skupinu  (methylkobalaminy) a  deoxy—
adenosylcobalaminy s deoxyadenosyl jednotkou (Piwowarek, 2018; Burgess, 2009).

Kobalaminova molekula je slozena z tetrapyrrolového jadra, které je vytvofeno spojenim
byt napfiklad adenosin ¢i 5,6-dimethylbenzimidazol (DMBI), ktery je odpovédny

za terapeutické ucinky vitaminu Bis.

Neékteré bakterie a archea jsou schopné produkovat tzv. pseudovitamin Bio. Jednd se
o slou€eninu, kterd misto DMBI v dolni poloze na centralnim uhliku makrocyklické slouceniny
obsahuje jiny substituent, naptiklad adenosin. JelikoZz tato slouc¢enina neobsahuje jiz zminény
DMBI, nema na lidsky organismus terapeuticky ucinek. Bakterie rodu Propionibacterium maji
schopnost aerobni cestou preménovat neaktivni pseudovitamin na aktivni formu vitaminu B>

(Piwowarek, 2018).

1.4.2. Primyslova vyroba vitaminu Bi2

Dtive byl komer¢ni vitamin B> chemicky syntetizovan, avSak od tohoto zplsobu vyroby
se upustilo kviili své narocnosti (proces vyzaduje az sedmdesat krokll) a vysokym nékladiim
na vychozi latky. Chemicka syntéza byla nahrazena biosyntézou s vyuZzitim anaerobnich
bakterii, predev§im Propionibacterium freudenreichii a Pseudomonas denitrificans. Vétsi
vynosnost ma Pseudomonas denitrificans, proto je vyuzivana castéji (az ze 2/3), avSak finan¢ni

naroky na vyrobni proces jsou u obou druhti bakterii stejné (Gautier, 1999).
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1.4.3. Proces biosyntézy vitaminu Bi12

K biosyntéze vitaminu B> u bakterii dochdzi dvéma mechanismy — aerobni a anaerobni
cestou. Aerobni cesta vyzaduje pfitomnost kysliku, jelikoz bakterie obsahuji COB geny
slouzici k produkci enzymu zavislych na kysliku. Naopak bakterie s anaerobni cestou produkce
maji CBI geny, které kdduji enzymy na kysliku nezavislych. Bakterie rodu Propionibacterium
vyuzivaji oba mechanismy, maji tedy ve své genetické vybavé COB i CBI geny. K produkeci

enzymu dochazi v plazmidech bakterii (Piwowarek, 2018; Burgess, 2009).

Prekurzorem syntézy vitaminu Bi> je kyselina 5-aminolevulovd (dale jen ALA), ktera je
syntetizovana dvéma dil¢imi cestami — C4 a C5. C4 cestou vznika ALA kondenzaci glycinu
a sukcinatu (sukcinyl-Co-A) katalyzovanou enzymem aminolevuldt-synthdzou. Anaerobni
bakterie, véetné Propionibakterii, vyuZivaji C5 cestu, kdy je ALA produkovéna z glutamatu
sledem nékolika reakci. Glutamat je pfidan k tRNA za pisobeni enzymu glutamyl-tRNAglu-
syntetaza Tato enzymatickd reakce vyzaduje dodani energie ve formé jedné molekuly ATP.
Nasleduje redukce tRNA na GLU-1-semialdehyd a nasledné katalyticka reakce této slouceniny
enzymem GLU-1-semiandehydaminotransferdza na 5-ALA. Nasleduje transformace osmi
molekul ALA na porfobilinogen (PBG) za pomoci enzymu PBG-syntazy. Polymerizaci ¢tyf
molekul PBG vznikd preuroporfyrinogen a z ného inverzi a cyklizaci biologicky aktivni
uroporfyrinogen III (urogen III). Reakce jsou katalyzovany enzymy hemB, hemC, hemD,.
K nasledujicim krokilim biosyntézy je nutna pfitomnost kysliku, jedné se tedy o aerobni cestu.
Enzymy Ucastnici se reakci jsou kddovani geny s cob prefixem. DlleZitou soucasti biosyntézy
je enzymaticky komplex BlueB/CobT2 — redukci slou¢eniny FMNH> enzymem BlueB dochazi
k syntéze terapeuticky aktivni latky DMBI, ktera je aktivovana enzymem CobT?2 a to tim, ze ji
zavadi do molekuly kobinamidu (neaktivniho prekurzoru vitaminu Bi2), ¢imZ dochazi
k vytvoteni aktivniho kobalaminu (jiz aktivni vitamin B> s terapeutickymi U€inky) (Deptula,

2015; Burgess, 2009).

Jelikoz bakterie rodu Propionibacterium vyuzivaji oba mechanismy biosyntézy, je dilezité
dodrZovat nasledujici podminky — v prvnim kroku je nutnd anaerobni kultivace, aby doslo
k vytvoreni kobinamidu. V nésledujicim kroku je nutné provzduSnovani kultury, aby doslo
k navazani niz§iho ligandu, tedy DMBI na centralni uhlik kobinamidu. Taktéz je nutné dodrzeni
neutralniho pH a optimalni teploty, odstranéni produktti kvaseni (mlé¢né a octové kyseliny)
a obohacovani sloucenin slouzicich k produkci vitaminu Biz. Témito slouCeninami se rozumi

kobaltové ionty, glycin, ALA ¢i DMBI (Piwowarek, 2018).
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Obrazek 1. DIIci cesty biosyntézy vitaminu B> prevzato z Kinatpapan,2002
1.5. Kultivace

Bakterie rodu Propionibacterium rostou na komplexnich pidach jako BHI bujon dobte, ale
velmi pomalu diky ¢emuZz muiZe dochazet ke kontaminaci a neschopnosti izolovat ¢istou
kulturu. Pti optimalnim pH, teploté 30 °C a anaerobnim prostfedi rostou az 2 tydny, proto se
pro jejich kultivaci pouzivaji prfedevsim selektivni média. V dnesni dobé se vSak spise dava
pfednost vyuziti molekuldrnich metod k jejich rychlejsi detekci. PredevSim se pouziva
kvasni¢ni extrakt s laktdtem sodnym jako zdrojem uhlohydratu. Médium se Casto obohacuje

agarozou. Po 5 az 6 dnech kultivace jsou vysledkem rtizn€ zbarvené kolonie s primérem 2 mm.

Tabulka 1. Zbarveni kolonii Propionibacterium na médiu s kvasnicnym extraktem, prevzato a upraveno
z Gautier, 1999

P.acidipropionici Krémové

P. freudenreichii Krémové

P. jenseinii

Oranzové nebo cihlové Cervené

P. thoenii

Cihlové ¢ervené
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Dale se vyuziva selektivni medium s komerénim ndzvem Pal Propiobac®. Toto médium
obsahuje substrat glycerol, bromkresol purpur, lithium pro inhibici bakterii mlééného kvaseni
a antibiotika pro potlaceni rustu gram-negativnich bakterii. Vyrostlé kolonie propionibakterii
jsou hnéd¢ zbarvené s priimérem vice jak 0,5 mm. Kolem kolonii se vyskytuje Zluty dvorec

vznikly v diisledku poklesu pH pii fermentaci glycerolu (Gautier, 1999).

19



2 Propionibacterium acnes

2.1. Historie

Bakterie Propionibacterium acnes byla poprvé zaznamenana dermatologem P.G. Unnou roku
1896 pii jeho histologické studii ,,Cernych teCek*. Vzhledem k tomu, ze morfologicky je velice
podobna bakteriim druhu Corynebacterium, byla roku 1923 pod nazvem Corynebacterium
parvum nejprve zarazena mezi n€. Po identifikaci vztahu ke kysliku a vzhledem k povaze

katabolickych procest byla pozdé&ji pfefazena do rodu Propionibacterium (Knobler, 2004).

2.2. Charakteristika

Propionibacterium acnes je anaerobni, aerotolerantni, gram-pozitivni bakterie nachdzejici se v
mazovych zlazach, na povrchu lidské kiize, spojivce, zevnim zvukovodu, na sliznici dutiny
ustni a travicim traktu. P. acnes je nejcastéji spojovana s tvorbou akné, avsak zptsobuje i jind

onemocnéni, kterd jsou podrobnéji popsana v kapitole 3 (Kinatpapan, 2002).

