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ABSTRAKT

V poslednich letech se v oblasti mikrobiologického testovani stale Castéji upird pozornost
na vyuziti bakteriofagli, coby mozné alternativy nakladnych a v neposledni fad¢ také hiife
dostupnych antivirdlnich testli vyuzivajicich zivociSnych virt. Teoreticka ¢ast bakalarské
préace se zabyva obecnou charakteristikou bakteriofagi a dale také popisuje vyhody i tskali
jejich  vyuziti na pozici substituenti bézné se vyskytujicich zZivociSnych virt
pii laboratornich testech. Naplni praktické ¢asti bylo modifikovat normu CSN EN 1040
(Chemické desinfekéni ptipravky a antiseptika), s cilem zavést uceleny postup umoziujici
zakladni testovani ucinnosti desinfekénich ptipravki s vyuzitim bakteriofagi a nasledné
modifikovanou metodu otestovat nanékolika vybranych desinfekénich piipraveich

za vyuziti dvojice bakteriofagii — obalené¢ho ¢6 a neobalené¢ho ¢X174.

Kli¢ova slova: bakteriofag, $6, $X174, desinfekce, CSN EN 1040

ABSTRACT

In recent years, attention has been increasingly aimed at microbiological testing using
bacteriophages as possible alternatives to expensive and, last but not least, less widely
available antiviral tests using mammalian viruses. The theoretical part of the bachelor thesis
is focused on the general characteristics of bacteriophages. Also, it describes the advantages
and disadvantages of their use as a substituent for common mammalian viruses in laboratory
tests. The content of the practical part was to modify the standard CSN EN 1040 (Chemical
disinfectants and antiseptics) in order to introduce a comprehensive procedure enabling basic
testing effectiveness of disinfectants using the bacteriophages and subsequently test
the modified method on several selected disinfectants utilizing a  pair

of bacteriophages — enveloped ¢6 and non-enveloped $X174.

Keywords: bacteriophage, $6, $X174, disinfection, CSN EN 1040
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UvVOD

Tato bakalarska prace pojedndva o bakteriofazich v roli substituentll zivoc¢iSnych virt.
Bakteriofagy zahrnuji velké mnozstvi zastupct a vykazuji také morfologickou podobnost
s viry, to v§e napomahé vybéru vhodnych kandidati pro tuto oblast jejich vyuziti. Jednim
ze zésadnich vyznamil substituce virt bakteriofagy je snizeni bezpecnostnich rizik
pii provadénych laboratornich testech. Prace s viry vyzaduje zvySené naroky na bezpecnost
a stim jsou spojeny i vysSsi ndklady na odpovidajici vybaveni pracovist’ i samotnych
pracovnikd. Substituce je vyhodna iz hlediska zkrdceni doby testovani, provadéni
klasickych antiviralnich zkousek je totiz ¢asové a Casto i technicky vice naro¢né. Z vyse
jmenovanych divodil je ziejmé, ze pozadovany virus/patogen neni vzdy mozné snadno
prozkoumat. Struény vycet nékterych omezeni spojenych s ,.klasickymi‘ antiviralnimi testy
poukazuje na uzitecnost substituce fagy z hlediska snadnéjsiho a dostupnéjsiho ziskavani

vysledkd.

Testy s bakteriofdgy mohou byt provadény za ucelem orientaéniho hodnoceni chovani
nahrazovanych virli za riznych podminek a v riznych prostiedich. Kazda aplikace ma své
specifické parametry, vybér vhodného substituentu se Casto odviji od podminek, které
pii testovani maji panovat. Pojem virus je v soucasné dobé Casto skloniovan ve spojitosti
s pandemii onemocnéni covid-19, kterd udeftila v celosvétovém métitku a zdsadné ovlivnila
nase zivoty. Snaha o ziskdvani poznatkl tykajicich se Sifeni viru SARS-CoV-2 vedla
ke zvySeni poptavky po antiviralnim testovani a v reakci na popisovanou situaci vzrostlo
také mnozstvi odbornych ¢lankti zamétenych na nalezeni takovych fagovych substituenti,
jenz budou svymi vlastnostmi umoznovat zavedeni alternativnich metod testovani v této

oblasti.

Prakticka ¢ast bakalatské prace je zaméfena na testovani uc¢innosti desinfek¢nich prostredki
za vyuziti dvojice bakteriofagli — obalen¢ho bakteriofdga ¢p6 a neobaleného bakteriofaga
¢X174. Pracovni postup pro testovani vybranych desinfekénich ptipravki byl piejat z normy
CSN EN 1040 (Chemické desinfekéni pripravky a antiseptika), kterd upravuje stanoveni
zakladniho baktericidniho ucinku u testovanych desinfek¢nich piipravka. Postupy z normy
byly modifikovany a pfizplisobeny pro praci s bakteriofdgy jako testovacimi
mikroorganismy. Osvojeni novych mikrobiologickych technik pfi praci s bakteriofagy
pro me bylo zakladni motivaci k volb¢ tohoto tématu, dalsim diivodem byla také aktuélnost

této problematiky vzhledem k pandemii onemocnéni covid-19.
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I. TEORETICKA CAST
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1 OBECNA CHARAKTERISTIKA BAKTERIOFAGU

Viry, vCetn¢ bakteriofagti, jsou povazovany za nitrobunécné parazity, jejichz zivotni procesy
jsou zprosttedkovavany napadenymi hostiteli. Mohou se replikovat, vyvijet a piizptisobovat
podminkam prostiedi, ale pfesto nemohou byt povazovany za zivé organismy, jelikoz
nedisponuji schopnosti generovat ¢i uchovéavat energii. Svym ptisobenim ovSem vyznamné¢
ovlivituji evoluci zivych systémi, prostiednictvim jejich interakce s bunkami ovliviiuji
genetické procesy a s tim spojeny vyvoj novych forem zivota. Pfedstavuji vSudypiitomnou,
rozmanitou a ekologicky vyznamnou soucést zivotniho prostredi. Jejich mnozstvi na Zemi
je odhadovano az jako 103!, z &ehoZ vétSinu tvori bakteriofagy (zkracené fagy), tedy viry

napadajici bakterie. [1; 2]

Bakteriofagy jsou velmi rozsahlou skupinu nebunéénych organismii — vird, jejichz
hostitelskymi organismy jsou bakteridlni buniky. Bakteriofagy disponuji kompletni
informaci o své reprodukci, realizace a nasledna tvorba novych virionti je ovSem zcela
zavisld na energii, organelach a prostfedi, které poskytuje hostitel — vhodna bakterie.
Bakteriofagy jsou nedilnou soucasti témet kazdého prostiedi, vyskytuji se ve vodach, padé
¢i jako asociovand soucast mikrobiomu zivoCichli a svym pilisobenim napomahaji
k udrZzovani rovnovéhy mikrobidlnich komunit. VétSina bakteriofagi je charakteristicka
tzv. binarni symetrii, kdy se jejich kapsid sklada z hlavicky a biciku, mensi ¢ast zastupcti

vykazuje 1 jiné typy symetrie kapsidy. [3]

1.1 Objeveni bakteriofagi

Prvni zminky pravdépodobné souvisejici s vyskytem bakteriofagii, vychéazeji z poznatka
anglického bakteriologa a pfirodovédce E. H. Hankina. Ten roku 1896 informoval
o antibakterialni aktivité pozorované ve vodach fek Ganga a Jamuna v Indii. Rusky
bakteriolog N. F. Gamaleya zaznamenal podobny fenomén pti préci s Bacillus subtilis o dva
roky pozdéji. Zadny z téchto badatelt se pozorovanému jevu dale nevénoval a prava pfi¢ina

zustala neobjasnéna. [4]

Prvni odbornou publikaci tykajici se bakteriofagh zvetejnil roku 1915 britsky Casopis
The Lancet, Clanek napsany F. Twortem popisoval bakterialni 1yzu pozorovanou u kolonii

Staphylococcus. Twort ovSem zprostiedkoval pouze popis, nikoli vysvétleni. [5]

Za oficialniho objevitele bakteriofagii je povazovan francouzsko-kanadsky mikrobiolog

F. d’Hérelle, ktery roku 1917 bakteriofagy pojmenoval a dospél k zavéru, ze patii mezi
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tzv. ultraviry. F. d'Hérelle je také prukopnikem v oblasti fagové terapie. Na zaklad¢
pozorovani nartstu poctu bakteriofdgii ve stolici pacientli uzdravujicich se z bakterialni
uplavice usoudil, Zze pravé fagy piispivaji k zotaveni a zacCal se zabyvat moznosti jejich
vyuziti pii 1écbé bakterialnich chorob. S vyuzitim této metody pak d Hérelle vylécil nékolik
pacientl s t¢zkym pribéhem dyzentérie (Gplavice), jejimz piivodcem jsou bakterie rodu

Shigella. [6]

1.2 Vyskyt bakteriofagi

Bakteriofagy jsou povazovany za nejrozSifenéj$i skupinu organismil na planeté. Jejich
vyskyt je ovlivilovan pfitomnosti vhodnych bakteridlnich hostiteld. V kazdém
z prozkoumanych ekosystémt hraji klicovou roli v regulaci mikrobidlni aktivity.
V pfirodnich mikrobialnich systémech se vyznamné podileji na jejich dynamicnosti
a genetické diverzité prostiednictvim procest jako je napiiklad horizontalni genovy transfer,
dale maji vliv také na prub¢h biogeochemickych cykli. V pripad€ neptitomnosti vnimavého
hostitele v okoli je fada bakteriofagli schopna uchovat si svoji infek¢éni schopnost az po cela

desetileti. [3; 7]

Fégy jsou hojné zastoupeny v oblastech s vysokou bakterialni aktivitou, miizeme je nachazet
ve splascich, v ptidé€, termalnich oblastech, vodnich plochach ¢i jako asociovanou soucast

zivych organismil — napf. souc¢ast mikrobiomu stiev, dutiny ustni ¢i vaginy. [3]

Prostfedim bohatym na bakteriofagy jsou pfedev§im ocedny. Fagy jsou v oceanech piitomny
jak v povrchovych vodach, tak i ve velkych hloubkéch, jejich vyskyt byl pozorovan dokonce
1 vjeho zmrzlych c¢astech. V ocednském sedimentu byla zaznamenana jeSte¢ vySSi
koncentrace bakteriofagii nez v b&Zném vodnim sloupci a udava se jako 10° &astic figa
v 1 mililitru sedimentu. Vyhodnoceni distribuce bakteriofagh v suchozemském ekosystému
je problematictéjsi disciplinou, testy provedené s vyuzitim elektronové mikroskopie udava;ji

jejich koncentraci fadové jako 107 &astic figa v 1 gramu ptdy. [3]

Také organismus savct je osidlen velkym mnozZstvim mikroorganism, jejichZ pfitomnost
arovnovaha hraji dileZitou roli v udrZzovani jeho spravné funkce. Zndmym piikladem
je sttevni mikrobiom, v némZz se nachdzeji vSechny ze tfi domén bunécného Zivota —
Bacteria, Archea 1 Eukarya. 1 zde je ptitomnost bakterii spojena s vyskytem jejich typickych
fagovych komunit. Vysoka koncentrace fagh v travicim traktu je charakteristicka zejména
pro ptezvykavce, ve vykalech ovci a skotu je jejich koncentrace fadoveé udavéana az jako

10° &astic faga v 1 gramu vykald. Piitomnost fAgt byla prokdzana dokonce i u bezobratlych
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zivocicht — zizal, v€el, much ¢i slavek. S ohledem na tato fakta je diskutovana moznost
vyuziti bakteriofagii jako jednoho z moznych indikatort fekalniho znecisténi, odlisné
zastoupeni fagl ve zvifecich a lidskych vykalech by mohlo vést ke snadnéjSimu rozliSeni

zdroje fekalni kontaminace v zivotnim prostiedi. [3; 8]

1.2.1 Vyskyt bakteriofagu v oblasti technologii a primyslu

Pro tadu biotechnologickych procesit zaloZzenych na bakteridlnim plisobeni je vyskyt fagi
negativni. Bakteriofagova infekce predstavuje hrozbu pfedevsim pro prumyslova odvétvi
zaloZzena na bakteridln¢ zprostiedkovaném procesu fermentace — napf. v potravinaistvi
(produkce jogurtt, syrt, fermentovaného mléka, zakysané smetany, kvaSené zeleniny atd.),
dale je na proces fermentace vazana i velka ¢ast produkce kyseliny hyaluronové ¢i mlécné,
které patfti mezi vyznamné aktivni ingredience vyuzivané v kosmetickém, ale také
ve farmaceutickém priimyslu. Z diivodu hrozby kontaminac¢niho rizika, vedouciho k poklesu
produkce a néslednym ztratdm zisku, je pro tento typ primyslovych vyrob dilezité dbat
na sledovani distribuce fagli ve vlastnich prostorach a soucasné¢ 1 blizkém okoli
¢i vdodavanych surovinach. Detekce virulentnich fagi je zaloZzena na vyuziti bézné
dostupnych mikrobiologickych metod, ptikladem mohou byt plakové testy nebo sledovani
bakterialni aktivity. Pokud je fagova kontaminace potvrzena, nasleduje proces identifikace
jejiho zdroje. Je rozliSovano mezi tzv. endogennim (pfitomnost profaga) a exogennim
(ptitomnost fagii v surovinach ¢i prostiedi) zdrojem infekce. DalSim vyznamnym aspektem
je také volba vhodnych startovacich bakterii, respektive jejich kombinaci, tak aby
se nepiekryvala jejich citlivost k fagim. Pro zvladani fagové problematiky ve zminovanych
provozech je nejcastéji vyuzivan systém rotace startovacich bakteridlnich kmend. Dalsi

z moznych cest je vytvoreni rezistentnich startovacich kment. [3]

1.3 Obecny popis stavby bakteriofagii

Bakteriofagy jsou podobné jako vSechny ostatni viry nebunécnymi Casticemi, tudiz
nedisponuji ve své stavbé Zadnymi organelami, to také podmifiuje jejich paraziticky zptisob
Zivota. Bakteriofagy jsou velmi rozsahlou skupinou, to je také divodem rozmanitosti v jejich
stavbé. Obecné miZeme jednotlivé fagové Castice (viriony) popsat jako
tzv. nukleoproteinové komplexy. V zakladu jejich struktura zahrnuje genetickou informaci,
ulozenou v sekvenci nukleotidi tvoficich bud'to DNA nebo RNA, obklopenou vnéj$im
proteinovym pouzdrem — kapsidem. U obalenych fagi pfibyva do struktury vnéjsi lipidovy

plast’ fosfolipidové povahy, schématické zobrazeni stavby viru je patrné na obrazku 1. [3]
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Lipidovy obal

Glykoprotein

Nukleova kyselina

Kapsid

Obrazek 1 Schématické zndzornéni stavby viru — upraveno [9]
1.3.1 Nukleova kyselina

Nukleova kyselina je pro viry mistem uloZeni zejména strukturnich gent, jez koduji proteiny
kapsidu. Podoba virového chromozomu miize byt linearni nebo cirkularni. U bakteriofagi
a virt obecné se setkavame s netypickymi variantami uspotadani nukleové kyseliny, kterymi
jsou jednovldknova DNA (ssDNA) a dvouvldknova RNA (dsRNA), dale mize byt nositelem
virové genetické informace také jednovlaknovd RNA (ssRNA) ¢i dvouvldknova DNA
(dsDNA). U ssRNA virti je navic rozliSovano mezi tzv. negativni (-) a pozitivni (+) formou.
Vétsina dsDNA virtt obsahuje jedinou molekulu nukleové kyseliny utvaiejici genom,
zatimco velka ¢ast sSRNA a dsRNA virti se vyznacuje jevem tzv. segmentace genomu,

kdy je genom daného viru slozen z vice nehomologickych genofort. [10; 11]

1.3.2 Proteinovy obal (kapsid)

Geneticka informace bakteriofagli (a vird obecné) je chranéna plastém proteinového
charakteru. Tato struktura je utvafena velkym mnoZstvim logicky uspofadanych
proteinovych jednotek. Virovy kapsid neni ve svém slozeni pfili§ variabilni, obvykle
sejednd o opakujici se kompozici jednoho, nanejvyS nékolika proteini. Tento
typ uspofadani je vyznamny z hlediska efektivniho vyuziti genetické informace, kdy tvorbu
kapsidu zajist'uje jen maly pocet genli. Soucasné se jedna 1 o sporné opatieni, jelikoz kapsid
je schopen pojmout jen omezené mnozstvi DNA nebo RNA. Uspotadani virového kapsidu
se vyznacuje urcitou hierarchii. Zakladni strukturni jednotky se nazyvaji protomery, jedna
se o polypeptidové fetézce seskupené do nadmolekularnich ttvard, jejich spojenim vznikaji

kapsomery — morfologické jednotky utvaiejici kapsid. [12]
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Zakladni typy uspoiadani virové kapsidy

Geometrické tvary virovych kapsid jsou zna¢n¢ rozmanité, maji rizné velikosti a také se lisi
svym biomolekuldrnim slozenim. Rozvoj metod strukturalni analyzy, jako je rentgenova
krystalografie ¢i kryoelektronova mikroskopie, umoznil vyrazny pokrok v oblasti studia
virovych struktur. Znalost struktury patogennich virt hraje zasadni roli pii pochopeni
mechanismi sestavovani kapsidy, dale vypovidad o antigennim vybaveni ¢i o moznostech
interakce s bunéénymi receptory, vSechny tyto informace jsou vyznamné pro terapeutické

agely. [13]

Virové kapsidy muzeme podle jejich uspotfadani rozdé€lit do dvou zakladnich skupin,
ato na helikalni (Sroubovicové, tyCinkovité) a ikosaedralni (dvacetisténné). Kapsidy
kombinujici ve své stavbé oba typy uspofadédni nazyvame jako komplexni neboli jako
kapsidy s binarni symetrii. Bindrni symetrie je typickéa pro bakteriofagy tvofené hlavickou
a bi¢ikem, kdy ikosaedralni symetrii vykazuje hlavicka a helikalni symetrie ptipada na bicik,
typickym piikladem takového usporadani je bakteriofag T4. Schématické znazornéni

zakladnich typl symetrie virové kapsidy je patrné z obrazku 2. [10]

Y/
/) / \ \
/4 N\
,{/

v LN

Ikosaedralni 7 Bmami 7 Helikalni

symetrie symetrie symetrie

Obrazek 2 Symetrie virové kapsidy — upraveno [14]

1.4 Zivotni cyklus bakteriofagt

V zivotnim cyklu virh je mozno rozliSovat mezi 2 fazemi, a to mezi Zivotem mimo
hostitelské bunky a Zivotem uvniti téchto bunék. Jak jiz bylo zminéno, bakteriofagy jsou
skupinou virl infikuji bakteridlni buiiky, jakozto prosté nukleoproteinové castice nejsou
schopny samostatné generovat energii a nedisponuji ani proteosyntetickym aparatem.
Hostitelska bakterialni buiika je tedy absolutnim zprostfedkovatelem vzniku novych viriont.

Ptedpokladem pro infikaci bakterialni buiiky je jeji vnimavost k piislusnému typu faga.
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Toje dano ptitomnosti specifickych receptorii umisténych na povrchu bakterii,
umoznujicich adsorpci faga nesouciho odpovidajici protein na svém kapsidu nebo lipidovém

obalu (obalené viry). [11]

Ptesny pribéh a mechanismus infikace bakteridlni bunky se liSi v zavislosti na typu
a struktute bakteriofaga. Obecné muze byt jejich Zivotni cyklus a tvorba novych virionii
popsana v nékolika krocich. Adsorpce virionu zahrnuje jeho navdzani na povrch hostitelské
bunky, fag poté plynule ptechazi do faze penetrace, pii niz dochdzi k enzymatickému
naruseni bakteriadlni bunécné stény, coz umoziuje nasledné proniknuti/injektaz genomu faga
dovnitt (ostatni ¢asti faga zlistavaji vné hostitelské bunky). V dalsim kroku nastava replikace
virového genomu a syntéza bilkovin, pti¢emz z nové vzniklych komponent jsou utvareny
jednotlivé viriony (maturace — dozravani), které opoustéji hostitelskou buiiku (eluce). Pokud
neni zadn4 ztéchto fazi pieruSena, hovofime o lytickém cyklu, ktery vede k zéniku
hostitelské bunky, tento proces maji na svédomi tzv. virulentni fagy. Infikace hostitelské
buiky mtize probihat i latentni zpisobem, nejcastéji za vzniku profagu, tento zptisob infekce

navozuji tzv. mirné (temperované) fagy. [10; 15]

1.4.1 Lyticky cyklus

Pii lytickém cyklu dochéazi k ovladnuti metabolismu hostitelské bakterie fagem, ktery
nasledné tidi syntézu novych virovych ¢astic. Ranym produktem transkripce a translace
virového genomu jsou nukleazy, jejichz ukolem je degradace hostitelské nukleové kyseliny,
ditvodem je ziskéani pfednosti pro priibéh proteosyntézy a replikace nukleové kyseliny faga.
Béhem lytického cyklu mohou byt v jedné hostitelské buiice syntetizovany az stovky novych
viriontl. Lyticky cyklus je zavrSen rozpadem hostitelské bakteridlni buiikky s naslednym

uvolnénim nové vzniklych viriont. [16]

K lyze nejCastéji dochazi u mladych bakteridlnich bun€k, nejvhodné&jsi jsou bunky
na pocatku exponencialni faze ristu. V tekutych hostitelskych kulturach je bakterialni lyza
identifikovana vymizenim charakteristického zékalu. Ptfi zaoCkovani fagové suspenze
na tuhé médium spolu s hostitelskou kulturou je projevem bakterialni lyze tvorba plakii,
jejichz velikost a vzhled se li§i podle druhu faga. Plaky maji podobu projasnénych
kruhovych zén v souvislém bakteridlnim narustu, podobu plakt obaleného bakteriofaga ¢p6
zachycuje obrazek 3. Titr pouzité suspenze, respektive pocet aktivnich fagovych castic,
se stanovuje spocitanim vzniklych plakt, toto Cislo je nasledné piepocitano na hodnotu

PFU/ml (plaque forming units per milliliter). [15]
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Obrazek 3 Plaky bakteriofaga ¢6

1.4.2 Lyzogenni cyklus

Lyzogenni cyklus se vyznacuje latentnim pribéhem infekce. Piikladem typického
temperovaného faga zpusobujicitho latentni infekci je Dbakteriofdg A. Obdobné
jako u lytického cyklu, tak 1 v tomto ptipadé€, dochazi nejprve k adsorpci viru a k penetraci
jeho nukleové kyseliny dovnitt hostitelské buiiky. V dal§im kroku ovSem nenastdva tvorba
novych viriond. Vstup do lyzogenniho cyklu zapocind v okamziku integrace nukleové
kyseliny faga do chromozomu hostitelské bakteridlni buiiky za vzniku tzv. profagu.
Nukleova kyselina viru integrovana s chromozomem hostitele mize byt dale replikovana
a ve formé profagu ptredavana noveé vzniklym dcefinym buiikdm. Virové geny se v tomto
stadiu neprojevuji, tim padem nedochazi k poskozeni napadenych bunék. Vlivem urcitych
faktorti (napt. fyzikalnich ¢i chemickych) mize nastat pferuseni tvorby represorového
proteinu zajistujiciho umlceni fagovych gend. Nasledkem je poté vyclenéni nukleové
kyseliny faga z chromozomu hostitele a zahajeni lytického cyklu vedouciho k zaniku

hostitelské buniky. [11; 16]

1.4.3 Transdukce

Bakteriofagy zprostiedkovana transdukce patii mezi jeden z mechanismi rekombinace
zajiStujicich genetickou rozmanitost u bakterii. Tento proces ma vyznamné postaveni
z hlediska bakteridlni evoluce. Transdukce se ftadi k zédkladnim mechanismim
horizontalniho pfenosu genetické informace, spociva v pfenosu ¢asti genetické informace
z donorové do recipientni buiiky, aniz by recipientni bunika musela byt potomkem buiky

donorové. [3; 15]
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1.5 Vyznam bakterialnich struktur z hlediska fagové infekce

1.5.1 Cytoplazmaticka membrana

Z hlediska fagové infekce jsou stézejni zejména povrchové struktury bakterii, ke kterym
patfi rigidni buné¢nd sténa a pod ni ulozena cytoplazmatickd membrana. Cytoplazmaticka
membrana bakterii je ve své podstaté velmi podobna membranam eukaryotickych bunék,
jedna se o fosfolipidovou dvojvrstvu s mnozstvim zakotvenych proteinti rozlicnych funkci.
Bakteridlni buiilky postrddaji membranové organely, a ztohoto divodu u nich
cytoplazmatickd membrana zastava celou fadu vyznamnych funkci — napf. vyroba energie.
Dale je na ni vazana syntéza komponent bunééné stény a pro nckteré fagy je bakteridlni

cytoplazmatickd membrana také mistem vystavby kapsidlii novée vznikajicich virioni. [3]

1.5.2 Bunééna sténa

Bakterialni bunécna sténa je tvorena vrstvou peptidoglykanu, zajistuje pevnost, neohebnost
a odolnost vii¢i vykyviim osmolality prostiedi. U grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii jsou znamy zna¢né rozdily v jeji stavbé. Pro grampozitivni bakterie je typicka silna
vrstva peptidoglykanu s vmezefenymi molekulami teichoové kyseliny vy€nivajicimi
nad povrch, pravé jejich pfitomnost mize byt voditkem pro adsorpci fagl ptislusnych
grampozitivnich ~ bakterii. = Gramnegativni  bakterie  disponuji  pouze tenkou
peptidoglykanovou vrstvou, nad kterou je umisténa tzv. vnéj$i membréna, tvofend z vnitini
strany fosfolipidy a z vnéjsi strany velkym mnoZstvim unikéatnich molekul lipopolysacharida
(LPS). Povrch gramnegativnich bakterii mize byt navic obklopen vrstvou polysacharidi
¢i slizh, které zvysSuji jejich invazivitu a virulenci. Fagy infikujici gramnegativni bakterie
mohou interagovat se slozkami LPS ¢i membranovymi proteiny. Pfi infikaci
gramnegativnich bakterii fagy je vstup virové genetické informace komplikovéan ptitomnosti
dvojitého periplazmatického prostoru utvafeného gelovitou hmotou s vysokou koncentraci

proteaz a ptedevsim nukledz, které mohou zpiisobit degradaci fagové DNA. [3]

Aby se noveé vzniklé viriony mohly uvolnit z vnitra napadenych bakterii, musi dojit k 1yze,
které predchédzi naruseni pevné struktury bunécné stény. K tomuto ucelu fagy uplatituji
vysoce u¢inny enzym lyzin, ten je schopen rozrusovat integritu bakteridlnich bunéénych stén
ptisobenim na specifické vazby v molekule peptidoglykanu. Uginnému proniknuti lyzinu
az k bunécné sté€né predchazi permeabilizace cytoplazmatické membrany prostiednictvim

proteinu holinu. V pribéhu maturace viriond se lyzin hromadi v cytoplazmé, ve vhodném
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okamziku je aktivovan fagovy gen kodujici holin a nahromadény lyzin nasledné pronika
na misto urceni. Tento mechanismus tedy ovliviiuje délku infekéniho cyklu s cilem
dosahnout optimélniho &asu pro eluci nové vzniklych virionti do okoli. Casova regulace
je vyznamna piedevsim pii nedostatku dostupnych hostitelti v okoli. Oddaleni eluce muize
virionim poskytnout ochranu v prostiedi hostitelské bunky, dokud nedojde k nastoleni
pfiznivéjSich podminek v okolnim prostedi. Systém lyzin — holin ovSem neni univerzalni.
Nekteré fagy dosahuji svého uvolnéni i jinymi zpiisoby napft. naruSenim funkce bakterialnich
enzymu zodpovédnych za syntézu peptidoglykanu, coz nasledné vede k chybnému sestaveni

bunécné stény. [3; 17; 18]

1.6 Klasifikace bakteriofagi

Vzhledem ke skute€nosti, ze bakteriofdgy tvofi nejvetsi skupinu vird v pfirodé, je jejich
klasifikace velmi rozsahla. Z tohoto diivodu bude v této kapitole kladen diraz predevSim

na ¢eledi bakteriofagli zahrnujici zastupce vyuzivané k ucelim substituce zivoc¢isnych vira.