2.3. Genom

Cely genom bakterie P. acnes o velikosti 2,5 Mb s 2488 geny byl zcela sekvencovan. a pomoci
multilokusové sekvenéni typizace (MLST) byla P. acnes rozdélena nejprve na 3 typy — I, 1I,
II1. Postupem Casu byly zjiStény podskupiny téchto typl. Nyni je zndmo 6 fylotypt P. acnes —
IA 1, IA 2, 1B, IC, II a III. P. acnes patii mezi bézné komenzaly lidské ktze, avSak podle
zastoupeni téchto fylotypti miize dochézet k patogenité. Piedevsim se jednd o fylotyp 1A 1,
ktery je nejcastéji spjat s vyskytem akné. Ze studii vyplyva, Ze na lidské klizi at’ zdravé, tak
s chronickym akné je stejnd hojnost vyskytu P. acnes, zalezi v§ak na poméru jednotlivych
fylotypt. U jedincti se zdravou pokozkou bylo vetsi zastoupeni fylotypt IB, IC, II a I1I, naopak
u jedinci trpicich acne vulgaris prevazoval fylotyp 1A 1 (Kinatpapan, 2002; Zhang 2017).

Pfed neddvnem doslo k novému oznaceni jednotlivych fylotypii této bakterie na zdkladé
ruzného slozeni peptidoglykanu. Typ I se nyni oznacuje jako Cutibacterium, typ 1l jako
Pseudopropionibacterium a typ 1l jako Acidibacterium, pticemz fylotyp IA 1 spojeny

s tvornou acne vulgaris se nyni pojmenovava jako Cutibacterium acnes (Zhang, 2017).
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3 Onemocnéni

3.1. Acne vulgaris

yAcne vulgaris je chronické kozni onemocnéni zpusobené ucpanim ¢i zanétem vlasového
folikulu a jeho pridruzenych mazovych zlaz — dohromady nazyvanych jako pilosebaceozni

jednotka.* (Mahto, 2017).

Akné je jednim z nejcastéjSich koznich onemocnéni postihujici predev§im mladistvé vlivem
zmén hormondlnich hladin, avSak muze se projevovat i ve starSim véku, a to predevSim
v disledku vykyva hladin hormon b&hem menstruacniho cyklu a te€hotenstvi. V obdobi
adolescence postihuje piedev§im muzské pohlavi, ve vy$§im veéku jsou tomuto onemocnéni
nachylngjsi zeny.

Ackoliv se nejednd o Zivot ohrozujici onemocnéni, miize zapficinit vazné psychické problémy,

kterymi jsou sniZzené sebevédomi, socialni odtazitost ¢i deprese (Mahto, 2017; Knobler, 2004)

3.1.1. KozZni mikrobiom

Taktéz jako existuje stievni ¢i poSevni mikrobiom, i kiize ma svij vlastni mikrobiom tvoieny
mikroorganismy, které neindikuji pfitomnost onemocnéni, naopak jsou uZitkem pro udrzeni
lokalni imunity a tvorbou bariéry pied piisobenim patogennich mikroorganismt. Az z 90 %
tvofi kozni mikrobiom dospélého jedince bakterie Propionibacterium acnes, déale jsou zde
pritomny bakterie rodu Corynebacterium a Staphylococcus. Koncentrace jednotlivych druhti
bakterii a ostatnich mikroorganismi zavisi na v€ku, typu kiize ¢i mnozstvi mazovych folikul.
Aby byla zachovéana uZite€nd funkce kozniho mikrobiomu, je nutné udrZeni rovnovahy mezi
jednotlivymi druhy mikroorganismu. Pokud vSak dojde k posunu koncentrace jednoho ¢i vice

mikroorganismil, mize dochdzet k dermatologickym onemocnénim (Castillo, 2019)

3.1.2. Mechnismus tvorby acne vulgaris

Transformace pilosebacedzniho folikulu do primérni 1éze akné, tedy mikrokomedonu —
prekurzoru pro tvorbu dalSich struktur jako je komedon, papuly a pustuly, je zapfi¢inéna
abnormalnim rohovaténim folikulti (hyperkeratinizaci), spjatd s nadmérnou tvorbou mazu.
Samostatna zvySend tvorba mazu neni pfiinou tvorby akné, jedna se pouze o kriticky faktor,

ktery tvorbu acne vulgaris podporuje. Tvorba mazu se zvySuje v obdobi adolescence a je z ¢asti
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regulovdna androgennimi hormony, piedevSim testosteronem a dihydrotestosteronem.
Receptory pro tvorbu téchto hormont jsou ulozeny v bazalni vrstvé mazovych zlaz. Slozeni
mazu je specifické pro kazdého cloveka, nicméné obsahuje triacylglyceridy (cca 41 %),
voskové estery (cca 26 %), skvalen (cca 12 %) a volné mastné kyseliny (cca 16 %). Skvalen
a volné mastné kyseliny jsou specifické pouze pro maz a nevyskytuji se v zddné jiné ¢asti
lidského t€la. U osob postizenych akné bylo prokdzano, Zze maz obsahuje vy$$i mnozstvi

skvalenu, ma snizenou hladinu kyseliny linolové a rozdilné slozeni lipida.

S nadmérnou tvorbou mazu souvisi hyperkeratinizace, tedy zaneseni vlasového folikulu
koznimi bunikami, které se nadmérné reprodukuji, rostou a akumuluji ve vlasovém folikulu.
Nadbytek kozniho mazu a nahromadéni koznich bun¢k ve vlasovém kanalku mtze zptsobit
ucpani pilosebacedzni jednotky. Na normdalni pokozce vystupuji odumielé¢ kozni buiky

na povrch kiize a opousti vlasovy folikul, ¢imz nedojde k tvorbé akné.

Béhem procesu tvorby komedonu se P. acnmes Casto zachycuje ve vrstvach korneocytl
(diferenciované keratinocyty) a kozniho mazu, ¢imz kolonizuje komedonalni jadro. Zanesena
pilosebacendzni jednotka vytvaii anaerobni prostfedi, které podporuje mnozeni P. acnes
a vytvoreni biofilmu. Timto zpisobem se vytvoii mikrokomedon, coZ je struktura pouhym
okem neviditelna. Z mikrokomedona se mohou utvafet struktury vétsi a viditelnéjsi, takzvané
komedony. Ty mohou byt bud’ uzaviené nebo otevicené (tzv. ,.Cerné tecky*) (Melnik, 2018;

Shannon, 2020).

P. acnes produkuje enzymy — lipazy, které zplsobuji hydrolyzu triacylglyceridi v mazu
na volné mastné kyseliny. Nahromadéni volnych mastnych kyselin bylo zeza¢atku povazovano
za pticinu prasknuti linie komedonu. Nyni se vS§ak piedpoklada, ze za rupturu komedonu mohou
samotné latky produkované P. acnes. Bakterie vylucuje polypeptidy — extracelularni enzymy,
jakymi jsou hyaluroniddzy, proteazy, které se podili na permeabilizaci epitelu a volné mastné

kyseliny zplisobuji zanétlivou reakci (Bhatia, 2004)

Zanétliva reakce vede ke zvySené produkci prozanétlivych mediatorti, pfedevsim interleukini
IL-1a a IL-8, TNF a (tumor necrosis factor — alfa), které ptitahuji makrofagy, neutrofily a Th-
1 bunky do pilosebacedzni jednotky, coz vede taktéZ k prasknuti komedonu (Shannon, 2020).
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Obrazek 2. Schéma lidske kize, prevzato a upraveno z Shannon, 2020

3.1.3. Laboratorni diagnostika pomoci MALDI TOF MS

~Hmotnostni spektrometrie (MS) je typ analyzy pouzivané k urceni, jaké molekuly tvori vzorek,

na zaklade hmotnostniho spektra, které vytvareji ionty.” (Hou a kol., 2019)

Hmotnostni spektrofotometrie funguje na principu analyzy poméru hmotnosti k naboji
molekularnich iontt (m / z). V klinické mikrobiologii se vyuziva hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci/ionizaci a ¢asem letu pomoci matrice k rychlé identifikaci rodu a druhu
bakterii. Pfistroj identifikuje bakterii na zaklad€é generace charakteristického hmotnostniho
spektra (pfedevsim ribozomalnich proteinil) a jeho porovndnim s pomérné Sirokou databazi
spekter bakterii. Metoda hmotnostni spektrometrie pfedstavuje vhodnou metodu k identifikaci
bakterialnich kment, plisni i kvasinek z divodu rychlého vyhodnoceni vysledku, vysoké
ucinnosti 1 finan¢ni dostupnosti. Vysledek mize byt vyhodnocen v fadech desitek minut
namisto 2448 hodin. Dalsi vyhodou, kterou MALDI TOF MS pfiinési je detekce citlivosti
bakterii na 1é¢iva (Wieser a kol., 2016).