1.6.1 Historie klasifikace

Klasifikace bakteriofagii prochazela postupnym historickym vyvojem, jejimu ustaleni
pfedchazely objevy novych poznatkid a rozvoj védeckych metod. Snahu klasifikovat
bakteriofagy projevil uz sam jejich objevitel F. d"Hérelle, ten piedpokladal existenci pouze
jediného bakteriofaga tzv. ,,bacteriophagum intestinale“, jenz se ¢leni do dalSich skupin,
jeho koncept ale nemél dlouhého trvani. Svymi objevy ke klasifikaci fagt ptispél roku 1937
australsky mikrobiolog M. Burnet, ten poukézal na heterogenitu enterobakteridlnach fagt
a zjistil, Ze se 1i8i svymi velikostmi ¢i odolnosti. Roku 1948 pfiSel H. Ruska s navrhem
klasifikace virh pomoci elektronové mikroskopie. Pokrok v této oblasti pfinesli
také roku 1962 A. Lwoff, R. Horne a P. Tournier, ktefi navrhli klasifikaci zalozenou

na hodnoceni povahy nukleové kyseliny a morfologie. [3; 19]

1.6.2 Soucasna Kklasifikace

V soucasné dobé se klasifikace virtl, a tedy 1 bakteriofagi fidi pravidly ICTV (International
Committee for Taxonomy of Viruses). Dle ICTV jsou viry ¢lenény do 3 fadl z nichz jeden
utvareji prave bakteriofagy, ti se dale ¢leni na celkem 13 Celedi a 30 rodd. Hlavnim smyslem
klasifikace je zejména zjednoduSeni a lepSi orientace v takto rozsahlé oblasti. Efektivita
klasifikace spociva predev§im v moZznosti studia celistvych skupin vytvotenych na zaklade

spole¢nych znaki, eliminuje se tak nutnost separatniho studia jednotlivct. [19; 20]
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Soucasna klasifikace stoji na zakladech morfologického clenéni bakteriofagh podle
D. E. Bradleyho z roku 1967. Dle tvaru se fagy déli na bicikaté, polyedrické, filamentdzni
apleomorfni. Témeét 96 % bakteriofagh je bicikatych, tato velkd skupina utvari tad
Caudovirales, ktery se dale rozdéluje na 3 rozséhlé a fylogeneticky piibuzné celedi —
Myoviridae, Siphoviridae a Podoviridae. Fagy tadu Caudovirales se vyznacuji ptitomnosti
dlouhych ¢i kratkych bicikl, které mohou byt kontraktilni a na své terminélni ¢asti obvykle
disponuji typickymi adsorpCnimi strukturami, mezi které patii bazalni desticka, hroty
¢ivlakna. Struktura jejich virion vykazuje tzv. bindrni symetrii, dalsi spolecnou
charakteristikou této velké skupiny je pfitomnost linearni dsDNA a absence lipidového

obalu, zahrnuji zéstupce z fad virulentnich i mirnych faga. [3; 19; 20]

Zbyla 4 % ptipadaji na fagy polyedrické, filamentozni a pleomorfni. Tyto bezocasé fagy
jsou déle klasifikovany do 10 malych celedi, liSicich se v zakladnich vlastnostech, jedna
se o nezavislé fylogenetické skupiny. Jednotlivé celedi vykazuji variabilitu ve formach
genetické informace a zahrnuji jak obalené, tak neobalené zastupce. Morfologicka skupina
polyedrickych fagh zahrnuje nejvétSsi mnozstvi Celedi — Microviridae, Corticoviridae,
Tectiviridae, Leviviridae, Cystoviridae. Filamentdzni fagy jsou pak déleny na celedi
Inoviridae, Lipothrixviridae, Rudiviridae a posledni skupina pleomorfnich fagti zahrnuje
celedi Plasmaviridae a Fuselloviridae. Ptehled fagovych celedi spolu se schématickym

vyobrazenim jejich tvarl je zndzornén na obrazku 4. [20]

ssDNA dsDNA
O © Tectiviridae
Microviridae
Corticoviridae
Podoviridae a
® Plasmaviridae
Myoviridae Siphoviridae
’ Q Fuselloviridae
Lipothrixviridae
< I
Rudiviridae

ssRNA dsRNA

I O O

Inoviridae Leviviridae Cystoviridae

Obrazek 4 Schématickeé znazorneni Celedi a tvaru bakteriofagii — upraveno [20]
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1.6.3 Polyedrické bakteriofagy

Tato morfologickd skupina zahrnuje nckteré z fagh vhodnych k ucelim substituce
zivo¢isnych virt. Kapsid polyedrickych faga je typicky svym kulovitym tvarem, jedna
se o typ kapsidu s tzv. kubickou/ikosaedralni symetrii. Celedi spadajici do této morfologické
skupiny mohou byt rozdéleny do dvou kategorii podle obsazené¢ho typu nukleové kyseliny
na DNA polyedrické fagy a RNA polyedrické fagy. Skupina DNA polyedrickych fagi
zahrnuje Celedi Microviridae (ssDNA), Corticoviridae (dlsDNA) a Tectiviridae (dsDNA),
skupina RNA polyedrickych fagh pak zahrnuje ¢eledi Leviviridae (ssRNA) a Cystoviridae
(dsRNA). [3]

Celed’ Microviridae

Pro zastupce z ¢eledi Microviridae jsou charakteristické malé viriony, absence lipidového
obalu a pfitomnost cirkuldrni ssDNA. Dalsi spole¢nou charakteristikou této skupiny
je vysoka odolnost vii¢i vlivu detergentti, éteru, chloroformu ¢i plisobeni mrazu. Paleta
hostitelskych bakterii pro tuto skupinu bakteriofagti je rozsahla, fagy spadajici do podceledi
Gokushovirinae infikuji obligatné intracelularni bakterie z rodt Bdellovibrio, Chlamydia
a Spiroplasma (bakterie bez bunétné stény), zatimco fagy z podceledi Mikrovirinae infikuji

voln¢ zijici bakterie z Celedi enterobakterii. [21]

Jednim z typickych zastupcii této Celedi je bakteriofag $pX174, jehoz hostitelskou bakterii
je E.coli. Interakce kolifaga ¢X174 s hostitelskou bakterii probiha ve dvou fazich.
Reverzibilni vazba virionu k bakteriim je zprostfedkovana molekulami cukru ve strukturach
bakterialnich lipopolysacharidii (LPS). Bakterie postradajici zbytky glukézy a galaktdzy
v koncovych ¢asti LPS jsou vii¢i fagové infikaci odolné. Po prvotni interakci se bakteriofag
zaCina ,,valit” po buné¢ném povrchu, aby nalezl druhy receptor, jenz umozni prichod jeho
DNA do nitra bakterie. Pfi laboratornich testech byva ¢asto vyuZivan jako substituent

lidskych norovirt, které jsou ptivodci akutnich gastroenteritid. [22]

Celed’ Leviviridae

Mezi spolecné charakteristiky zastupct Celedi Leviviridae tadime ptitomnost pozitivni
ssRNA v linedrni podobé¢, absenci lipidového obalu a schopnost zachovani infek¢énosti
1 po vystaveni vlivu éteru, chloroformu ¢i kyselého prostiedi (pH 2). Viriony této ¢eledi jsou
morfologicky  podobné  poliovirim.  Vyznamnym  zéastupcem  této  skupiny

je bakteriofag MS2, jedna se o kolifaga specificky infikujiciho pouze F+ E. coli. Fagy této
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¢eledi infikuji hostitelské bakterie nejcastéji prostfednictvim pilusti (bakteridlni struktury
slouzici ke konjugaci). RNA bakteriofagt z ¢eledi Leviviridae byla od jejich objeveni v roce
1961 vyuzivana také v oblasti molekularni biologie jako snadno dostupny zdroj mRNA, stala

se uziteCnou zejména v oblasti studia regulace genové exprese na urovni transkripce. [23]

Celed’ Cystoviridae

Pro Celed’ Cystoviridae je charakteristickd ptitomnost neobvyklé formy genomu v podobé
tri-segmentovanych linedrnich usektit dsSRNA obklopenych dvouvrstvou kapsidou obalenou
navic lipidovym obalem. Dal§im unikdtnim znakem této skupiny je pfitomnost RNA
dependentniho polymerazového komplexu zodpovédného za specifické procesy baleni,
replikace a transkripce genomu. Fagy této Celedi vykazuji zvySenou citlivost na plsobeni
fady fyzikaln&-chemickych faktori a jsou tedy nachylngjsi k inaktivaci. Specifickym
bakteridlnim hostitelem je gramnegativni fytopatogen Pseudomonas syringae. [20; 24]

Bakteriofag ¢6 byl prvnim a po dlouhou dobu také jedinym uzndvanym zastupcem této

celedi. V soucasné dob¢ zahrnuje celed’ Cystoviridae celkem 7 fagl, z nichz vSechny byly

izolovany z luSténin napadenych bakteriemi rodu Pseudomonas. [25]
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2 MOZNOSTI VYUZITI BAKTERIOFAGU

Ackoli se na prvni pohled muze zdat, ze bakteriofagy, jakozto viry napadajici bakterie nejsou
pro cClovéka vyznamné, opak je pravdou. Moznosti vyuziti bakteriofagti s ohledem
na prospéch ¢loveka jsou rozséhlé a zasahuji do rtiznych odvétvi védy a vyzkumu. Diky
schopnosti fagh napadat bakterie, mohou slouzit pravé jako uzitecné nastroje v boji proti
bakterialnim infekcim a nejen to. Bakteriofagy mohou byt vyuzity pro detekci a typizaci
bakterii, dale mohou byt napomocny pfi destrukci biofilmt, dalSim piikladem je vyuziti
bakteriofagli v podobé tzv. fagového displeje, coz je metoda umoziujici identifikaci
nezndmych fragmentl DNA prostfednictvim vystaveni jejich proteinového piepisu
na povrchu fagového kapsidu. Nékteii zastupci zejména z fad polyedrickych fagii mohou
slouzit jako modely pro studium Zivocisnych virt. Tento typ substituce je vyhodny zejména
pro usnadnéni procesu laboratorniho testovani antivirdlni Uc¢innosti ¢i  zkoumani

prezivani/chovani virti za riznych podminek apod. [26]

2.1 Bakteriofagy jako vektory pri klonovani

Studium bakteriofagli pfineslo cenné poznatky, které prispély k polozeni zakladi a rozvoji
oboru molekuldrni biologie. V této oblasti jsou bakteriofdgy vyuzivadny pii procesech
klonovani, slouzi zde jako jedna zmoznych variant vektorli zajiStujicich pienos
rekombinantnich molekul DNA do recipientnich bun¢k. Znamym piikladem bakteriofaga
slouziciho k tomuto Ucelu je fag A a od n&j odvozené derivaty, dale je k tomuto Ucelu

vyuzivan fag M13 a opét fagy od n¢j odvozené. [3]

2.2 Bakteriofagova terapie

Bakteriofagova (zkracené fagova) terapie je predmétem biomedicinského vyzkumu, patii
bezesporu mezi jednu z nejznaméjSich a pravdépodobné i nejstarSich metod zaloZenych
na schopnosti fagl infikovat bakteridlni buniky. Princip této metody spociva v 1écbé
bakterialnich infekci prostfednictvim vhodného faga, k némuz je dana patogenni bakterie
citlivd. VyuZivani této 1écebné metody bylo v minulosti (pfedev§im v zapadnich zemich)
diky rozvoji antibiotik upozadéno. V soucasnosti ov§em zacina jeji potencial opét narlstat,
antibiotické rezistence. Bakteriofagova terapie v porovnani s antibiotickou 1é€bou nabizi
urcité vyhody, jednim z piikladi miize byt specifita t¢inku fagu, ktefi na rozdil od antibiotik

nenaruSuji pfirozeny mikrobiom pacienta. Pfed indikaci této formy terapie je ovSem
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nezbytné komplexné prostudovat interakce mezi zvolenym bakteriofagem a lécenym
makroorganismem. Musi byt také zvazena rizika rozvoje alergii ¢i potencialni riziko zvySeni

virulence bakterii vlivem faga. [3; 27; 28]

2.3 Bakteriofagy jako substituenty Zivoc¢iSnych viri pri laboratornich

testech

V poslednich letech se objevila tada studii zabyvajicich se vyuzitim bakteriofagl
jako nahrad za eukaryotické viry, zejména za vysoce infek¢ni patogeny. Tato substituce byla
realizovana v nejriiznéjsich testech, jejichz cilem bylo prostfednictvim bakteriofagii 1épe
prostudovat nékteré aspekty chovani a Sifeni patogent v riznych prostiedich za riznych

podminek.

Bakteriofagy jsou k tomuto tcelu vhodné zejména diky vyznamné strukturalni podobnosti
s mnohymi eukaryotickymi viry, dale jsou z genetického i morfologického hlediska vysoce
diverzifikované, coz poskytuje rozsahlé moznosti pro vybér prave takovych fagil, jenz budou
co nejvérndji suplovat nahrazované Zivo&isné viry. Rada autorti zabyvajicich
se problematikou S$ifeni vird v prostiedi vzduchu shledala jako vhodné substituenty
zivoc¢iSnych virt bezbicikaté, polyedrické bakteriofagy, jedna se napt. o fagy MS2 (Celed’
Leviviridae), ¢6 (Celed Cystoviridae), 6X174 (Celed Microviridae), PM2 (Celed
Corticoviridae) a PR772 (Celed Tectiviridae). [29; 30]

Mezi vyhody plynouci z této substituce se fadi zejména snizeni bezpecnostnich rizik
pii praci a dale také znacna Casova i1 finan¢ni uspora diky absenci zdlouhavych metod
zalozenych na sniZeni cytopatického ucinku ¢i testi na bazi replikonu. Prace
s eukaryotickymi viry je zavisld na kultivaci vhodnych bunéénych linii, ta se pohybuje
v tadech dnt, nasleduje jejich zaoCkovani virem a osetfeni testovanym subjektem, kontrolu
odpovédi (sniZeni cytopatického ti€inku ¢i inhibici replikace viru) je pak mozné odecist opét
az za n€kolik dnl. Naproti tomu kultivace bakterii (hostitel bakteriofagli) je casové mén¢e
naro¢na, hostitelské bakterialni kultury jsou za standardnich laboratornich podminek dobie
kultivovatelné, odpoveéd’ fagii na podminky testovani je mozné odecitat po 24 hodinach
od zahdjeni jejich kultivace. Prace s velkou ¢asti zivo¢isnych virt (napt. viry SARS-CoV-2,
H5N1, MERS-CoV, virus vztekliny, zluté zimnice ¢i konské encefalomyelitidy...)
je podminéna vybavenim laboratofe a pracovnikli dle 3. urovné biologické bezpecnosti
(tzv. biosafety level, zkracen¢ BSL) se zvlasté¢ patogennimi viry je pak nutné dodrZovat

nejvyssi stupen — tedy BSL-4 (napf. variola virus, viry Nipah, Hedra, Lassa, Ebola



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

¢i Marburg...). Dostupnost laboratoii uzptisobenych pro praci za podminek BSL-3 a BSL-4
je omezena, to je z velké Casti dano financni narocnosti podobnych provozi. Z tohoto
divodu bylo vyvinuto znacné usili k nalezeni takovych ndhrad vira, které dokazi simulovat
chovani pfisluSnych patogenli a soucasné¢ je bude mozné hodnotit pii nizSich urovnich
biologické bezpecnosti. Uroven biologické bezpeénosti pii praci s bakteriofagy se pohybuje
v rozmezi 1-2, a to zejména v zavislosti na mife patogenity hostitelské bakterie vyuzivané
k propagaci faga. Z toho plyne, Ze prace s bakteriofagy je pro vyzkumné pracovniky méné
rizikovd a souCasn¢ také nevyzaduje zvySené naroky na bezpecnost pracovist
¢inaspecifické  uzplisobeni  pracovnich  prostor.  Dodrzovani  standardnich

mikrobiologickych aseptickych technik je pro praci s bakteriofagy dostacujici. [31; 32; 33]
Obecné mohou byt vyhody prace s bakteriofagy shrnuty v nékolika bodech:

- zkraceni doby analyzy (do 24 hodin),

- niz8i pozadavky na specializovana zafizeni,

- ekonomicka efektivita,

- mensi riziko pro zdravi pracovnik,

- lepsi kultivovatelnost v porovnani s nékterymi Zivoc€isnymi viry,

- vetsi dostupnost této metody pro laboratote.