23



Priprava vzorku k analyze je pomérné jednoducha. Odbér lidské mikrobioty se provadi
riznymi zpisoby. Mezi nejCastéj$i metody patii vyter, seskrab ¢i kozni biopsie.

Puncové biopsie neboli dérovani se pii diagnostice P. acnes vyuziva nejcastéji, jelikoz se tato
bakterie nachazi az v hlubsich vrstvach kiize a klasicky vytér ¢i seskrab by v tomto piipadé
nebyl efektivni. Pfed samostatnou biopsii je nutna lokalni anestezie v misté odb&ru. Nejcastéji
je vyuzivana latka Lignocain. Samostatny postup biopsie nalezi v kolmém natdhnuti pokozky
na ostatni linie kiize. Specialni nastroj, tzv. punc s razem 4 mm, je rotaénim pohybem zasouvan
do ktize, dokud nedojde k narazeni do subkutanni vrstvy. Ranka po biopsii miize byt zaSita nebo
ponechana volné. Pokozka obli¢eje se hoji pomérné rychle s minimélnim vznikem jizev

(Nischal, 2008).

Po vykultivovani bakterii na pevném agarovém médiu se vybere jedna kolonie, ktera se rozetie
tenkou vrstvou na komeréné dodavanou desticku MALDI. Pifipadné se da vyuzit piimé
identifikace mikroorganismu z biologickych vzorki bez ptedchozi kultivace. Na natér se po
zaschnuti kolonie nakape 1 ul HCCA matricového roztoku. Takto pfipravend destika se vlozi
do ioniza¢ni komory pfistroje, kde laser ozafi smés kolonie a HCCA matrice nanosekundovym
pulsem, kdy pfitomna matrice pohlcuje energii pulsu a tepelny rozklad matrice ionizuje
molekuly (ptfedev§Sim peptidové a proteinové povahy) pfitomné ve vzorku. lonizované
molekuly se urychluji do iontovému detektoru, k némuz se nejprve dostavaji mensi molekuly.
Generuje se jiZz zminéné hmotnostni spektrum ve formé piki, které predstavuje pocet iontlh dané

hmoty dopadajici na iontovy detektor v case (Hou a kol., 2019; Patel a kol., 2015).
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Obrazek 3. Schéma vysetieni pomoci MALDI — TOF MS, prevzato a upraveno z Hou a kol., 2019



3.2. Infekéni endokarditida

Infekéni endokarditida (IE) predstavuje multisystémové onemocnéni, které¢ je zpiisobené
mikrobialni infekci, nejCastéji bakteridlni, postihujici vnitini povrch srdce tzv. endokard.
Nejcastéji byvaji postizeny srdecni chlopné, jedna se tedy o tzv. valvulitidu. Rizikovymi faktory
pro vytvoreni bakterialni infekce jsou predevsim protetické chlopné a srde¢ni zatizeni jako jsou
kardiostimulatory ¢i by-passy a taktéz vrozené srdecni vady s piikladem hypertrofické
kardiomyopatie ¢i mitralniho kolapsu. Nachylnéjsi k tomuto onemocnéni jsou piredevsim starsi
lidé ptevazné muzského pohlavi a oslabeni jedinci se zdvaznymi onemocnénimi, kterymi mtize
byt Diabetes Mellitus ¢i jaterni cirhdza. Rizikovou skupinu taktéz predstavuji uzivatelé drog s

nitrozilni aplikaci.

K tomu, aby doslo k rozvoji infekéni endokarditidy musi dojit ke zméné endotelu chlopné,
ktery je v normalnim piipadé¢ rezistentni vii¢i bakterialni kolonizaci. V krvi musi byt pritomny
bakterie (bakteriémie), které jsou schopné kolonizovat pozménény endotel chlopné. Pokud
dojde ke kolonizaci, dochazi k vazbé s trombocyty a fibrinovymi vldkny. Déle dochazi
k pomnoZeni bakterii, ¢im se vytvoii infekéni vegetace, kterd se po utrzeni z chlopné muze
prenaset krvi jako tzv. trombus do dalSich Casti téla a zplisobovat ucpani tepen, ¢imZ znemozni
prokrveni pfislusnych organti s naslednym odumienim organu ¢i tkané. Typickym piikladem

je cévni mozkové ptihoda (Holland, 2016).

Propionibacterium acnes se tadi mezi anaerobni bakterie, které zptsobuji IE v 2-16 %
celkovych ptipadl. Spolu s aerofilnimi streptokoky a Bacteroides fragilis patii mezi nejCasté)si
anaerobni puvodce IE. Vzhledem ke skutec¢nosti, Ze Propionibacterium acnes je bakterie
kolonizujici lidskou kizi, dochazi k bakteriémii spojenou s rozvojem infekéni endokarditidy
nejcastéji intraoperacni kontaminaci. Jedna se tedy o exogenni infekci, ktera zpiisobuje 20 %
ptipadt IE. Déavka bakterii, kterd musi byt v krvi pfitomna, aby doSlo k rozvoji infekéni
endokarditidy neni presné znama, predpoklada se, Ze se jedna o hodnotu 10°-10° CFU/ml

(Linhartova, 2016).

Mechanismus adheze Propionibacterium acnes na endotelidlni buiiky chlopni je podobny
mechanismiim koznich bakterii rodu Staphylococcus ¢i Streptococcus. Bakterie P. acnes
obsahuje geny, které jsou schopny kodovat povrchové proteiny. Tyto povrchové slozky,
oznacované¢ jako MSCRAMMs (mikrobidlni adhezivni sloZky rozpoznavajici molekuly
adhezivni matrice), specificky rozpoznavaji slozky — proteiny — extraceluldrni matrice,

ktera tvoii podklad epitelidlnich bun¢k Tento mechanismus podporuje adheze P. acnes
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k endotelidlnim bunkam, ¢imz dochazi ke kolonizaci a iniciaci bakterialni infekce. Diky studii
P. A. Grangeho publikované roku 2016 bylo zjisténo, ze povrchovym proteinem je glykoprotein
s molekulovou hmotnosti 58 kDa, ktery specificky rozpoznéava fibrinogen pfitomny v ECM

endotelovych bun¢k (Grange, 2017; Holland, 2016).
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Obrazek 4. Mechanismu adheze P. acnes na povrch poSkozené srdecni chlopné, prevzato a upraveno z Holland a

kol., 2016

Mezi typické piiznaky IE patii horecka a tfesavka, mohou se objevit srdecni Selesty
¢1 hemoragické Janewayovy skvrny, coZ jsou nebolestivé hematomy nachézejici se na dlanich
¢i ploskéch nohou. Z hlediska laboratorni diagnostiky se v krvi miize zvySovat pocet leukocytd,
a to zejména nezralych leukocytii, koncentrace CRP, prokalcitoninu a markert svédc¢icich o
poruSe funkce konkrétnich organid. Jedna se pouze o doprovodné zmény neidentifikujici

pfitomnost infek¢ni endokarditidy (Linhartova, 2016).

Pro diagnézu IE vzniklé plsobenim P. acmnes je nutné odebrani krve na hemokultivaéni
vySetieni. Po odebrani vzorku krve do hemokultiva¢ni nddobky je vyuZzito automatizovanych
systémt, jenz detekuji mnozstvi vzniklého oxidu uhli¢itého fotometrickym méfenim v Casovém
useku kazdych 10 — 20 minut. Ve fazi nejvétsi produkce oxidu uhlic¢itého, na kterou upozorni

analyzator, je mozné ze vzorku krve pfipravit preparat pro barveni dle Grama, a tim pfedbézné

26



pfed samostatnym vyhodnocenim pfistrojem identifikovat tvar a grampozitivitu
¢i gramnegativitu. Bézné dochazi k vyhodnoceni po ¢asovém useku 18—-36 hodin, ale v piipadé
pomalého rustu P. acnes se tato doba prodluzuje na 5 az 7 dni. Pii potvrzeni IE vlivem plisobeni
P. acnes se prednostné vyuziva 1€cby antibiotiky, v tézSich piipadech a pii nedostatecné

antibiotické 1éCb¢ se prechazi k chirurgickému zakroku (Liesman, 2017).

3.3. Sarkoidoza

Sarkoidéza je systémové granulomatézni onemocnéni. Granulomy se nejcastéji vyskytuji
v o€ich, kiizi, plicich a lymfatickém systému. NejCastéji se toto onemocnéni vyskytuje u Zen ve
veéku 20 — 40 let. Toto onemocnéni kromé organickych a anorganickych ¢astic mohou vyvolat
infek¢ni agens s ptikladem Propionibacterium acnes. Ptedpoklada se, ze diky pritomnosti
bakterie dochazi k imunitni reakci a interakce T-bun¢k s APC (buiiky prezentujici antigen)

vyvolava tvorbu granulomti.