Prace s bakteriofagy zajist'uje vyssi miru opakovatelnosti provadénych testi, s tim se poji

také veétsi mnozstvi ziskanych vysledka. [31]

Moznost provadéni antiviralnich testd simulovanych bakteriofagy v Ceské republice
napiiklad nabizi Narodni referen¢ni laboratof pro desinfekci a sterilizaci pod zaStitou
Statniho zdravotniho tstavu. Na zékladé modifikovanych norem nabizeji nékolik moZznych
akreditovanych metod testovani s bakteriofagy. Presné informace o piislusnych

modifikacich patii k chranénym dovednostem piislusnych laboratofi.

2.3.1 Vybér bakteriofagi do role substituentii

Bakteriofagy v roli substituentti mohou byt chapany jako model pro studium osudu patogenu
v konkrétnim prostiedi. Ugely experimentii vyuZivajicich substituenty mohou byt riizné,
pfedmétem z4jmu muze byt napiiklad studium ucinnosti desinfekce a odstranéni patogenu
z prostiedi, dale se mlzZe jednat o studium miry jeho pfeziti ¢i Sifeni v riznych prostiedich

(voda, aerosol, povrchy apod...). [34]
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Pti vybéru vhodného bakteriofdga do pozice substituentu je nutné predem zvazit nékolik
zakladnich kritérii. Nejprve je nutné identifikovat nebezpeci v podobé pfislusného
nahrazovaného patogenu, nasleduje vybér systému, ve kterém se dané nebezpeci (patogen)
vyskytuje. Dal§im krokem v procesu volby je bezesporu také definovani ucelu provadéné
studie a stanoveni hypotéz, jez maji byt zodpoveézeny. V okamziku, kdy jsou tyto zakladni
pozadavky pro provedeni studie ujasnény, je mozné napomoci vybéru vhodného
substituentu stanovenim priorit, jedna se zejména o atributy praktické (bezpecnost, snadnost
pouziti, moznost porovnavani), biologické (funk¢ni morfologie, geneticka a taxonomicka
podobnost, odolnost) a environmentalni (pH, relativni vlhkost, UV zéfeni, teplota). Jejich
upfesnénim lze dosdhnout efektivnéjsiho vybéru diky zazeni $kaly potencionalnich
substituentli, ddle mize znalost atributii pomoci rozhodnout, jestli je pro potieby studie
dostacujici jediny substituent nebo zda je nutné uchylit se k jejich kombinaci. Kazdy ucel
ma své dominantni atributy, které je nutno brat do uvahy. Vzdy zalezi na tom, co je cilem
provadéného experimentu a také v jakém prostiedi se odehrava. Pokud se jedna napiiklad
o studie zaméfené na hodnoceni schopnosti pteziti, mél by zvoleny substituent vykazovat

podobnou miru perzistence jako nahrazovany patogen. [34]

Vyznamnou roli v posuzovani objektivity pfi vybéru substituentu hraje bezesporu také
moznost srovnani vysledku testll provedenych se substituentem a sou¢asné 1 nahrazovanym
patogenem za stejnych podminek, fada studii upozoriiuje na dualezitost vytvoreni

podrobnych srovnavacich databézi. [34]

Bakteriofag ¢6

Fag ¢6 se diky svému lipidovému obalu a fyziologické podobnosti s fadou obalenych
zivoéisnych vird stal hojné vyuZzivanym modelem pro jejich studium. Celed Cystoviridae,
do niZ ¢6 spada, zahrnuje 1 dalsi zastupce, kteti se podobné jako fag ¢6 vyznacuji ptitomnosti
lipidového obalu, segmentovaného RNA genomu a fady dalsich spoleénych znaki. Casty
vybér pravé tohoto faga do role nahradnika obalenych vird je ddn zejména historicky,
byl totiZ jako prvni z této ¢eledi izolovan a soucasné také nejlépe charakterizovan. Aktualné
je hojné vyuzivan jako model fady studii zamétenych na ziskdvani poznatkd o viru SARS-
CoV-2. Mimo jiné byl pouzit naptiklad i jako model pro studium viru Eboly, chfipky, viru

venezuelské koniské encefalitidy ¢i koronavira. [32; 35]
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Bakteriofag MS2

Bakteriofag MS2 z Celedi Leviviridae je F-specificky, neobaleny ssRNA fag Escherichia
coli, ktery se stal se hojné vyuzivanym substituentem celé fady viri. Svou strukturou
a vlastnostmi pfipomind zna¢né mnozstvi lidskych enteroviri, a to jej stavi do pozice
vhodného modelového systému pro jejich studium. Dale se také ukazal jako vhodny

substituent naptiklad i pro virus Eboly ¢i viru Marburg. [33]

2.3.2 Studie provedené ve vodnim prostiedi

Viry jsou nedilnou soucasti moiského i sladkovodniho prostiedi, z tohoto diivodu se jejich
testovanim v tomto prostiedi zabyva fada autorti. Bakteriofagy se stale ¢astéji vyuzivaji jako
indikatory pro studium S§ifeni virovych patogeni ve vodach, coz umoziuje posuzovani
potencialnich zdravotnich rizik a také vytvareni efektivnich systémi schopnych eliminovat
pfitomnost mikroorganismil ve zdrojich pitné vody. Bakteriofagy na rozdil od chemickych
indikatort umoziuji vérohodnéjsi simulaci S$ifeni virt, jelikoz se podobné jako
ony v roztocich vyskytuji ve forme suspendovanych koloidi. Bakteriofag P22 byl napiiklad
vyuzit pro ucely studie zabyvajici se transportem fagii v komplexnim systému povrchovych
vod (feka Grand River v Michiganu), vysledky studie potvrdily, Ze P22 je pro tyto Gcely
vhodnym kandidatem. [36]

A.J. Adcock akol. (2009) se ve své studii zaméfili na vyuziti dvojice bakteriofagii (¢p6 a ¢$8 )
z ¢eledi Cysoviridae jako potencialnich substituentd pro studium virG ptaéi chiipky,
konkrétné vysoce patogenni varianty HSN1. Provedené testy se substituenty byly zaloZeny
na zkoumani jejich perzistence ve vodnim prostiedi a také na mifte jejich citlivosti k chloru,
ziskané vysledky byly porovnavany s vysledky pro virus H5N1. Motivaci studie bylo
predevsim lepSi pochopeni ekologie tohoto nebezpecného viru a s tim spojeny zisk poznatkl
o riziku pfenosu mezi volné Zijicimi ptac¢imi hostiteli, domestikovanymi druhy a ¢lovékem.
Ziskané vysledky poukazuji na drobné odliSnosti v chovani fagh a viru H5NI, i pfesto
vyuzita dvojice faglh vykazuje potencidl pro substituci tohoto viru ve studiich perzistence

a inaktivace. [31]

2.3.3 Studie provedené na povrsich

Ptenos virti mezi infikovanym a zdravym jedincem muize byt uskute¢nén né€kolika cestami.

Pii nepfimém zpisobu pienosu hraji kli€ovou roli pfedev§im kontaminované predméty

Mrwe
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po pfimém kontaktu s infekénimi télesnymi sekrety a tekutinami, ¢i nepfimo, naptiklad
skrze virem kontaminovany aerosol. Pienos viri touto cestou je znacné ovlivnén jejich
schopnosti udrzet si v konkrétnim prostiedi svou infekcnost. Na uchovani infek¢nosti
virovych ¢astic umisténych na povr§ich ma vyznamny vliv kombinace faktora biologickych,
fyzikélnich a chemickych. Vycet aspektl ovlivilyjicich Zivotaschopnost virit na povrsich
je zobrazen na obrazku 5. Mezi mista, ktera jsou charakteristickd rychlym $ifenim virovych
infekci skrze kontaminované povrchy patifi zejména zatizeni typu Skol, peCovatelskych
domti, nakupnich center, zdravotnickych zatizeni a dale sem rfadime také prostiedky vetejné
dopravy. Z diitvodu pandemie onemocnéni covid-19 se stala tato problematika aktualnim
tématem a pfedmétem zdjmu mnoha studii, jelikoz pfenos virovych Ccastic skrze

kontaminované povrchy vyznamné pfispiva k Sifeni tohoto onemocnéni. [37]

CHEMICKE FAKTORY
FYZIKALNf FAKTORY " pH
= Rozpusténé lirky BIOLOGICKE FAKTORY
= Teplota = Jontova sila, soli -
= Relativni vlkost = Organickd hmota = Typviru
* Viditelné a UV zifeni = Specifické antivirdlni latky = Pfitomnost obalu
= QOstatni mikroorganizmy

TYP POVRCHU

= Pérovitost

= Topografie

= Adsorpce viru na povrch
= Hydrofobicita

Obrazek 5 Faktory oviivijici prezivani virii na povrsich — upraveno [37; 38]

Stavba virdi ma na jejich pfezivani na neZivych povrSich vyznamny vliv, klicova
je predevsim pfitomnost lipidového obalu. Lipidovy obal poskytuje virtim fadu vyhod
(pruznost, lepsi eluce z napadené buniky, maskovani antigenti kapsidu...), ovSem mimo
prostiedi hostitelské buiiky jsou obalené viry Casto vice nachylné k piisobeni fyzikalnich
a chemickych faktor. Neobalené viry vykazuji vyS$$i odolnost a Castéji se vyskytuji
v extrémnich prostredich. PreZivani vird na povrSich je ovliviiovano také mirou relativni
vlhkosti (RH), optimalni hodnoty RH jsou také spojeny se strukturou vird, pro neobalené
viry jsou vyhodnéj$i vyssi hodnoty RH (nad 80 %), zatimco obalené viry 1épe piezivaji

pii RH 50 % a méné&. Struktura povrchu, na kterém jsou viry deponovany, ma na schopnost
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jejich piezivani také znaény vliv. Rada studii potvrdila, e mira pfezivani virt
na neporéznich povrsich je vyssi, jelikoz na rozdil od poréznich povrchi z naadsorbovanych
vir neodvadéji vlhkost. K dal§im poznatkiim patii také pozitivni vliv organické hmoty
na prezivani viri, rozpusténd, koloidni i1 jeji pevna forma napomahd stabilizaci virt

v prostiedi (napf. fekalni material, krev, hlen atd.). [37; 38]

Z divodu omezeni rizika Sifeni virovych onemocnéni skrze povrchy je vyvijena snaha
o vyrobu takovych materidlti, které budou pulsobit virucidné a jejich vyuziti povede
k zamezeni pienosu virt napiiklad ve zdravotnickych zafizenich ¢i jinych rizikovych
prostorach. Jiz zmifovana pandemie onemocnéni covid-19 tuto poptavku znacné zvedla.
Kovy jako stfibro, méd’ nebo zinek ¢i biopolymery jako chitosan patii bezesporu mezi
nejzndméjsi materidly s prokazatelné antimikrobidlnimi vlastnostmi, ovSem nabyti téchto
vlastnosti mlze byt dosazeno také modifikaci riiznych dalSich materidlt. K zakladnim
typim antimikrobnich povrchii patii povrchy fotoaktivované, povrchy s vnitinimi
antimikrobnimi vlastnostmi a dale povrchy upravené specidlnim povlakem ¢i zaclenénim
ucinnych latek do jejich vnitini struktury. Oxid titani€ity, ktery je hojné vyuzZivan jako
surovina v kosmetickém primyslu, je soucasné také nejvice studovanym materidlem
v souvislosti se zminovanymi fotoaktivovanymi povrchy, jelikoz vykazuje vyznamné
fotokatalické vlastnosti. Dalsi z moznych cest je také vyvoj antiadhezivnich povrchi, které
jsou inspirovany piirodnimi povrchy jako je lotosovy list, Zralo¢i kize ¢i kiidla hmyzu.
Vyvoj materiald a povrchil se samocistici schopnosti je v soucasnosti noveé vznikajici cestou,

ktera nabizi zajimavé vyhlidky v boji se Sifenim nékaz skrze kontaminované povrchy. [39]

Obdobi pandemie ptineslo zvySenou snahu o eliminaci §ifeni virovych ¢astic béhem nakupu
potravin v supermarketech, fada Cerstvych potravin byla proto balena v plastovych obalech.
To iniciovalo vyvoj obalovych materidlli s obsahem antimikrobnich latek s cilem zajistit
tak vy$s$i miru ochrany spotiebitele a také vyrobku samotného. V idedlnim ptipad¢ by méla
vnitini ¢ast obalového materidlu zajistit ochranu daného vyrobku (snizit jeho kazivost
v disledku mikrobidlni kontaminace) a vnéj$i ¢ast s antivirovou Upravou by méla zajistit
ochranu zdkaznika. M. Mizielinska a kol. (2021) se v souvislosti s danou problematikou
ve své studii vénovali vyvoji a testovani vnéj$itho povlaku s obsahem nanocastic ZnO,
karvakolu a geraniolu. Z vysledkli studie plyne, Ze povlaky obsahujici kombinaci
oxid zinec¢naty — karvakol a oxid zineCnaty — geraniol vykazuji aktivitu vici fagu ¢6, ktery

ve studii slouZil jako ndhrada za virus SARS-CoV-2. Obalové materialy opatfené témito
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povlaky by tedy mohly slouzit k ochrané spotiebitelll a ke snizeni rizika sifeni onemocnéni.

[30]

A. Fedorenko a kol. (2020) publikovali vysledky studie zaméfené na schopnost preziti
bakteriofaga ¢6 (ndhrada za SARS-CoV-2) v odpatenych mikrokapénkach slin (umisténych
na sklenénych povrsich), které jsou vnimany jako klicovy zdroj prenosu celé tady
respira¢nich onemocnéni. Pro ucely studie byly pouzity i neobalené fagy ¢ X174 a MS2 jako
vhodné modely dalSich respira¢nich onemocnéni. Ze vSech testovanych médii byla prave
u slin zaznamenana nejvys$i mira zivotaschopnosti pro vSechny testované bakteriofagy
v §irokém rozmezi relativnich vlhkosti, mira zivotaschopnosti fagli ve vodé a SM pufru byla
vyrazné nizsi. Vysledek studie tedy poukazuje na pfiznivou asociaci mezi viry a slozkami

slin. [40]

2.3.4 Studie zabyvajici vlivem desinfek¢énich prostifedki na viry

Soucasna pandemie onemocnéni covid-19 zvedla poptavku po ucinnych virucidnich
desinfekénich prostfedcich a ruku v ruce stim také po testovani Uc¢innosti takovychto
ptipravkl. Provadéni povrchové desinfekce je totiz jednim ze zavedenych doporuceni v boji

proti Sifeni nejen tohoto onemocnéni.

Citlivost virti vi¢i pisobeni chemickych desinfek¢énich prostifedkii je ovliviiovana celou
fadou faktorti. Vyznamnou roli zde hraje opét pritomnost lipidového obalu, jelikoz obalené
viry jsou k inaktivaci desinfekénimi prostfedky nachylnéjsi. Naproti tomu nejvyssi odolnost
vuc¢i vlivu desinfekénich prostiedkti vykazuji neobalené viry se silné hydrofilnimi

vlastnostmi povrchu. Popisovana skutecnost je zobrazena na obrazku 6. [41]

OBALENE NEOBALENE
Vysoce lipofilni Slabé lipofilni Slabé hydrofilni Vysoce hydrofilni
Vysoky obsah lipida Nizky obsah lipidi Bez lipidit Bez lipida
Herpesviridae *  Poxviridae Reoviridae/Rotaviridae * Picornaviridae
Flaviviridae * Hepadnaviridae Adenoviridae * Parvoviridae

Papovaviridae
Calciviridae

« e e .

Retroviridae

.
.
+ Togaviridae
.
*  Coronaviridae

| MiIRA ODOLNOSTI VUCI DESINFEKCNIM PRIPRAVKUM >

Obrazek 6 Vliv struktury na odolnost virii viici desinfekcnim pripravkim — upraveno [41]
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Utinnost desinfekéniho procesu je ovliviiovana také typem prostiedi. Viry v suspenzi jsou
chemickymi latkami inaktivovany podstatné snadnéji nez viry vyskytujici se ve vysusené
form¢ na povrsich, kde je ochrana virovych Céstic ¢asto podpoiena ptitomnosti bilkovin
z krve ¢i slin. Suspenzni testy nedokazi tak vérné simulovat praktické vyuziti testovanych
desinfekénich prostfedkii uréenych k dekontaminaci povrcht, lze je proto tedy vyuzivat

spiSe pro orienta¢ni hodnoceni. [41]

Infek¢nost virt je podminéna fuzi s hostitelskou buiikou, tedy vlozenim virového genomu
a jeho naslednou replikaci. Obalené viry k uskutecnéni tohoto procesu museji disponovat
neporusenym obalem, proto desinfek¢ni piipravky uréené k jejich inaktivaci cili prave
natuto strukturu. U neobalenych vir je stézejnim mistem jejich proteinovy obal,
desinfekéni piipravky uréené k jejich inaktivaci tedy dosahuji svého ucinku zejména
prostfednictvim denaturace proteinovych komponent kapsidu. Obecné je rozliSovano mezi

tremi zakladnimi zpiisoby inaktivace virti desinfekénimi prostredky:
- naruSeni vrstvy lipidového obalu (napft. ethanol, detergenty),
- modifikace dulezitych proteinovych center kapsidu (chlor, glutaraldehyd),

- reakce s genetickym materidlem vedouci k degradaci nukleovych kyselin (chlor).

[42]

Obalené¢ viry jsou puvodci celé fady zavaznych onemocnéni (ebola, chiipka, covid-19 atd.)
a jsou proto vyraznou hrozbou pro lidské zdravi, vyvoj efektivnich zptisobti jejich inaktivace
je proto v soucasném globalizovaném svété zasadni. Ethanol je jeden z nejznaméjSich a také
Siroce uzivanych prostfedki ur€enych k desinfekci. Jeho pasobenim miize dochazet
k denaturaci bilkovin, déle mize reorganizovat uspoiadani lipidové dvojvrstvy obalu
(ptisobi jako kosurfaktant) a v neposledni fadé mize agregovat nukleové kyseliny. Interakce
mezi ethanolem a obalenymi viry byla pfedmétem studie, ve které byl jako model
pro studium vyuzivan bakteriofag ¢6. Studie kladla za cil 1épe porozumét aspektim
nanostrukturalni modifikace viru béhem jeho interakce s ethanolem a ndasledné tyto
mechanismy bliZze charakterizovat. Bylo prokdzano, Ze ethanol plisobi na nanostrukturu
faga ¢6 Sirokou Skalou ucinkl, nejvyraznéjsi ucinek byl pozorovan na obalové struktuie.
Po expozici faga 50% roztoku ethanolu se jeho lipidovy obal oddélil od nukleokapsidu
(viz obrazek 7). Modifikace struktury ¢6 poukazuje na efektivitu ethanolu v roli
desinfekéniho prosttedku, zplsob destrukce lipidového obalu je ovSem popisovan jako

nespecificky, to miiZze byt vysvétlenim pro Siroky rozsah aktivity ethanolu. [43]
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Ethanol

*

Aktivni virus - )
Inaktivovany virus

Obrazek 7 Schématické znazornéni oddelent lipidového obalu od nukleokapsidu viivem
ethanolu — upraveno [43]

Desinfekéni ucinek ethanolu je znacné zavisly na jeho koncentraci. Bylo prokazano, ze vice
koncentrované roztoky ethanolu nezarucuji vyssi desinfekéni i€innost, ba naopak. U roztoki
ethanolu o koncentraci nad 80 % byl pozorovan vyrazny denatura¢ni ucinek na povrchové
struktury mikroorganismil (bunécné sténa/proteinovy kapsid). Rychly pritbéh denaturace
muze zpusobit tzv. bariérovy efekt, ktery znemozni dalsi prostup ethanolu a ve vysledku
je mikroorganismus diky vznikl¢é bariéfe chranén. Za piiznivych podminek by u takto
deaktivovaného mikroorganismu mohlo dojit k jeho opétovné aktivaci. Pro dosazeni lepsiho
desinfekéniho Uc€inku se jevi jako vhodné vyuziti roztokl ethanolu o koncentraci v rozmezi
62—80 %. Méné koncentrované roztoky navozuji pomalejSi denaturaci a umoZiuji
tak prostup ethanolu a vody do mikroorganismu. K dal§im nevyhoddm koncentrovaného

ethanolu patii jeho vysoka tékavost a hotlavost. [44]

K tcelim desinfekce a inaktivace virll jsou Casto vyuZivany také povrchové aktivni latky
(PAL), které jsou typické svou amfifilni strukturou. Unikatni struktura téchto molekul
¢aste¢n¢ naznacuje mechanismus jejich pasobeni, ktery tedy ve vétSiné€ ptipadu spociva
v solubilizaci a nasledném rozruSeni lipidového obalu obalenych virt, mechanismus

je znazornén na obrazku 8. [45]
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fosfolipid  membrana

rekonstituce
(po odebrani detergentu)

Obrazek 8 Mechanismus interakce detergentu a fosfolipidové membrany — upraveno [46]

Predmétem tady studii je hledani a také vybér vhodnych nédhradnikti pro hodnoceni u¢innosti
desinfekénich prostfedkti proti viru Ebola. Kmen tohoto viru izolovany pii vypuknuti
epidemie ve statech zdpadni Afriky v roce 2014, se ukazal jako perzistentnéj$i v porovnani
s variantou izolovanou v roce 1976. Z tohoto diivodu vzrostl tlak na vyvoj a testovani
desinfekénich prostiedkil, které napomohou snizit riziko jeho Sifeni. Vybér vhodnych
modelovych fagi je komplikovan mensi moznosti srovnani, jelikoz mnozstvi publikovanych
udajii o odolnosti viru ebola pii inaktivaci desinfekénimi prostfedky na povrSich neni
rozsahlé. K. Gallandat a kol. (2017) ve své studii vychazeji z dtive ziskanych poznatkt
o inaktivaci viru ebola vystavenému ucinkiim desinfekce s obsahem chloru (NaClO)
na povrchu z nerezové oceli. Podminky piivodniho experimentu byly replikovany pro tcely
hodnoceni ¢ty potencidlnich zéastupcti zftad bakteriofagh — ¢6, MS2, M13, PR772.
Dle vysledki se za danych podminek experimentu jako nejvhodnéjS$i nahrada ukazal
bakteriofag ¢6, v porovnani s virem Ebola vykazoval mirn¢ vyssi odolnost. Fagy MS2
aMI13 za danych podminek vykazovaly vyznamné vys$si odolnost v porovnani s virem
Ebola, zatimco bakteriofag PR772 byl naopak inaktivovan vyrazné rychleji. Studie také
poukdzala na dileZitost podrobného zkouméani mechanismt inaktivace vird, jelikoZz

pochopeni téchto procesii by znacné usnadnilo vybér vhodnych substituenti. [47]
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Navrzeni mozného zptsobu inaktivace viru Ebola bylo také pfedmétem studie, kterou
provadéli J. Wood a kol. (2020). Studie byla zaméfena na hodnoceni miry perzistence
moznych substituentl viru Ebola — fagi $6 a MS2 viici param peroxidu vodiku. Fagové
suspenze byly inokulovany a nésledné vystavovany param peroxidu vodiku na n¢kolika
riznych materidlech (organickych/anorganickych a poréznich/neporéznich). Testovaci
fagové suspenze byly fedény budto fyziologickym roztokem, fosfatovym pufrem nebo
lidskou krvi. Jednim z cilt studie bylo vyhodnotit miru u¢innosti inaktivace fagt vlivem
malo koncentrovanych (<25 ppm) par peroxidu vodiku (LCHP = low concentration
hydrogen peroxid vapor), tato metoda s sebou pfinasi nizsi naroky na vybaveni a dobrou
dostupnost pro oblasti s omezenymi finanénimi zdroji. Dle vysledkt byla metoda LCHP
shledéna jako uc¢inné proti obéma faglim bez pfitomnosti lidské krve jako fediciho ¢inidla
po dvouhodinovém kontaktnim case, zatimco LCHP v pfitomnosti krve bylo proti fagim
neucinné i po 3dennim kontaktu. Vysledky studie tedy potvrzuji, ze pritomnost organické
hmoty zvySuje miru perzistence virovych ¢astic. Studie dale tesi i vliv lipidového obalu
na miru odolnosti viru. Neobaleny bakteriofag MS2 dle vysledkii prokazoval oproti
neobalenému bakteriofagu ¢6 vysSi stabilitu na vSech testovanych materidlech
(bez pritomnosti krve), tento poznatek odpovida zndmé skutecnosti, kterda hovoti o vyssi

odolnosti neobalenych virt vii¢i vliviim desinfekénich ptipravki. [48]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiLPRACE

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo provéfit moznosti antimikrobniho testovani
desinfek¢nich prostiedkli pomoci bakteriofagt slouzicich jako nédhrada za viry. Pro dosazeni

hlavniho cile prace bylo stanoveno nékolik dil¢ich cil, mezi které pattilo:

zpracovani reSerSe se zamefenim na popis moznosti antimikrobniho testovani

s vyuzitim bakteriofaga,

- zahrnout do reSerSe poznatky o testovani desinfek¢nich prostfedki s vyuzitim

bakteriofagu,

- na zékladé informaci z reSerSe zvolit vhodné bakteriofagy pro hodnoceni

ucinnosti desinfekei tak, aby nahrazovaly béZzné testované viry,

- navrhnout a nasledné prakticky provéfit modifikaci normy upravujici zédkladni

postup testovani ucinnosti desinfekcnich ptipravk,
- zvolit vhodné desinfekéni piipravky pro testovani,

- ziskané vysledky zprovedenych testii piehledné zpracovat a objektivné

zhodnotit jejich vyznam.
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4 METODIKA A MATERIALY

4.1 Pouzité vybaveni a pristroje
- Digitalni suché 1azeti Accublock™ Labnet
- Vodni lazen Niive NB9
- Ttepacka Biosan Vortex V-1 plus
- Denziometr Grant Bio DEN-1B
- Inkubator Memmert IN
- Inkubétor Niive EN 055
- Manualni po¢itatka kolonii Schiitt count?s
- Laminarni box Alpina
- Automatické pipety Finnpipette F2 a F1 o rtiznych objemech
- Petriho misky
- Bakteriologické zkumavky

- Mikrozkumavky

4.2 Pouzita média a agary

- Pro kultivaci bakteriofagh byly vyuZivany 2 druhy agari od vyrobce HiMedia
Laboratories Pvt. Ltd.:

o Trypton-sojovy agar (TSA) a Luria Bertani agar (LBA).

- Pro piipravu hostitelskych bakteridlnich kultur byly vyuZivany 2 druhy bujoni
od vyrobce HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.:

o Trypton-so6jovy bujon (TSB) a Luria Bertani bujon (LBB).

- Pro fedéni fagovych suspenzi byl ptipravovan SM pufr (pH 7,5) dle receptury:
o chlorid sodny (vyrobce: PENTA, spol. s.r.0) v koncentraci 5,8 g/l,
o siran hotfecnaty v koncentraci 0,96 g/l (vyrobce: PENTA, spol. s.r.0.),

o tris(thydroxymethyl)aminomethan (vyrobce: Carl Roth GmbH + Co. KG)

v koncentraci 6,1 g/l.


http://www.scharlabmagyarorszag.hu/katalogus/02-613_TDS_EN.pdf
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- Neutralizator testovanych desinfekcnich ptipravkil byl pfipravovan dle receptury

doporugené normou CSN EN 1040 a obsahoval:
o lecitin v koncentraci 3 g/l (vyrobce: Mogador s.r.0.),

o polysorbat 80 (TWEEN 80) v koncentraci 30 g/l (vyrobce: HiMedia
Laboratories Pvt. Ltd.),

o thiosiran sodny v koncentraci 5 g/l (vyrobce: PENTA, spol. s.r.0.).

- Redici roztok vyuZivany béhem validace “C* byl pfipravovan dle doporuéeni normy

CSN EN 1040 a obsahoval:

o trypton = Peptone Type I (vyrobce: HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.)

v koncentraci 1 g/l,

o chlorid sodny (vyrobce: PENTA, spol. s.r.0.).) v koncentraci 8,5 g/l.

4.3 Pouzivané mikroorganismy

Vyuzivané bakteriofagy a jejich ptislusné hostitelské kultury pochézeji z Némecké sbirky

mikroorganismi a bunéénych kultur (Leibniz Institute DSMZ):

- obaleny, dsSRNA Pseudomonas bakterifag ¢6 DSM-21518 z celedi Cystoviridae
a jeho hostitelska bakterie Pseudomonas syringae DSM-21482, [49; 50]

- neobaleny, ssSRNA Escherichia bakteriofag $ X174 DSM-4497 z Celedi Microviridae
a jeho hostitelska bakterie Escherichia coli (Migula 1895) Castellani a Chalmers
1919 DSM-13127. [51; 52]
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4.4 Specifikace testovanych desinfek¢nich prostiedkii

Testovani ucinnosti inaktivace bakteriofagti $6 a $X174 bylo provedeno pro 7 vybranych
pripravki, z nichz vétSina patii mezi uklidové desinfekéni prostiedky. Piehled testovanych
desinfekénich prostiedki je uveden v tabulce 1, jako reference byla pii kazdé ze sérii testil

ucinnosti vyuzivana demineralizovana voda.