Pfitomnost antigenu, tedy bakterie P. acnes, aktivuje APC bunky, které antigen fagocytuji a
pomoci specifickych mechanismil vystavi antigenni peptidy na povrch své bunééné membrany.
Interakci APC bunék s naivnimi T buiitkami dochazi k produkci IL-2 a nasledné proliferaci
Th - 1 lymfocytt, které opoustéji lymfatickou uzlinu a za¢nou produkovat cytokin INF-y. Tento
cytokin zpusobuje agregaci makrofagi, lymfocytl a fibroblasti do mista piisobeni, pfeménu
makrofagl na epiteloidni buiiky, a kromé dal$i produkce INF-y tento cytokin vyvolava produkci
i jinych cytokini — TNF-y a M1-P. Néasledné dochazi k agregaci makrofagii a kolem tohoto
shluku k jeho obaleni epiteloidnimi buiikami. Vytvoteny Utvar splyva v jednu velkou bunku —
tzv. mnohojadernou obii buniku, kterou obklopuji fibroblasty, a tim vytvoii granulom. Je nutné
zdliraznit, Ze tento granulom je nekaseifikujici oproti jinych granulomatéznim onemocnénim
(s ptikladem tuberkuldzy), coz znamend, Ze soucasti granulomu neni nekrotickd tkan (Eishi,

2013; Sakhamuru a kol., 2020).

Jelikoz se jedna o zanétlivé onemocnéni, nachdzi se v krvi zvySena hladina CRP a sedimentace
erytrocytll. Jako velmi castym ukazatelem vyskytu sarkoidozy se vyuziva sérové koncentrace
tzv. enzym konvertujiciho angiotenzinu (S-ACE), ktera pti sarkoidéze vykazuje zvySenou
hodnotu. Tento enzym je produkovan pfimo granulomem, konktrétné epiteloidnimi buiikami,
avSak neni specificky pouze pro sarkoidézu, nybrz i pro jiné granulomatdzni onemocnéni.
Dal8im ukazatelem je i sérova koncentrace receptoru pro IL-2 (sIL-2R). Kromé laboratorniho

vysetieni je dualezité vyuziti zobrazovacich metod — rentgen plic a vypocetni tomografie
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s vysokou rozliSovaci schopnosti pfi podezieni na zasazeni plic, magnetickd rezonance pii
podezieni vyskytu neurosarkoid6zy ¢i sonografické vysetieni pii podezieni na postiZeni ledvin.
Mezi dalsi vySetfeni Ize zahrnout funk¢éni vySetfeni plic, bronchoskopie s bronchoalveolarni
lavazi a ptipadné 1 bioptické vysetieni.

Nejcastéji se sarkoiddza 1é¢i kortikoidy, které se podavaji po dobu 6 — 24 mésict. Lokalné Ize
pfi postizeni o¢i aplikovat kortikosteroidy ve formé o¢nich kapek. U tézkych forem sarkoidozy,
ktera by mohla pacienta ohrozovat na zivot¢, lze vyuzit pulsni 1écby methylprednisolonem.
Kontroly pacientl se provadéni v intervalech 6 — 12 mésicu, soucasti je klinické vysSetieni,
skiagram hrudniku, funkéni vySetieni plic a vySeteni ukazatele aktivity (S-ACE ¢i sIL-2R). Je
dalezité, aby pacient dodrzoval zasady zdravého Zzivotniho stylu z divodu castého skonu

k nadvaze. Umrtnost sarkoidozy je v rozmezi 2—5 % (Kolek, 2007).

3.4. DalSi onemocnéni spjata s pritomnosti Propionibacterim acnes

Bakterie Propionibacterium acnes muize zpusobovat i chronickd onemocnéni. Nej€astéjSimi
jsou spojovana s tvorbou biofilmi, coz miize zptisobovat zavazné problémy, jelikoz bakterialni
biofilm méni fylotyp mikrobiadlnich bunék a mize zpiisobovat rezistenci na antibiotika.
Biofilmu, jeho tvorbé, struktufe a patogenité je vénovana celd nasledujici kapitola (Dolan,

2002).

3.4.1. Osteomyelitida

Osteomyelitidy (zanéty kostni diené) jsou pomérné vziacné infekce, které se v pifipadé
pusobeni P. acnes vyskytuji pfedevS§im po chirurgickém zakroku patefe. Dochazi

k opozdénému nastupu piiznaki, a proto je obtizné nemoc diagnostikovat (Haidar, 2010).

3.4.2. Souvislost bakterie Propionibacterium acnes s rakovinou prostaty

Bakterie Propionebacterium acnes nachdzejici se v prostaté je spojovana s akutnim
¢i chronickym zanétem prostaty (akutni, chronické prostatitidy). Taktéz mlze hrat roli
v rozvoji karcinomu prostaty. Pomnozeni P. acnes uvnitt epitelidlnich bunék 7lazek prostaty

zpusobuje zanét, ktery mize prispét k rozvoji karcinomu (Kakegawa a kol., 2017).

Infikované bunky produkuji cytokiny a chemokiny s ptikladem IL-6 a IL-8 vlivem piisobeni
transkripcnich faktordt NF-xB a STAT3. K aktivaci téchto faktor dochazi vlivem infekce
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bakterii P. acnes. Timto nepiimym zplisobem bakterie méni bunécnou proliferaci a podporuje

rust infikovanych epitelidlnich bun¢k bez jejich ukotveni (Fassi-Fehri, 2011; Henrik, 2018).
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4 Tvorba biofilmu

., Biofilm je soubor mikrobialnich bunék asociovanych s povrchem, ktery je uzavien v matrici

extracelularni polymerni latky. “ (Dolan, 2002)

4.1. Historie

Objeveni biofilmu je pfipisovano Antonovi Van Leeuwenhoekovi, ktery jako prvni tuto
strukturu pozoroval na povrchu zubti (dentalni plak) jednoduchym mikroskopickym zatfizenim.
Nésledné védei Heller a Heukelekian pozorovali tvorbu biofilmu motskych mikroorganismi
na sklenéné lahvi (Heller a Heukelekian, 1940). Podrobnéjsi zkoumani biofilmu bylo mozné
s ptichodem elektronové mikroskopie, kdy Jones a kolektiv pouzili skenovaci a transmisni
elektronovou mikroskopii ke studiu biofilmu na filtrech Cistiren odpadnich vod (Jones, 1969).
Diky specidlnimu barveni Rhutenium Red ve spojeni s fixaci oxidem osmicelym tito védci
prokazali, ze latka obklopujici buiiky je polysacharid. Roku 1973 diky studii védce
Characliklise se ukazalo, ze mikrobialni biofilm je velice odolny vuci dezinfekénim a
antimikrobidlnim prostfedkiim (Characlikls, 1973). Roku 1978 Costerton a kolektiv vysvétlili
mechanismy adheze mikroorganismil na Zivych i nezivych materidlech (Costerton, 1978). Nové
poznatky umoznilo vyuZiti skenovaci laserové konfokalni mikroskopie a zkoumani gent

zapojenych do adheze a tvorby biofilmu (Dolan, 2002).

4.2. Proces vytvareni biofilmu

Rozhrani mezi pevnou latkou a kapalinou vytvaii idealni prostiedi pro vytvoreni biofilmu.
Pokud jsou planktonické buniky malo vyzivené, adheruji se svymi aktivnimi molekulami —
adheziny na povrch, ktery je schopny bunky lépe vyzivovat. Jakmile dojde k adhezi bunék
na povrch, dochazi ke zméné jejich fenotypu, bunky zacnou produkovat velké mnozstvi
polysacharidu, z néhoz vznika hlenova matrice drzici buiiky pohromadé a vytvari vhodné
prostfedi k mnozeni buné€k, ¢imz se tvoii mikrokolonie. Taktéz miize dochazet k uvolnovani
bun¢k z mikrokolonii na urcity impulz. Tyto volné buniky dale mohou kolonizovat dalsi ¢ast

povrchu.

Pokud bychom se procesem vytvareni biofilmu zabyvali dopodrobna, dalo by se fici, Ze se
vyznacuje 5 fazemi. Prvni fazi je tedy jiz zmiflované pfipojeni bun€k na pevny povrch. Tato

faze miZze trvat pouze par sekund a s nejvetsi pravdépodobnosti je aktivovana signdly z okoli,
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kterymi mizou byt zmény pH, teploty, koncentrace kysliku, ¢i zmény koncentrace Zivin. Tato

faze je reverzibilni, mize dochdzet k odtrzeni bunék. Rychlost ristu bun¢k je logaritmicka.

Ne¢kolik minut po prvni fazi nastava faze druha, ktera je jiz nevratna. Béhem ni se bakterie
za¢nou mnozit a vysilaji chemické signaly do okoli, ¢imz mezi sebou bunky komunikuji.
Jakmile tyto signaly pfekroci ur¢itou hodnotu aktivuji se genetické mechanismy, ¢imz dochazi
ke zméné bakteridlniho fylotypu a mikrobidlni bunka za¢ne produkovat polysacharidy, které
zachycuji volné bakterie a vytvaii sliz — hlenovou matrici, ktera je schopna drzet bunky
pohromadé. Pohyblivost bun¢k se v této fazi vyrazn€ snizuje, bunky se postupné vrstvi

a jakmile vrstva biofilmu piesahne hodnotu 10 pm, zacina faze tieti neboli faze prvniho zrani.

Kdyz vyska biofilmu dosahne své maximalni hodnoty, kterd byva zpravidla vétsi nez 100 pm,
nastava Ctvrta faze neboli faze druhého zrani. Nékolik dni po Ctvrté fazi mize dochazet
k uvolilovani mikrobidlnich bun€k z biofilmu, tedy k paté fazi. Tyto fylotypoveé pozménéné

buiky se mohou usazovat na dalsi ¢asti povrchu a vytvaret novy biofilm.

planktonické buriky
,ﬁ\ —- —_— — -

rf '%\ mikrokolonie
i

pfichyceni

uvolfiovani

Obrazek 5. Schéma procesu tvorby biofilmu, prevzato z Schindler, 2001

Existuji urcité slozky, které jsou spole¢né pro vSechny biofilmy, avSak ptispévek hostitele —
tedy povrchu na ktery se bunky pfichycuji, mize mit vliv na specifické vlastnosti biofilmu.
Proto je pro pfichyceni bunék diileZita charakteristika povrchu, na kterém dochazi ke tvorbé
biofilmu. Bylo prokdzano, ze drsnéjSi povrch zvysSuje Sanci pfichyceni bun€k diky vyssi
povrchové plose a snizeni smykovych sil. Zasadni vliv na tvorbu biofilmu maji i1 fyzikalng-
chemické vlastnosti povrchu, na hydrofobnich materidlech dochézi k rychlejsimu a pevnéjsimu
uchyceni bun¢k. Témito materidly jsou nejCastéji plasty s piikladem teflonu. Na hydrofilni

materidly, jakymi jsou sklo ¢i kovy, dochazi k hor§imu uchyceni mikrobialnich bun¢k.
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Mezi povrchem a bunkami vSak musi dochazet k hydrofobni interakei, ktera pomaha prekovat

povrchové sily a tim i moznost buiiky adherovat se na povrch (Schindler, 2001; Jahns, 2016).

4.3. Struktura

Tloustka biofilmu je proménliva. Zavisi na dostupnosti Zivin a taktéz na tom, zda je tvoren
pouze jednim €1 vice bakteridlnimi druhy. Struktura tvofena pouze jednim bakteridlnim druhem
je jednodussi, nez struktura biofilmu tvofena vice bakteridlnimi druhy. Matrix biofilmu je az
z 50 % tvofena polysacharidy, dale jsou zde pfitomny proteiny a DNA. Struktura neni
homogenni, nachéazeji se zde dutiny, péry a propojené kanalky rtzného tvaru. Pory,
vyskytujicimi se pfedev§im na povrchu, je biofilm vyZivovan Zivinami pfitomnymi v kapaliné
omyvajici povrch biofilmu. Pomoci kanalkl se ziviny dostavaji do hlubsich vrstev biofilmu.
Timto zptsobem dochazi k vyzivé vSech bunék tvofici biofilm. Podle koncentrace Zivin
v okolnim prostiedi jsou buniky vice ¢i méné vyzivovany, coZ souvisi 1 s jejich Zivotnosti.
Kanalky jsou zde taktéz pfitomny, aby nedochazelo k nahromadéni toxickych metaboliti,

které mikrobialni bunka produkuje (Jahns, 2016).

Obrdazek 6. Biofilm Propionibacterium acnes, prevzato z Jahns, 2016
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4.4. Patogenita biofilmu

Je zndmo né¢kolik mechanismi, které zplsobuji patogenitu biofilmu. Jsou jimi piedevsim
produkce vysokych koncentraci toxinil, vyména genit mezi bakteriemi, coz miize zptsobit vyssi
virulenci a rezistenci na antimikrobialni 1écbu. Déle se bakterie snazi mnozit v co nejvétsim
mnozstvi, aby zvySovaly svoji hustotu. Taktéz jednim s patogennich mechanismil je pata faze
procesu tvorby biofilmu, tedy uvoliovani fytotypoveé pozménénych bakterii, které na dalsi ¢asti
povrchu mohou vytvaiet novy biofilm. Casto dochazi k uvoliiovani antigennich latek, na které
lidsky organismus reaguje tvorbou protilatek. Ty vSak nejsou ucinné vici bakteridlnimu
biofilmu, avSak mohou ptlisobit na imunitni komplex okolni tkan¢, a tim tuto tkan poSkozuji

(Dolan, 2002).

4.5. Studie bakterialni kolonizace Propionibacterium acnes na

kardiostimulatorech in vitro

P. acnes je pti¢inou pozdnich chronickych infekénich onemocnéni, malokdy zptsobuje
akutni infekce. Tyto chronické infekce jsou spojeny s tvorbou biofilmu na zdravotnickych
prostiedcich, jakymi jsou napfiklad katétry, umélé chlopné ¢i kardiostimulatory. Roku 2018
byla pfedstavena studie K. I. Okudy a kol. zabyvajici se bakteridlni kolonizaci

Propionibacterium acnes na operacné odstranénych kardiostimulatorech.

Po operacnim odstranéni kardiostimuldtori nasledovalo jejich otisknuti na agar
Anaero Columbia s obsahem 2,5 % krali¢i krve. Po dobu 7 dni pfi teploté 37 °C byly vzorky
inkubovany v anaerostatu. Jednotlivé kolonie byly kultivovany anaerobné v bujonu

Gif Anaerobic Media (GAM) pti 37 °C po dobu tii dnti.

Narostlé kolonie byly zfedény GAM bujonem s pridavkem 1% glukézy. Suspenze byla
napipetovana do 96 jamkové polystyrenové desticky a anaerobné inkubovana po dobu tii dnli
pti teploté¢ 37 °C. Nasledovalo méteni absorbance pii vinové délce 595 nm. Po odstranéni
supernatantu byl biofilm utvofeny na dn¢ jamek obarven 0,1% krystalovou violeti. Po promyti

fosfatovym pufrem (PBS) a extrakci ethanolem byla opét prométena absorbance pti 595 nm.

I ptes to, Ze nebyly vykazovany zadné znamky infekce bylo z celkového poctu 31 odebranych
srdecnich kardiostimulatorit 8 pozitivnich vysledkd. K identifikaci kmenl bylo vyuzito
16 S rRNA sekvencovani. Nakonec byla provedena MLST typizace k urceni fylotypi P. acnes.

Z 8 pozitivnich vzorki bylo pomoci 16 S rRNA sekvence zjisténo, ze se v sedmi piipadech
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jedné o P. acnes a v jednom ptipadé o P. granulosum. U jednoho vzorku nebylo mozné urcit
fylotyp.

Pomoci skenovaci laserové konfokalni mikroskopie (CLSM) byla pozorovana 3D struktura
obarvené¢ho biofilmu ze dvou izolatd P. acnes. Tyto biofilmy mély hladky povrch a tloustku
cca 30 um. Zivé bunky byly zbarvené zeleng, mrtvé Eervend. V prvnim biofilmu z izolatu
P. acnes (s oznaCenim JK 12.2) byly hlavni populaci pfedevsim zivé builkky (Obrazek 7,4),
naopak ve druhém (z izolatu s oznacenim JK 17.1) vétSinu bunécné populace tvotily mrtvé

buniky (Obrazek 7, B).

Po odebrani planktonickych bunék (bunék volnych) z vychozich kultur, a po jejich nésledném
obarveni, kvuli identifikaci zivych/mrtvych bunék, bylo zjisténo, ze pievaznou Cast u obou
izolath (JK 12.21JK 17.1) tvoii buiiky zivé. Bylo prokazéano, ze uvoliiovani cytoplazmatickych

slozek pfi lyze bakteridlnich bun¢k podporuje tvorbu biofilmu (Okuda a kol., 2018).