Tabulka 1 Prehled testovanych desinfekcnich prostiedku

Cislo Nazev produktu

1. SAVO Cisti¢ na podlahy

2. Incidin OxyDes

3. SPURTEX® Unisanol

4. Dezox

3. Desur

6. Sanytol

7. SAVO Original
Reference Demineralizovana voda

4.4.1 SAVO Cisti¢ na podlahy

Vyrobek v sobé kombinuje vlastnosti Cistici 1 desinfek¢ni, je primarné uréen k myti podlah,
ale lze jej vyuzit 1 na oSetfeni jinych zneciSténych ploch. Vyrobce pro ucely myti podlah
(bez desinfekéniho Uc€inku) doporucuje pouzivat piipravek v koncentraci 12,5 ml/l,
pro potieby dilkladné desinfekce (zejména mensich ploch) doporucuje aplikovat piipravek
nefedény s ndslednou dobou plsobeni alespont 15 minut. Vyrobce na etiketé udava,
ze pripravek uc¢inné likviduje bakterie 1 viry jako SARS-CoV-2 ¢i Modified Vaccinia Virus
Ankara. Uginnou latkou jsou alkyl(C12-C16)benzyldimethylamonium chloridy
v koncentraci 0,75 g/100 g, ptipravek dale obsahuje méné nez 5 % neionickych

a kationickych povrchové aktivnich latek. [53]

4.4.2 Incidin OxyDes

Incidin OxyDes od firmy Ecolab je kapalny koncentrovany prostfedek kombinujici
detergencni 1 desinfek¢ni Gc€inek, slouZzi k ¢isténi a desinfekci ploch ¢i povrchi a je vhodny
pro vyuziti v rezimu desinfekce s pravidelnym stfidanim aktivni latky. Jeho desinfekéni

piisobeni je zalozeno na postupném uvoliiovéani aktivniho kysliku. Uéinkuje proti bakteriim,
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plisnim a také vuc¢i obalenym virdm (véetné¢ vir@ HIV, HBV, HBC). Pro dosazeni
virucidniho c¢inku (obalené viry) vyrobce doporucuje aplikovat piipravek v koncentraci
10 ml/l s dobou ptisobeni 15 minut. Aktivnimi desinfekénimi slozkami ptipravku Incidin
Oxydes jsou peroxid vodiku v koncentraci 10 g/100 g a alkyldimethylbenzalkonium-chlorid
v koncentraci 7,5 g/100 g. [54]

Ptipravek Incidin Oxydes je vyuzivan v mikrobiologické laboratofi Centra Polymernich

Systémt Univerzity Tomase Bati v prvnim kroku dekontaminace Petriho misek.

4.4.3 SPURTEX® Unisanol

Unisanol je desinfekéni prostfedek na bazi ethanolu vyvinuty ve spolupraci Centra
Polymernich Systémi Univerzity TomaSe Bati a firmy Spur jako reakce na propuknuti
pandemii onemocnéni covid-19. Pfipravek je primdrné urcen k ucelim sterilizace
nanorousek a respiratort, ale Ize jej také vyuzit k desinfekci rukou ¢i jinych povrchii. Tento
desinfekéni prostfedek byl formulovan na zékladé¢ doporuc¢eni WHO, hlavni ucinnou
slozkou je ethanol v koncentraci 83-84 % obj., pomocnymi slozkami jsou glycerol
v koncentraci 1,5 % obj., 30% peroxid vodiku v koncentraci 0,4 % obj. a denatonium

benzoat (denaturacni ¢inidlo) v koncentraci <0,01 % obj. [55; 56]

4.4.4 Desur a Dezox

Desur a Dezox jsou koncentrované tekuté ptipravky od vyrobce MPD plus, s.r.o. urené
k desinfekci a ¢isténi ploch ¢i predmétii. Piipravky se 1i$i obsahem aktivnich latek, Desur
je zaloZen na bazi aldehydu a ptipravek Dezox na bazi aktivniho kysliku. [57; 58]
Oba ptipravky nabizeji Siroké spektrum uc€innosti, mezi vycet udavany vyrobcem na etikete
ptipravki patii ucinky baktericidni, fungicidni, virucidni, mykobaktericidni, tuberkulocidni.
Vyrobce doporucuje aplikovat 5-20 ml ptipravku na 1 1 vody v zavislosti na desinfekénim
zadani:

- Ucinnost proti bakteriim a plisnim: 5 ml pfipravku na 1 1 vody (30 min),

- u¢innost proti virim: 10 ml pfipravku na 1 1 vody (60 min),

- tuberkulocidni Gi€innost: 20 ml ptipravku na 1 I vody (60 min).

Mezi ucinné desinfekéni slozky piipravku Desur patii glutaraldehyd v koncentraci

5 g/100 g, glyoxal v koncentraci 8 g/100 g a benzalkoniumchlorid v koncentraci 4 g/100 g.
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Dalsimi slozkami jsou neionické tenzidy (5-15 %), fosforecnany (< 5 %), kyselina citronova

(<2 %) a dalsi doprovodné latky. [59]

Mezi G¢inné desinfekéni slozky pfipravku Dezox patii peroxid vodiku v koncentraci
8 g/100 g, benzalkonium chlorid v koncentraci 1,5 g/100 g a chlorhexidin-diglukonat
v koncentraci 1 g/100 g. Dalsimi slozkami jsou neionické tenzidy (5-15 %), propan-2-ol,

ethoxylovany alkohol C12-15 a dal8i doprovodné latky. [60]

Desur a Dezox jsou ve stfidavych desinfek¢nich cyklech vyuzivany pro ucely desinfekce
a Cisténi podlah v mikrobiologické laboratoii Centra Polymernich Systémti Univerzity

Tomase Bati.

4.4.5 Sanytol

Univerzalni desinfekéni Cistic Sanytol je urcen k ucelim kaZdodenniho odstranovani
necistot a desinfekce povrchli v domécnosti. Vyrobce po nastiikani ptipravku Sanytol
na znec€istény povrch doporucuje nechat jej pusobit po dobu 5 minut, pro dosaZeni

hloubkového desinfekéniho Gcinku az 15 minut. Vyrobce deklaruje troji ucinek:
- baktericidni dle normy EN 13697 (5 min),
- fungicidni dle normy EN 13697 (15 min),
- virucidni (Herpes simplex, Influenza A) dle normy EN 14476 (5 min).

Utinnou latkou je didecyldimethylamonium chlorid v koncentraci 5 g/kg, ptipravek dale
obsahuje <5 % neionickych povrchové aktivnich latek, <5 % kationickych povrchové

aktivnich latek a dal$i doprovodné latky. [61; 62]

4.4.6 SAVO Original

Tento piipravek patii mezi nejprodavanéjsi Cistici a desinfekéni prostiedky v Ceské
republice. Je uren k desinfekci bazéni, studni (uzitkové voda), sanitarnich zatizeni a dale
také k desinfekci podlah a povrchtl, piisobi na Siroké spektrum choroboplodnych zarodkl
(bakterie, viry, fasy a houby). Vyrobcem doporucené fedéni pro ucely desinfekce povrchli
je udavano jako 222 ml piipravku SAVO na 1 1 vody (doba ptisobeni 30 minut). U&innou
desinfek¢ni slozkou piipravku je chlornan sodny (NaClO) v koncentraci 4,7 g/100 g. [63]
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4.5 Metodika — modifikace normy CSN EN 1040

4.5.1 Norma CSN EN 1040 Chemické desinfekéni piipravky a antiseptika

Norma CSN EN 1040 se zabyva hodnocenim G¢innosti chemickych desinfekénich ptipravki
a antiseptik, upravuje provedeni kvantitativni zkouSky s pouZzitim suspenze za Ucelem
stanoveni zakladniho baktericidniho uc¢inku testovanych pfipravkii. Pro objektivni
zhodnoceni uc¢innosti chemickych desinfek¢nich ptipravki a antiseptik by mél prob&hnout
specificky program jejich testovani, slozeny z nékolika fazi. Norma CSN EN 1040 zahrnuje
testovani 1. faze — suspenzni testy pro zhodnoceni zékladni aktivity produktu. Pfi vyssich
fazich testovani jsou v testech zohlednovany praktické aspekty pfi pouzivani danych
pfipravkl. Desinfekéni ptipravky lze prostiednictvim této normy testovat pouze
v koncentraci 80 % a méné zdivodu nutného piidavku vody a vyuzivanych
mikroorganismi, coz vzdy vede k nafedéni testované¢ho vzorku. Aby mohl byt testovany
desinfek¢éni prostiedek prohlasen dle této normy za ucinny musi prokazat redukci

zivotaschopnosti pouzivanych mikroorganismu alespoii o 5 logaritmil. [64]

Veskera prace byla provadéna za dodrzovani standardnich mikrobiologickych aseptickych
technik, pfi praci byl vyuzivan laminarni box, pouzivané vybaveni bylo sterilni stejn¢ jako

pouzivand média Ci fedici roztoky.
4.5.2 Priprava bakterialni hostitelské kultury

Nezbytnym krokem pro uskutecnéni kultivace bakteriofagli byla pfiprava hostitelské
bakterialni kultury v exponencialni fazi rGstu. Pro propagaci bakteriofaga ¢X174 byla
vyuzivana kultura bakterie Escherichia coli, zatimco pro bakteriofdga ¢6 byla vyuzivana

kultura bakterie Pseudomonas syringae.

Hostitelské kultury byly pfipravovany pfenesenim inokula piislu§né bakterie do vhodného
zivného média, pro E. coli byl vyuzivan LB bujon (LBB) a pro P. syringae TS bujon (TSB).
Zaockovana média byla na vortexu promichidna a pifes noc umisténa do inkubator
nastavenych na pfislusnou teplotu (P. syringae — 25 °C, E. coli — 35 °C). Pro tspéSnou
propagaci bakteriofagii bylo nutné dosahnout u ptipravovanych hostitelskych kultur hodnot

optické hustoty (OD) ~ 0,5.
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4.5.3 Stanoveni titru bakteriofagi v testovacich suspenzich (lyzatech)

Samotnému testovani ucinnosti desinfekénich pfipravktl vzdy ptedchazelo stanoveni,
respektive ovefeni poctu fagovych ¢astic v lyzatu schopnych tvofit plaky (tzv. titr fagové
suspenze). Titr byl stanovovan metodou plakovych testli na agarové dvojvrstvé. Fagové

lyzéty byly dle potieby piipravovany metodou purifikace z agaru.

Testované fagové lyzaty byly vhodné nafedény, tak aby bylo dosazeno nérustu optimalniho
mnozstvi plakii (rozmezi 20-100) pro nasledny vypocet hodnoty PFU/ml. Redéni fagovych
lyzath bylo provadéno v mikrozkumavkach s finalnim objemem 1000 pl (100 pl fagového
lyzatu + 900 pul SM pufru). Vhodné nafedény lyzat byl aplikovan k hostitelské bakterialni
kultufe, tento krok byl rovnéz provadén v mikrozkumavkach (100 pl hostitelské
kultury + 100 pl lyzétu o pfisluSném fedéni), smés v mikrozkumavce byla lehce promichana
a poté na 15 minut umisténa do inkubatoru nastaveného na vhodnou teplotu (faze ptichyceni

bakteriofagli na hostitelské bakterialni bunky):
- bakteriofag ¢6 spolu s hostitelskou kulturou byl inkubovan pii teploté 25 °C,
- bakteriofag $X174 spolu s hostitelskou kulturou byl inkubovan pfi teploté 35 °C.
Po inkubaci nésledovalo zaliti smési hostitelské kultury a fagového lyzatu do agaru:
- ke kultivaci bakteriofaga ¢6 byl vyuzivan TSA agar:
o bottom (spodni) TSA, top (svrchni) TSA
- ke kultivaci bakteriofaga ¢X174 byl vyuzivan LBA agar:
o bottom (spodni) LBA, top (svrchni) LBA.

Kultivace bakteriofagl byla provadéna na tzv. agarové dvojvrstvé, kdy Petriho misky v dobé
zalivani suspenze jiz obsahovaly ztuhlou vrstvu spodniho agaru (bottom agar). Svrchni agar
(top agar), do kterého byla suspenze bakteriofaga a hostitelské kultury zalivana, byl predem
aplikovan do zkumavek (mnozstvi top agaru v jedné zkumavce: 3 ml) umisténych
v termobloku nebo vodni l4zni, ve kterych byl temperovan na teplotu 48 °C. Cely objem
mikrozkumavky obsahujici smés hostitelské kultury a fagové suspenze (200 pl) byl prenesen
do zkumavky s vytemperovanym top agarem, nasledovalo promichéani a vznikl4d smés byla
poté nalita na ptedpfipravenou ztuhlou vrstvu spodniho agaru v Petriho misce. Misky byly
po zatuhnuti top agaru umistény dnem vzhiiru do inkubatoru, kde byly po dobu 24 hodin

inkubovany pii ptislusné teploté (viz vyse).
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Po uplynuti doby inkubace byly zvoleny misky s vhodnym poctem plaki pro vypocet
hodnoty titru pouzivanych suspenzi. Titr (hodnota PFU/ml, dale jako hodnota N) byl

vypocitan dle vzorce:

ramérny pocet plaki 1000 ul
PFU/ml = E POt ATy, . (1)

faktor redéni objem suspenze pipetovany na mistu (100 ul)

4.5.4 Priprava desinfekénich pripravku k testovani

Norma CSN EN 1040 upravuje také pozadavek na fedéni testovanych desinfekéni
prostiedkli, dle tohoto pozadavku maji byt jednotlivé pitipravky testovany ve 3 riznych
koncentracich, z nichz jedna musi spadat do aktivniho rozsahu plisobeni a druhd mimo ng;.
Roztoky vzorkti musi byt pfipravovany v koncentraci 1,25ndsobn¢ vyssi, nez je zvolena
zku$ebni koncentrace z diivodu nasledného ziedéni na 80 % po ptidavku vody a testovaci
suspenze. Testované desinfek¢ni piipravky byly tedy dle potfeby vhodné fedény sterilni
demineralizovanou vodou, fedéni bylo provadéno vzdy Cerstvé pied zahdjenim dané série
test, dle doporu¢eni normy bylo fedéné vzorky mozné k testovani pouzit maximalné

do dvou hodin od jejich ptipravy. [64]

Desinfekéni ptipravky byly testovany v koncentraci doporucené dle pokynl vyrobce, dale
v koncentraci odpovidajici poloviéni davce a v koncentraci odpovidajici desetindsobnému
ziedéni pfislusného piipravku, v nekterych piipadech byly testovany i1 nefedéné formy

ptipravki (viz vysledkova ¢ést).