Obrazek 7. Zobrazeni mrtvych a Zivych bunék ve strukture biofilmu, prevzato z Okuda a kol., 2018

4.6. Antibioticka 1é¢ba

Antibioticka 1écba se predev§im zaméfuje na zabijeni Ci zastaveni rdstu a tim i mnoZeni
bakterii, které jsou v planktonickém stavu, avSak bakterie, které jsou pfitomny v rdmci biofilmu
tyto latky nejsou schopny zahubit. Proto se ptiznaky bakterialni infekce zptisobené biofilmem
po 1écbe antibiotiky vraci do té doby, dokud neni biofilm chirurgicky odstranén z organismu.
Existuje n€kolik divoda, pro¢ antimikrobidlni lécba neni G¢innd na bakteridlni biofilm.
Tim prvnim je fakt, Ze antibiotikum nemusi pronikat do hlubsich vrstev biofilmu, a tak bakterie

v téchto vrstvach nejsou usmrceny. Dal§im divodem muze byt nedostatecnd vyziva bakterii,
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ktera zpomaluje jejich rist, ¢imz buiiky ztraci citlivost na mnohé antibakteridlni latky (Aparna,

2008).

4.7. Vyhodnoceni pritomnosti biofilmu

4.7.1. Metoda tkanové kultury (TPC)

Tento test patii mezi nejvyuzivanéj$i metody k detekci piitomnosti tvorby biofilmu. Bakterie
se péstuji v 96 jamkovych polystyrenovych mikrodestickach pro tkanové kultury po dobu
24 hodin a po promyti, fixaci 2% octanem sodnym a obarveni 0,1% krystalovou violeti je tvorba

biofilmu detekovana méfenim optické hustoty metodou ELISA.

4.7.2. Metoda trubice

Bakterie se kultivuji ve zkumavkach v s6jovém bujoénu obohaceném tryptikazou a 1% glukédzou
po dobu 24 hodin. Po kultivaci se promyji PBS a obarvi 0,1% krystalovou violeti. Po promyti
a vysuseni se kvalitativné hodnoti tvorba biofilmu — pokud se na dn¢ ¢i a na sténach zkumavky

utvoii viditelna peleta bunék, jedna se o pozitivni vysledek.

4.7.3. Metoda ¢erveného agaru (CRA)

Jedné se o metody, kdy po kultivaci na BHI agaru obohaceném 5% sachar6zou a piidavkem
barviva Kongo Cervenl dochazi v pozitivnim piipadé, tedy pii tvorbé biofilmu, k naristu

¢ernych krystalickych kolonii (Aparna, 2008).
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5 Lécba

Lécbu infekci zpusobené bakterii Propionibacterium acnes 1ze rozdé€lit do nékolika skupin —
lokalni 1é¢ba (lokalni antibiotika, benzoxylperoxid, kyselina azeleova), systémova lécba

(oralni antibiotika, isotretinol) a fyzikalni 1é¢ba (modré svétlo a ostatni svételné zdroje).

V minulosti se v Ceské republice k 16¢b& acne vulgaris hojné vyuzivalo imunoterapie,
konkrétné autovakcinace pomoci tepeln¢ inaktivované bakterie P. acnes. Vakcina, vyrobena
pfimo na miru pro pacienta zjeho vlastniho vzorku, se aplikovala peroralné diky své
nenaroc¢nosti. Jednalo se o veelku ié¢innou metodu, kterd své uplatnéni v dnesni dobé ma pouze
v krajnich ptipadech, kdy n€ktera z pfedchazejicich metod nenajde své uplatnéni. (Viktorinova
a Koukalova, 2007) V budoucnu se uvazuje o pasivni vakcinaci proti acne vulgaris, avsak tento

druh prevence a 1écby neni jesté zdaleka probadan (Nakatsuji, 2008).

Dalsim moznou budouci 1é¢bou infekcei zptisobenou P. acnes se zda byt bakteriofagova 1écba,

ktera je vsak taktéz ve stadiu vyzkumu (Castillo, 2019).

5.1. Lécba antibiotiky

V ptipadé¢ onemocnéni acne vulgaris se vyuziva lokdlni 1écby antibiotiky klindamycin
a erytromycin. Pokud vSak lécba selZe, 1ze vyuZit i systémové lécby ordlnimi antibiotiky
s ptikladem tetracyklinovych antibiotik. U jinych infekci zplisobenych touto bakterii

vyuzivame pouze 1écbu systémovymi antibiotiky.

Lokalni antibiotika klindamycin a erytromycin jsou pouze bakteriostatickd, coZ znamena, Ze
bakterialni kmen neusmrti, pouze zastavi jejich rist a mnoZeni. Léceni probihd 4-6 tydni.
Problémem je rezistence bakterie P. acnes na tyto antibiotika. Pokud Iécba t€mito antibiotiky
nezabird, ptrechdzi se k nasazeni oralnich antibiotik jako tetracyklinti, minocyklinu, ci

doxyciklinu (Nguyen, 2010).

5.1.1. Rezistence na antibiotika

Antibioticka rezistence patii mezi nejcastéjsi pii¢iny selhani 1€cby acne vulgaris zptisobené
bakterii P. acnes. Taktéz dlouhodobd indikace antibiotik miize vést k vytvoreni bakteriadlniho
biofilmu, ktery chrani bakterie pied vlivem dal§iho plisobeni antibiotik, proto se doporucuje

kombinace antibiotik se soucasnou indikaci benzoylperoxidu ¢i retinoidti. Bakteridlni
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rezistence muze nastat jednim ze dvou divodi — genetickou mutaci (Castéj$i pricina)

¢1 kddovanim cizi DNA pfenesenim gentl.

Ze studie Alvarez-Sanchez a kol. (Alvarez-Sanchez a kol., 2016) vypliva, Ze anaerobni bakterie,
do kterych spada i bakterie P. acnes, maji zvySenou rezistenci viuci lokalnim antibiotikiim
erytromycinu a klindamycinu. Tyto antibiotika maji sice rozdilnou chemickou strukturu, ale
svym ucinkem jsou si velice podobna. Pouzivaji se predev§im k 1é¢b¢ infekei zplisobenych

grampozitivnimi bakteriemi.

e Erytromycin je antibiotikum spadajici do kategorie makrolidi, jejichz chemicka
struktura je tvofena z 2-amino nebo neutralnich cukrii spojenych laktonovym kruhem.

V piipadé erytromycinu se jednd o 14¢lenny laktonovy kruh.

e Klindamycin je latka patfici do skupiny linkosamidovych antibiotik, jejichz
mechanismem ucinku je vazba na 50 S podjednotku ribozomd, ¢imz dochazi k inhibici
proteosyntézy bakterii. Tento mechanismus vyuzivd i antibiotikum erytromycin

(Leclercq, 2002).

Bakterie demonstruji svoji odolnost vii¢i erytromycinu a klindamycinu tfemi zptisoby. Prvni je
modifikace cilového mista, a to methylaci nebo mutaci, kterd zabranuje vazbé& antibiotika
na ribozom. Druhym moZnym zpisobem je eflux antibiotika. Tfeti variantou je inaktivace
1é¢iva. Nejcastéji se vSak jedna o rezistence v disledku methylace cilového mista na ribozomu.
Nékteré bakterie Propionibacterium acnes ve svém genomu obsahuji tzv. ERM (erytromycin-
ribosom methylaza) geny, které jsou zodpovédné za rezistenci. Tyto geny proteinové povahy
dimethylenuji adenin z 23 S rRNA, kterd je soucasti 50 S podjednotky. 23 S rRNA je cilové
misto vazby na vySe popsana antibiotika, ale jelikoz geny ERM dochézi k pozménéni struktury,

dochdzi i k neschopnosti vazby antibiotik na 50 S podjednotku ribozomu (Tally, 1984).

5.2. Lokalni antimikrobialni latky

5.2.1. Kyselina azelaova

Kyselina azelaova je pfirozené se vyskytujici latka, které se krome 1€E€b€ acne vulgaris vyuziva
1 pii 1écbé rizovky, koZzni hyperpigmentace ¢1 melanomu. Jedné se o nasycenou dikarboxylovou
kyselinu, kterd ve svém fetézci obsahuje devét atomd uhliku. Svlj ndzev ziskala kvili
puvodnimu zpiisobu ziskavani, tedy oxidaci kyseliny olejové kyselinou dusi¢nou (AZ = azote

= dusik, elaoi = olej) (Nazzaro-Porro, 1987).
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VeétSinou je tato latka soucasti krémi v 20% koncentraci. Kyselina azelaova ma antibakteridlni
ucinky — narusuje intracelularni pH a metabolismus P. acnes, ¢imz dochazi k usmrceni bakterii.
Taktéz vykazuje protizanétlivy ucinek, kterd spociva v inhibici nuklearnich transkripcnich

faktora.