4.5.5 Testovani u¢innosti desinfekénich pripravki stanovenim fagové koncentrace

Tento krok zahrnoval vlastni testovani desinfek¢nich prostfedkii podle modifikovanych
postupt normy CSN EN 1040. Testovany vzorek desinfekéniho piipravku byl nejprve
vystaven kontaktu s fagovou suspenzi, Cast této smési byla odebrana a pienesena
k neutralizaénimu roztoku. Pro stanoveni miry zachovani Zivotaschopnosti fagh

vystavenych vlivu desinfek¢nich prostfedkli byly provedeny plakové testy.

Do zkumavky €. 1 bylo nejprve napipetovano 0,5 ml demineralizované vody spolu s 0,5 ml
testovaci suspenze faga, smés byla na vortexu lehce promichéna a nésledné se nechala
po dobu 2 min + 10 s nechala stat. Po této dobé byly ke smési napipetovany 4 ml vzorku

testovaného desinfekéniho prostfedku — kontaktni ¢as nula.
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Dle normy byla pro kontaktni ¢as nula vypocitana hodnota No [PFU/ml], ktera udava
mnozstvi fagovych castic v 1 ml po desetinasobném zifedéni plivodni suspenze (N)

v disledku piidavku vody a testovaného vzorku — desetina z hodnoty N:
N
No = — 2)

Cely objem zkumavky byl po ptfidavku testovaného vzorku opét lehce promichan a smés
se po dobu 5 min £ 10 s nechala stat (doba ur¢ena pro ptisobeni desinfekéniho prostiedku —
kontaktni ¢as). Nasledovala piiprava obsahu zkumavky ¢. 2, ve které byl testovany vzorek
desinfekce neutralizovan. Do zkumavky €. 2 bylo napipetovano 0,5 ml demineralizované
vody spolu se 4 ml neutraliza¢niho roztoku. Po uplynuti doby vymezené pro piisobeni
desinfekéniho ptipravku byl obsah zkumavky ¢.1 znovu lehce promichén a 0,5 ml tohoto
roztoku bylo odebrano a preneseno do zkumavky ¢.2, kde se po promichani vzniklad smés
ponechala po dobu 5 min + 10 s stdit (doba vymezend pro neutralizaci GCinnych latek
desinfek¢éniho piipravku). Po uplynuti neutralizacniho ¢asu byl obsah zkumavky lehce
promichén a ihned zpracovan metodou postupného fedéni s naslednym zalitim do agaru.
Redéni bylo provadéno v mikrozkumavkach s finalnim objemem 1000 pl (100 pl

neutralizovaného roztoku + 900 ul SM pufru).

Natedéna fagova suspenze byla aplikovana k hostitelské bakterialni kultufe a po promichani
byla na 15 minut umisténa do inkubatoru (viz kapitola 4.5.3). Po inkubaci byla smés zalita
do agaru, postup byl obdobny jako pfi stanoveni titru fagové suspenze, opét se jednalo
o praci na agarové dvojvrstvé. Po ztuhnuti top agaru byly Petriho misky umistény dnem

vzhtiru k inkubaci po dobu 24 hodin.
Diky znalosti poc¢tu vzniklych plakd byly vypocitany hodnoty Na. [PFU/ml], udavajici
mnozstvi prezivSich fagovych ¢astic v 1 ml testovaci smési na konci kontaktniho Casu

(po uplynuti doby ptisobeni testovaného vzorku — pted provedenim neutralizace):

N, =10" 3)

S1a

kde: ¢ — primérné hodnota poctu vzniklych plaki, » — faktor fedéni.

Diky znalosti mnozstvi fagovych ¢astic na poc¢atku kontaktniho ¢asu (hodnota No) a na konci
kontaktniho ¢asu (hodnota Na.) bylo mozné vypocitat jejich ptipadnou redukci (logR)

zpusobenou vlivem testovaného desinfekéniho piipravku:

logR = logN, — logN, 4)
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Na nésledujicim schématu je zndzornén sled vyse popsanych krokti upravujicich testovani

i¢innosti desinfekénich pripravki dle modifikované normy CSN EN 1040:

100 pl
g 100 I
Zkumavka ¢. 1 \ Zkumavka ¢. 2 n \ 1 1
~0,5ml|ZK é. 1 h Dalii Fedni
,_ dle potieby...
900 pl
5 min 4 ml| VZ.
S mi
min | 4 m|| NR 100 ul I
0,5ml| TS
2 min HK
0,5 ml|H,O 0,5 ml{H,0 100 ul
NR — neutralizacni roztok TS —testovaci suspenze ~ SM — SM pufr .1, .2 —fedéni

7K. &.1 — pridavek ze zkumavky €. 1 VZ — vzorek desinfekce  HK — hostitelska kultura

Obrazek 9 Schématické znazornéni pracovniho postupu pri testovdni ucinnosti
desinfekcnich pripravki za vyuziti bakteriofagu

4.5.6 Validace metody

Norma CSN EN 1040 upravuje také validaéni postupy uréené ke kontrole:
- experimentalnich podminek — validace “A*,
- neutralizatoru — validace “B*,
- ucinnosti neutralizace — validace “C*.

Validace A

Pro pfipravu valida¢ni smési “A* bylo do zkumavky aplikovano 0,5 ml demineralizované
vody a 0,5 ml validaéni suspenze pfislusného bakteriofaga, smés byla lehce promichana
a poté se nechala po dobu 2 min + 10 s stat. Po uplynuti této doby byly ke smési pfidany
4 ml demineralizované vody, smés byla promichana a poté se nechala po dobu
S min £ 10 s stat. Po uplynuti doby stani bylo 100 pl validacni smési “A* aplikovano
do mikrozkumavky k hostitelské bakteridlni kultute (100 pl), vysledna smés byla nésledné

zalita do agarové dvojvrstvy obdobnym zptsobem jako je popsano v kapitole 4.5.3.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

Validace B

Validaéni smé&s “B*“ byla pfipravena ve zkumavce napipetovanim 4 ml ovéfovaného
neutralizatoru, k némuz bylo pfidano 0,5 ml demineralizované vody a na zavér 0,5 ml
testované validacni suspenze. Pfipravena smés byla lehce promichéna a poté se ponechala
po dobu 5 min + 10 s stat. Po uplynuti této doby bylo 100 ul valida¢ni smési “B* pfeneseno
k hostitelské bakterialni kultufe (100 pl) a cely objem mikrozkumavky byl nasledn¢ zalit

do agarové dvojvrstvy (viz vyse).
Validace C

Tato valida¢ni metoda se sklada ze dvou krokii. Nejprve bylo do zkumavky €. 1 pipetovano
0,5 ml demineralizované vody, 0,5 ml fediciho roztoku a na zavér byly aplikovany 4 ml
vzorku testovaného desinfekéniho pfipravku, smés byla promichéna a poté se po dobu
Smin+ 10 s ponechala stat. Do zkumavky ¢. 2 byl napipetovan neutralizacni roztok
v objemu 4 ml. K neutralizaénimu roztoku ve zkumavce €. 2 bylo pfeneseno 0,5 ml smési
ze zkumavky ¢€.1, obsah zkumavky byl promichan a po dobu 5 min + 10 s se ponechal stat.
Po uplynuti doby urcené k neutralizaci desinfekéniho ptipravku bylo do zkumavky ¢. 2
pfidano 0,5 ml valida¢ni suspenze, smés byla promichdna a po dobu 30 min + 10 s se
ponechala stat. Po uplynuti kontaktni doby bylo 100 pl valida¢ni smési “C* aplikovano
do mikrozkumavky ke 100 pl hostitelské bakterialni kultury, obsah mikrozkumavky

byl nésledné zalit do agarové dvojvrstvy (viz vyse).

Validace A Validace B Validace C, Validace C,

0,5mll VS 0,5ml| VS
—— 30 min | >\ —
0,5ml| VCy
S5min | 4 ml | H,O 4aml | VZ
smin| 4ml|NR 5 min
N S5min | 4ml | NR
0,5ml| VS 0,5ml | RR
2 min N [ E— |
0,5 ml{ H,0 0,5 ml| H,O 0,5 ml | H,O

VZ — vzorek desinfekce

NR —neutralizaéni roztok VS — validaéni suspenze VC, — pfidavek validaéni smési C,
RR — fedici roztok

Obrazek 10 Schématické zndazornéni pracovniho postupu u zminiované trojice validacnich

postupti
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Proces vyhodnoceni validacnich zkouSek

Postup vyhodnocovani valida¢nich zkousek je také zakotven v norm& CSN EN 1040.
Vychazi se zde ze znalosti titru pouzivané valida¢ni suspenze Nvy. Nasledné je pfi
vyhodnocovéani pracovano s hodnotou Nyo, ktera je desetinou hodnoty Nv. Hodnoty A, B, C
[PFU/ml] ziskané provedenim jednotlivych valida¢nich zkousek spliuji podminky validace

ve chvili, kdy jsou rovny nebo vyssi nez 2 hodnoty Nvo.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Norma CSN EN 1040 byla v mikrobiologické laboratofi CPS zavedena v roce 2020
aod té doby se sjejim vyuzitim pravidelné testuje baktericidni ucinnost desinfekénich
ptipravkl. S pfichodem pandemie onemocnéni covid-19 vyvstal pozadavek na jeji

modifikaci, jenz umozni vyuzivat bakteriofagy jako testovaci mikroorganismy.

Pro testovani dle postupti modifikované metody CSN EN 1040 byla zvolena dvojice
bakteriofagi — obaleny ¢6 a neobaleny ¢$X174. Volba pravé téchto fagt byla dana
mnozstvim poznatkil ziskanych z literatury, fagy ¢6 a $X174 se v fadé odbornych publikaci

objevuji mezi ¢asto vyuzivanymi substituenty zivocisnych vird. [30]

Pted kazdym stanovenim byly pfipraveny cerstvé hostitelské bakteridlni kultury tak,
aby se pfi zahdjeni pfislusné série testii pouzivané bakterie nachazely v exponencidlni fazi
rustu. Fagové lyzaty byly skladovany v lednici (4 °C) a pfed zahédjenim kazdého testu byla
koncentrace aktivnich bakteriofagl v lyzatech ovéfena, tzn. prob&hlo stanoveni fagového
titru.  Stanovené hodnoty titrl jsou uvddény u danych vysledkli jako
»koncentrace suspenze (N)“. Behem testl bylo potvrzeno, Ze koncentrace fagii (¢6 a $X174)

se v lyzatech prakticky neméni a je stabilni po fadu mésici.

5.1 Test citlivosti bakteriofagi na ¢inidla pouzivana dle doporuceni

normy CSN EN 1040

Norma CSN EN 1040 upravuje vhodné podminky pro testovani Gi¢innosti desinfekénich
ptipravkl s vyuZzitim bakterii jako testovacich mikroorganismtl (Pseudomonas aeruginosa
a Staphylococcus aureus). Cilem vodnich testd bylo proto ovéfit, zda ¢inidla popsana
a doporuc¢ovana normou nepiisobi na dvojici zvolenych bakteriofagti ¢6 a $X174 toxicky.

V tomto ptipadé Slo predevSim o neutralizacni ¢inidla. Testovan byl:

1) ,,zdkladni“ neutralizator obsahujici lecitin v koncentraci 3 g/l a polysorbat 80

(TWEEN 80) v koncentraci 30 g/l,

2) ,,zékladni* neutralizator s ptidavkem thiosiranu sodné¢ho (Na2S203) v koncentraci

5 g/l (pouziva se pro neutralizaci G€inku peroxidi),

3) ,.,zédkladni“ neutralizator s ptidavkem SDS (dodecylsiran sodny) v koncentraci 4 g/1

(pouziva se pro neutralizaci u€inkt kvarternich amoniovych soli).
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Do testu bylo také zahrnuto hodnoceni reakce bakteriofagh na demineralizovanou vodu,
kterd by vzhledem k jejich citlivosti na miru osmotického tlaku mohla byt problematicka.
Jako reference pii této zkousce byl zvolen SM pufr, ktery je pii praci s bakteriofagy bézné
vyuzivan a je oveéfenym médiem. Test citlivosti byl vyhodnocovan obdobné jako test
ucinnosti desinfekénich prostiedkit (viz kapitola 4.5.5), tedy za stanoveni hodnoty

Na s naslednym dopocitanim miry redukce logR.

5.1.1 Vysledky testu citlivosti pro bakteriofaga ¢p6

V tabulce 2 jsou uvedeny primérné hodnoty N. vypocitané ze tii stanoveni pro kazdé
z testovanych ¢inidel, pfi¢emz rozdil mezi jednotlivymi stanovenimi byl nizsi nez 0,5 fadu
(coz je chyba u metod pro stanoveni po¢tu mikroorganismil). Na zaklad¢ znalosti hodnoty

No a Na byl dopocitan udaj redukce zivotaschopnosti faga ¢6.

Tabulka 2 Vysledky testu citlivosti bakteriofdga ¢6 na pouzivana cinidla

Koncentrace suspenze (N) 4,3-10° PFU/ml
Koncentrace suspenze (No) 4,3-10” PFU/ml
Testované vzorky Hodnota Na [PFU/ml] Hodnota logR
1) Zakladni neutralizator 2.3-10° 1,27
2) Zékladni neutralizator + thiosiran 2,4-10° 1,25
3) Zékladni neutralizator + SDS 0 7,63
SM pufr 2,010° 1,33
Demineralizovana voda 2.1-10° 1,31

Z naméfenych vysledkl je patrné, ze nebyl zaznamenan prakticky zadny rozdil v poctech
plaku pfi pouziti zdkladniho neutralizatoru, neutralizatoru obsahujiciho thiosiran, SM pufru
au demineralizované vody. Hodnoty namétené pro zminovana ¢inidla se pohybuji v rozmezi
2,010°-2,4:10° PFU/ml. Z &ehoz plyne, Ze jednotlivé slozky zakladniho neutralizatoru
vcetné thiosiranu nemaji letalni uc¢inek na faga ¢6, soucasné byl také vyloucen posuzovany

negativni vliv demineralizované vody.

Naopak pfi ptidavku SDS byla stanovena hodnota 0 PFU/ml. TudiZ doporucena koncentrace
SDS v neutralizatoru, kterd neovliviiuje Zivotaschopnost bakterii, obaleného bakteriofaga ¢6
inaktivuje. Z diivodu prokazani negativniho vlivu SDS na zivotaschopnost faga ¢6 bylo
pouziti neutralizatoru s obsahem tohoto anionického tenzidu pro obaleného bakteriofaga

zavrhnuto.
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U neutralizatoru s obsahem SDS byl inaktiva¢ni uG¢inek na obalen¢ho bakteriofaga,
vzhledem k dostupnym poznatkiim o vlivu povrchové aktivnich latek (PAL) na uspotadani
biologickych membran, ofekavan (naruSeni fosfolipidové dvojvrstvy obalenych virti vede
k jejich inaktivaci). Pasobeni PAL na lipidové dvojvrstvy bylo piedmétem fady studii.
Interakce membran s detergenty vede k tvorbé smésnych micel (lipid-detergent), to je

nasledovano rozrusSenim struktury fosfolipidové dvojvrstvy. [46]

5.1.2 Vysledky testu citlivosti pro bakteriofaga ¢$X174

Tabulka 3 opét zobrazuje primémé hodnoty Na vypocitané ze tii stanoveni pro kazdé
z testovanych ¢inidel, rozdil mezi jednotlivymi stanovenimi se opét nachazel v ramci

chyby 0,5 tadu.