I pres to, ze se jedna o veelku ucinnou latku v boji proti acne vulgaris, mé i nékteré nevyhody
— konkrétn¢ nizkou rozpustnost ve vodé, Spatna absorpce kuzi a cCasté vedlej$i UCinky
s prikladem lokalniho podrazdéni ¢i zaCervenani kize. Z tohoto divodu se v soucasné dob¢
uvazuje o vyuziti monoesteru pegylované kyseliny azelaové (PEG-AzA), ktery vykazuje lepsi
rozpustnost ve vod¢ a nizsi riziko vzniku nezadoucich ucinki se stejnou mirou antibakterialnich

a protizanétlivych tc¢inkti (Wang a kol., 2021).

HO\H/\/W\H/OH

O O

Obradzek 8. Strukturni vzorec kyseliny azelaove, prevzato z Blaskovich a kol., 2019

5.2.2. Benzoylperoxid

~Benzoylperoxid (BPO) je baktericidni latka se schopnosti redukovat populaci P. acnes
v mazovych folikulech.* (Anjali Mahto, 2017). Bakterie vic¢i nému neprokazuje rezistenci,
proto je v ptipadé mikrobidlni kolonizace P. acnes velice vyhodnym lokalnim IéCivem
(Nguyen, 2010).

Benzoylperoxid je organicky peroxid, ktery krom¢ antimikrobidlnich ucinkti ma i uc¢inky

-----

Poté, co je BPO vstieban kizi, se pfeméni na kyselinu benzoovou. Ta je cysteinem
metabolizovdna za uvolnéni kyslikovych radikald, coz vede k oxidaci bakterialnich proteind.
Takto je metabolizovano piiblizné€ 95 % kyseliny benzoové, zbytek je z organismu vyloucen

ledvinami.

Benzoylperoxid se vyskytuje v béZn€ dostupnych ptipravcich jako jsou myci gely, krémy,
pletové vody ¢i masky, které jsou k dostani bez 1ékaiského predpisu, ale 1 v gelech, ke kterym
je lékatsky predpis potieba. Uginné koncentrace se pohybuji v rozmezi 2,5 — 5 % v piipadé

obliceje, z ptipad¢ hrudniku a zad je mozna vyssi koncentrace 5 — 10 %. Latka ma mirné bélici
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ucinky, mize dochazet k odbarveni chloupki na obli¢eji, proto se nedoporucuje nanaset 1é€civo
na oboci ¢i do vlast. Pacient by se taktéz mél vyhnout slune¢nimu zafeni a pouzivat krémy
s vysokou UV ochranou (SPF minimaln¢€ 30), aby se snizilo riziko fototoxicity a podrazdéni
pokozky. Doporucuje se 1é€ivo nanaset bodové, 1x denné a vyhnout se okoli o¢i, nosu, Ust,
sliznic a otevienych ran, kde nejcastéji dochézi k silnému podrazdéni (Matin a Goodman,

2021).

Obrazek 9. Strukturni vzorec benzoylperoxidu, prevzato z Blaskovich a kol., 2019

5.3. Systémové antimikrobialni latky
5.3.1. Isotretionin

U stfedné tézkého a tézkého prubéhu acne vulgaris nereagujicich na Zadnou jinou formu 1€cby
zUstava nejucinngj$im léCivem peroralni isotretionin. Isotretionin, neboli kyselina 13-cis-
retinova, je derivat vitaminu A. Pro 1é¢bu acne vulgaris byl schvéalen americkym Utadem pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) jiz roku 1982. Tato latka ma protizanétlivé ucinky, jelikoz
snizuje chemotaxi monocytii. Dale snizuje produkci kozniho mazu a ovliviiuje komedogenezi.
Piimé antimikrobidlni u¢inky nema, ovliviiuje vSak mikroprostiedi v pilasebacedzni jednotce,

coz mé nepfiznivy ucinek na kolonizaci bakterii P. acnes (Bagatin a kol., 2020).

Zacina se s davkovanim 0,5 mg/kg/den a postupné podle snasenlivosti jedince se ddvka miize

zvySovat. Détem do 12 let se nedoporucuje izotretinoin podéavat (Layton, 2014).

Lécba isotretinoinem by méla trvat po dobu 4 — 6 mésicti. Béhem této doby dojde ke zhojeni az
90 % projevil acne vulgaris. K vysazeni 1€ku by mélo dochazet postupnym snizovanim davky

v prub¢hu 4 — 8 tydnti (Machovcova, 2011).
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Obrdzek 10. Strukturni vzorec isotretioninu, prevzato z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Isotretinoin

5.4. Fyzikalni terapie modrym svétlem a jiné zdroje svételné terapie

Z divodu Casté rezistence bakterie P. acnes na nékteré druhy antibiotik a smisenych vysledki
1éCeni acne vulgaris 1é¢bou retinoidy v kombinaci antibiotické 1é€by se vyvinuly nové
terapeutické metody na svételné bazi. Tyto metody vychazeji z faktu, ze vlivem slune¢niho
zafeni dochazi ke zlepSeni stavu aknozni pleti. Propionibacterium acnes, respektive porfyriny
této bakterie, absorbuji svétlo vrozmezi vinovych délek 400-700 nm, pficemz nejlépe

absorbované je pravé modré svétlo s vinovou délkou 415 nm.

Po absorpci svétla porfyrinovymi slozkami dochazi k fotoexcitaci, kterd vede k uvolnéni
volnych reaktivnich radikald a singletového kysliku — latek s vysokym bakteriocidnim u¢inkem
na bakteridlni buiku P. acnes. Modré svétlo taktéz vykazuje protizanétlivé ucinky

v keratinocytech.

Bakteriocidni ucinek vykazuje i Cervené svétlo, je vSak hife absorbovatelné, ale pronika
hloubéji do kiize, kde plsobi na mazové Zlazy a ovliviiuje makrofagy skrze uvoliovani
a draslikovych laserii ¢i fotodynamické terapie (PDT) muiZze dochazet k fototoxickym
a fototermalnim poskozeni mazovych Zlaz, coZ ma za nésledek jejich zmenSeni a naslednou
snizenou produkci kozniho mazu. I tyto zdroje svétla mohou pusobit bakteriocidné€, protoze

vlivem jejich ptsobeni dochézi k uvoliiovani volnych reaktivnich radikald.
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Svételnd terapie stejné jako antibiotickd lécba nemusi byt vzdy ucinnd, jelikoz i k terapii
modrym svétlem mohou nékteré bakterie P. acnes vykazovat rezistenci. Z hlediska rezistence
muzeme bakterii rozdélit do Ctyt skupin: vysoce citlivé, citlivé, slabé citlivé a odolné (Tsoukas,

2015; Utilization of 440 nm blue light, 2017).

5.5. Bakteriofagova lécba

V dasledku zvySujicich se piipadi snizeni citlivosti a Uplné bakterialni rezistence
na antibiotickou 1é¢bu z diivodu cCasté indikace antibiotik se zkoumaji dal$si metody 1écby
bakteridlnich infekci. Kromé vyuziti antimikrobidlnich peptidi a upravenych protilatek
se nabizi vyuziti bakteriofaghi. Jejich vyhoda spociva ve specificnosti bakteriofagh

k hostiteltim, jednoduchost izolace a produkce.

Bakteriofag (zkracené fag) je vSudyptitomny vir klasifikovany jako intracelularni parazit
bakterii a jeho distribuce tedy zavisi na organismu hostitele. Uvadi se, Ze existuje vice nez
6000 zndmych bakteriofagu, jejichz vyskyt je az 3x Cast&jsi nez vyskyt bakterii. Lze je taktéz

nalézt ve forme profagl vlozenych do genomu bakterii.

Bakteriofagy maji 4 faze Zivotniho cyklu: lyticky a lysogenni — oznacujici se jako hlavni, a déle
pseudo-lysogenni a chronicky. Aby mohlo dojit k pfechodu mezi t€émito faizemi, musi nejprve
dojit k navazani na bakteridlni buiiku ¢ehoz je dosaZeno pomoci bakterialnich receptorti, které
jsou rodové ¢i dokonce druhové specifické. Po navazani aplikuje bakteriofag vstiiknutim sviij
geneticky material do bakterialni buiiky Po aplikaci genetického materidlu mize fag prechazet
do jakéhokoliv Zivotniho cyklu, avSak nej€asteji dochazi k pfechodu na lytickou fazi. Na konci
této faze Castice fagh exprimuji kasetu tvofici latky lysin a holin. Ve vnitini membrané€ dochazi
pusobenim holinu k vytvofeni poru, kterym do buiky vstupuje lysin, ktery degraduje
peptidoglykan Timto mechanismem dochézi k lyze bun€k a uvolnéni dal§i generace fagu.
Bakteriofagy nachazejici se v této lytické fazi jsou nejCastéji vyuzivany diky pfirozené

schopnosti usmrceni bakterii.

Lysogenni bakteriofagy (v klidové fazi, nékdy oznacované jako ,,spici® bakteriofagy) jsou
schopné vyvolat transdukci, kterda mtize byt spiSe pfinosem pro bakterie, jelikoz se mohou
pfenaSet geny ke sniZeni citlivosti ¢i uplnou rezistenci na antibiotika. Schopnost pfechodu
do lysogenni faze maji pouze nekteré fagy na rozdil od lytické faze, do které mohou vstoupit

vSechny fagy (Castillo, 2019; Weber-Dabrowska, 2016).
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5.5.1. Bakteriofagy bakterie Propionibacterium acnes

Prvni identifikace téchto bakteriofdgii je pfipisovana biochemikovi Miroslavu Brzlinovi

(Brzlin, 1964).

Roku 1968 Zierdt a kolektiv (Zierdt a kol., 1974). prvné izolovali bakteriofag P. acnes
soznaCeni 174, avSak kjeho prozkoumdni nedoslo a tyto organismy byly pouzity
k detailn¢jSimu popisu bakterii rodu Propionibacterium a Corynebacterium. Objev
bakteriofagu 174 ptispél k odliSeni Propionebacterium acnes od bakterii Corynebacterium
granulosum a Corynebacterium avidum, které na rozdil od P. acnes nevykazovaly fagovou

citlivost.

VétSina bakteriofagi této bakteterie ma sifovirovou morfologii, kterd se vyznacuje
izometrickou hlavou a dlouhym ohebnym ocasem. Obecné se rozméry hlavy pohybuji okolo
67 nm a ocasy s délkou 130 nm. Konkrétni rozméry se vSak odliSovaly, nékteré studie uvadi
mensi fagy s velikosti hlavy 42—44 nm a velikosti ocasu 130 nm (Zierdt a kol.,1974) ¢i vétsi
s velikosti hlavy 90 nm a 175 nm dlouhym ocasem (Webster a Cummins, 1978). Doposud neni
jasné, co zpusobilo rozdily v morfologii — mohlo se jednat o technické divody pfi zpracovani
vzorkll pro elektronovou mikroskopii, avSak nevylu€uje se ani existence vétsich fagia. Vyskyt
bakteriofagi koreluje s pfitomnosti bakterie P. acnes — nejCastéji jsou tedy piitomny

v pilosebacedznich jednotkach, dale v duting Gstni ¢i na sliznici GIT.

Roku 2006 byla pouzita bakteriofagova terapie u lidi na nékolik typl infekci a pfinesla velice
pozitivni vysledky. Samotna 1écba akné zplisobena bakterii P. acnes nebyla testovana na lidech.
Brown a kolektiv vSak vyzkouseli terapeutické u¢inky fagh na P. acnes in vitro s pouzitim
agarovych kultivacnich desticek s pfitomnosti této bakterie. Bylo pouzito deset riznych
bakteriofdgli a pro kazdy znich byla vytvorena suspenze s koncentraci 2,59 x 10°® PFU/g
v krému Cetomakrogolu. Bakteriofagy ucinné lyzovaly P. acnes a v krému zUstaly aktivni az
po dobu 90 dni pfi skladovani pfi teploté 4 °C a v temnoté. Fagy vykazovaly velikou specifitu
— pusobily pouze na bakterie P. acnes a ostatni bakterie rodu Propionibacterium nelyzovaly

(Brown, 2016).

Dalsi alternativou je vyuziti fagovych endolysinii namisto celého bakteriofdga. Fagové
endolysiny maji schopnost degradace bunécné stény bakterii. Z vyzkumu Marinelli a kol.
(Marinelli a kol., 2012) vyplyva, ze vyuZiti endolysint je jeSt€ mnohem u¢inngjsi neZ samotna
fagova terapie, jelikoz rezistence vii¢i endolysiniim nebyla zatim hlaSena na rozdil od fagové

rezistence, kde bylo par pfipadii potvrzeno (Weber-Dabrowska, 2016; Briiggemann, 2013).
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Kombinaci antibiotik s koktejlem fagl lze tedy snizit rezistenci na antibiotika, taktéz fagova
terapie vykazuje vyhody pouze mistniho plisobeni bez usmrceni dalSich pozitivné ptsobicich
bakterii lidského organismu, dale snizovani tvorby biofilmu a nizs$i naklady nez naklady
na ATB Iécbu. Je vSak ale nutné mit na paméti, ze mohou byt vyuzity pouze fagy v lyzujici fazi
jejich zivotniho cyklu, jelikoz v lysogenni bakteriofagy jsou schopné transdukce, coz by mohlo

vést ku prospéchu bakterii, a ne jejich usmrcenim (Castillo, 2019).
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ZAVER

Propionibacterium acnes (dnes jiz pod ndzvem Cutibacterium acnes) je souasti b&zné
mikroflory lidské pokozky. Dojde-li vSak knaruSeni rovnovdhy mezi jednotlivymi
mikroorganismy kozniho mikrobiomu, hraje hlavni roli v rozvoji zéanétlivého kozniho
onemocnéni — acne vulgaris, které patfi mezi nejcastéjsi kozni choroby. Ackoliv se jedna o
somatické onemocnéni, muze piispivat k rozvoji psychickych onemocnéni s piikladem tzkosti
¢i depresi. Propionibacterium acnes vsak nezpiisobuje pouze onemocnéni acne vulgaris, podili
se 1 na rozvoji sarkoidozy, infek¢éni endokarditidy a predpoklada se, Ze ma spojitost s rozvojem

rakoviny prostaty.

Prvni ¢ast bakaldiské prace je soustfedéna na cely rod Propionibacterium — jeho historii,
rozde¢leni do jednotlivych skupin, metabolismus a biosyntézu prospésnych latek vitaminu Bi2 a

kyseliny propionové, diky jejiz produkci ziskal rod Propionibacterium svij nazev.

Hlavni cast bakalaiské prace se predevsim zabyva onemocnénim acne vugaris. Zanesena
pilosebacedzni jednotka, tedy vlasovy folikul s pfidruZenymi mazovymi zlazami, mazem a
keratynocyty tvofi idealni anaerobni prostfedi pro mnoZeni bakterie Propionibacterium acnes.
Tato bakterie produkuje latky vedouci k zanétlivé reakci a ndslednému prasknuti komedonu.
Hlavnim faktorem virulence této bakterie je tvorba biofilmu, ktery zesiluje patogenitu tim, ze
méni fylotyp bakterii, které jsou prakticky nelécitelné systémovymi antibiotiku a musi tak
dochazet k jejich chirurgickému odstranéni. S tvorbou biofilmu souvisi onemocnéni infekéni
karditida, jelikoz Propionibacterium acnes maji tendenci pfichytavat se na protetické materialy

(v tomto piipadé na umélé chlopné) s naslednou tvorbou bakteridlniho biofilmu.

Posledni kapitolu demonstruje moznosti 1é€by onemocnéni s ptikladem novych, dosud ne zcela
védecky probadanych metod, jejichz uplatnéni budeme moci pozorovat v nasledujicich letech.
Lécbu je mozno rozdélit do tfi skupin — systémovou, lokdlni a fyzikalni. V ptipadé acne
vulgaris se predevSim vyuziva lokalni 1éCby jak antibiotickymi preparaty, jakymi jsou
klindamycin a erytromycin, tak 1 dalSimi antimikrobidlnimi latkami s pfikladem
benzoylperoxidu ¢i kyseliny azelaové. Mize byt 1 vyuzita 1écba fyzikalni, a to konkrétné terapie
modrym svétlem vinové délky 415 nm, které taktéz plisobi antimikrobialn¢. Pokud tyto metody
1éEby nezabiraji, své uplatnéni nachazi systémova 1écba antibiotiky ¢i systémovymi retinoidy.
V ptipadé ostatnich nemoci se voli systémova lécba antibiotiky a v pfipadé vytvoreni

bakterialniho biofilmu jeho chirurgické odstranéni.
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