Tabulka 3 Vysledky testii citlivosti bakteriofaga ¢X174 na pouzivana cinidla

Koncentrace suspenze (N) 3,6:10% PFU/ml
Koncentrace suspenze (No) 3,6'10" PFU/ml
Testované vzorky Hodnota Na [PFU/ml] Hodnota logR
1) Zakladni neutralizator 2,3-10° 1,19
2) Zakladni neutralizator + thiosiran 2,8:10° 1,11
3) Zékladni neutralizator + SDS 2,5:10° 1,16
SM pufr 2,1-10° 1,23
Demineralizovana voda 2,7-10° 1,12

Mezi pocty plaki faga ¢X 174 nejsou po pridavku thiosiranu ani SDS k receptuie zdkladniho
neutralizatoru téméf 74dné rozdily. Jednotlivé hodnoty se pohybuji v rozmezi
2,3:10°-2,8:10° PFU/ml. V tomto piipadé je tedy znaméfenych vysledkii patrné,
7e testované neutralizatory, doporu¢ované normou CSN EN 1040 pro bakterie, rist
neobalen¢ho bakteriofaga ¢X174 neovlivituji. Negativni vliv demineralizované vody byl

1 pro neobalené¢ho faga vyloucen.
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5.2 Validace metody dle modifikované normy CSN EN 1040

Proces validace je uréen k ovéfeni spravnosti nastavenych podminek béhem procesu
testovani uéinnosti desinfekénich piipravki. Provedeni validace dle normy CSN EN 1040
zahrnuje celkem 3 postupy, z nichz kazdy se zaméfuje na ovéteni jiného faktoru, jenz by
mohl vnéset zkresleni do wvysledki provedenych testi (validace “A®, “B*, “C*).
Vyhodnoceni valida¢nich zkousek je zaloZeno na srovnani ziskanych vysledkt (hodnot A,
B, C) s limitni hodnotou (2 Nvo). Pokud jsou naméfené hodnoty A, B, C rovny nebo vyssi

nez limitni hodnota, tak dany testovany faktor nezptsobuje naruSovani metodiky.

5.2.1 Validace A

Validace “A*“ je zaméfena na sledovani Zivotaschopnosti pouzivanych mikroorganismil
béhem procesu testovani. Cilem této validacni zkousky je ovéfit, zdali u pouzivanych
mikroorganismii nedochazi za podminek testovani k samovolnému snizovani jejich

zivotaschopnosti.

5.2.2 Validace B

Validace “B*“ je zaméfena na hodnoceni vlivu zvoleného neutralizaéniho roztoku
na testované mikroorganismy. Cilem této zkouSky je ovéfit, zdali piisobenim pouzivaného

neutralizatoru nedochézi ke snizovani zivotaschopnosti pouzivanych mikroorganism.

5.2.3 Validace C

Validace “C* je urCena ke kontrole ucinnosti neutraliza¢niho procesu. Cilem zkousky
je ptedevSim prokézat, zda je zvoleny neutralizacni roztok schopen efektivné zablokovat

ucinek testovanych desinfekénich prostredka.
5.2.4 Vysledky validace pro bakteriofaga ¢6
Validace “A“ a “B“:

V tabulkach 4 a 5 jsou uvedeny vysledky validacnich zkousek “A*“ a “B*“ v podobé
pramérnych hodnot PFU/ml. Valida¢ni zkousky byly z diivodu dosaZeni vétsi prakaznosti
provadény 3x vedle sebe. Déle jsou v tabulkdch uvedeny hodnoty titri pouzitych

valida¢nich suspenzi (Nv) spolu s limitni hodnotou (72 Nvo).
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Tabulka 4 Vysledky validacni zkousky “A* pro bakteriofaga $6

VALIDACE “A*
Koncentrace valida¢ni suspenze (Nv) 3,5:10° PFU/ml
Koncentrace valida¢ni suspenze (Nvo) 3,5:10> PFU/ml
Limit (2 Nvo) 1,8:10? PFU/ml
Hodnota A [PFU/ml] 1,7-10 1,8:10? 1,810

U jednoho ze série testl validacni zkousky “A* sice nebyl splnén limit odpovidajici hodnot¢
1,8:10? PFU/ml, oviem nasledujici 2 testy tuto skuteénost nepotvrdily a ziskané hodnoty jiz
byly rovny stanovenému limitu, tudiz pfedepsané podminky spliiuji. Navic vysledky testu
citlivosti obalené¢ho bakteriofdga na demineralizovanou vodu (viz 5.1.1) naznacuji,
ze k samovolnému poklesu Zzivotaschopnosti bakteriofdga ¢6 vlivem experimentalnich
podminek nedochazi. Jelikoz byl béhem wvalidace “A*“ fag vystavovan pouze vlivu
demineralizované¢ vody, podobné jako tomu bylo uzminovaného testu citlivosti,

lze konstatovat, ze fag $6 spliuje podminky validace “A*.

Tabulka 5 Vysledky validacni zkousky “B* pro bakteriofaga $6

VALIDACE “B*
Koncentrace valida¢ni suspenze (Nv) 4,3:10° PFU/ml
Koncentrace valida¢ni suspenze (Nvo) 4,310 PFU/ml
Limit (2 Nvo) 2,2:10> PFU/ml
Hodnota B [PFU/ml] 2,7-10? 2,9:10° 3,0°10°

Vysledky validaéni zkouSky “B* dokazuji, Ze pouzivany neutralizacni roztok (slozeni viz
kapitola 4.2) nezplisobuje snizovani Zivotaschopnosti fagovych ¢astic. VSechny
znaméfenych hodnot B jsou vy$§i nez odpovidajici limit. Vzhledem k provedeni
podateénich testi citlivosti fagh na ¢inidla doporu¢ovana normou CSN EN 1040 byl tento

vysledek pro zvoleny neutralizator o¢ekavan (viz kapitola 5.1.1).
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Validace “C*:

V tabulce 6 jsou shrnuty vysledky validacni zkousky “C%, opét jako pramérné hodnoty
PFU/ml. I v tomto piipadé byla valida¢ni zkouska provadéna 3x vedle sebe. Dle doporuceni
normy byly jednotlivé vzorky desinfekci podrobovany valida¢nimu testu pouze v jedné
koncentraci, ukazdého =z piipravkl byla tedy pouzita koncentrace odpovidajici
doporu¢enému davkovani prislusnych desinfekei, které bylo testovano také v ramci testil

ucinnosti (viz kapitola 5.3.1).

Tabulka 6 Vysledky validacni zkousky “C* pro bakteriofaga ¢6

VALIDACE “C*
Koncentrace valida¢ni suspenze (Nv) 4,3-10° PFU/ml
Koncentrace valida¢ni suspenze (Nvo) 4,3-10*> PFU/ml
Limit (% Nvo) 2,2:10> PFU/ml
Vzorky Hodnota C [PFU/ml]
1. SAVO Cisti¢ na podlahy 2,2°10° 2,3-10? 2,5:10?
2. Incidin OxyDes 4,0-10! 5,0-10! 5,0-10'
3. SPURTEX® Unisanol 0 0 0
4. Dezox 3,0-10% 3,0-10° 3,1:10°
5. Desur 0 0 0
6. Sanytol 2,510° 2,6'107 2,8:10°
7. SAVO Original 0 (f HK) | 0 (f HK) | 0 (1 HK)

7 HK — testovany pripravek usmrtil i hostitelskou kulturu

Valida¢ni zkouSka “C* na rozdil od ptfedchozich dvou zahrnuje do testovaciho procesu
1jednotlivé vzorky desinfekénich ptipravka. Dle vysledki v tabulce 6 je na prvni pohled
patrné, Ze neutralizace nékterych z testovanych desinfekénich prostiedkit zvolenym
neutralizacnim roztokem nebyla uspésnd. K desinfekénim piipravkim jejichz ucinnost
nebyla neutralizatnim roztokem zablokovédna se dle vysledkli fadi desinfekce:
SPURTEX® Unisanol, Desur a SAVO Original. U ptipravku SAVO Original byla navic
v disledku neucinné neutralizace pozorovédna inaktivace hostitelské bakterialni kultury.
Neutralizace byla neuspé$na také u desinfekce Incidin OxyDes, u které se namétrené
hodnoty C pohybuji v rozmezi 4,0-10'-5,0-10' PFU/ml, zatimco limit (% Nvo) v tomto
pripadé odpovida hodnoté 2,2:10> PFU/ml.
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5.2.5 Vysledky validace pro bakteriofaga ¢$X174
Validace “A*“ a “B*“:

Tabulky 7 a 8 zobrazuji vysledky valida¢nich zkouSek “A* a “B*, opé€t se jedna o praimérné
hodnoty PFU/ml, i v tomto ptipad¢ byly validace provadény 3% vedle sebe. V tabulkach

je také zahrnut udaj o titru validacni suspenze (Nv) spolu s limitni hodnotou (%2 Nvo).

Tabulka 7 Vysledky validacni zkousky “A* pro bakteriofaga X174

VALIDACE “A*
Koncentrace valida¢ni suspenze (Nv) 7,4:10° PFU/ml
Koncentrace valida¢ni suspenze (Nvo) 7,4:10°> PFU/ml
Limit (% Nvo) 3,7°10*> PFU/ml
Hodnota A [PFU/ml] 5,6:10% 6,0°10% 6,2:107

V ptipad¢ neobaleného bakteriofdga vysla validaéni zkouska “A*“ jednoznacné, podle
vysledkil je zfejmé, Ze naméfené hodnoty A v rozmezi 5,6:10°-6,2:10*> PFU/ml jsou vyssi
nez prislusny limit (%2 Nvo). Experimentalni podminky tedy u neobalené¢ho bakteriofaga

nezpusobuji pokles Zivotaschopnosti a fag $ X174 tak splituje podminky validace.

Tabulka 8 Vysledky validacni zkousky “B* pro bakteriofaga $ X174

VALIDACE “B*
Koncentrace validacni suspenze (Nv) 7,4:10° PFU/ml
Koncentrace valida¢ni suspenze (Nvo) 7,4:10° PFU/ml
Limit (%2 Nvo) 3,7°10°> PFU/ml
Hodnota B [PFU/ml] 5,9-10% 6,0°10° 6,4'107

Hodnoty ziskané z validace “B* potvrzuji, Ze zvoleny neutraliza¢ni roztok ani v ptipadé

neobalené¢ho bakteriofaga nemél negativni vliv na jeho Zivotaschopnost.
Validace “C*:

Tabulka 9 v sobé zahrnuje vysledky validac¢ni zkousky “C*, 1 zde jsou vysledky uvedeny
stejnou formou jako je popsano vyse. I v tomto piipadé¢ byla k testovani pouZita pouze jedna

koncentrace desinfekéniho ptipravku — davka doporucend vyrobcem (viz kapitola 5.3.2).
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Tabulka 9 Vysledky validacni zkousky “C* pro bakteriofiga ¢X174

VALIDACE “C*
Koncentrace valida¢ni suspenze (Nv) 7,4:10° PFU/ml
Koncentrace valida¢ni suspenze (Nvo) 7,4:10%> PFU/ml
Limit (%2 Nvo) 3,7:10> PFU/ml
Vzorky Hodnota C [PFU/ml]

1. SAVO Cisti¢ na podlahy 5,3:10° 5,8:10° 6,0:10°

2. Incidin OxyDes 3,1'10? 3,4'10? 3,8:10?

3. SPURTEX® Unisanol 5,3:10° 5,5:10° 5,8:10°

4. Dezox 4,1-10° | 4,5:10° 5,0-10%

5. Desur 0 0 1
6. Sanytol 6,1:10° 6,8:10° 6,9:10%
7. SAVO Original 0 (+ HK) | 0 (f HK) | 0 (f HK)

1 HK — testovany pripravek usmrtil i hostitelskou kulturu

Vysledky validaéni zkouSky “C*, jeZ ovéfuji schopnost neutralizatoru deaktivovat u¢inné
slozky desinfekci opét ukazuji, ze zvoleny neutralizacni roztok byl v nékterych piipadech
neucinny. Obdobné jako u obaleného bakteriofaga, se i v tomto ptipadé jedna o ptipravky

Desur, SAVO Original a limit nespliiuje opét ani pfipravek Incidin OxyDes.

Neutralizace ptipravku SPURTEX® Unisanol se dle ziskanych vysledki jevi jako uspésna,
ovSem v ptipad¢ bakteriofaga ¢6 tomu tak nebylo. Vysledky ziskané z nasledujicich testi
desinfek¢ni ucinnosti (viz kapitola 5.3.2) poukazuji na vysokou odolnost neobalené¢ho
bakteriofaga ¢X174 vaci vlivu této ethanolové desinfekce. Lze tedy predpokladat,
ze neutralizace desinfekce Unisanol byla také netispé$na, ovSem vysoka mira perzistence

bakteriofaga ¢X174 prokdzana testy ti€innosti mohla nefungujici neutralizdtor maskovat.

Doporucena davka desinfekce Desur pii testech G¢innosti prokédzala jen CasteCné snizeni
zivotaschopnosti bakteriofaga ¢X174. Pfi validaci byla rovnéZ testovana doporucend davka
tohoto pfipravku, ale v tomto piipadé diky prokazateln¢ nedcinnému neutralizatoru
zpusobila uplnou redukci virovych Castic v suspenzi. Tento jev mohl byt zptisoben nékolika
faktory, hlavni roli zde zfejmé¢ sehral faktor Casu, kdy pfii testech u€innosti byla fagova
suspenze vystavena pfimému ucinku desinfekce po dobu 5 minut, zatimco pfti validacni
zkousce se jednalo o dobu vyrazné¢ vys$i — 30 minut. VIiv na niz$i miru piezivani
bakteriofaga ¢ X174 pii validaci mohla mit nizs$i koncentrace valida¢ni suspenze v porovnani

s koncentraci suspenze vyuzivané pii testech ucinnosti.
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5.2.6 Shrnuti valida¢nich testu

Neutralizace je pii testovani ucinnosti desinfekénich ptipravkl velmi dilezitym krokem,
to ve své studii zdlraznuji také G. Kampf a kol. (2005), ktefi se zabyvali neutralizaci
desinfekce rukou na bazi ethanolu s obsahem chlorhexidinu. Autofi studie upozornuji
na problém nedostate¢né neutralizace, kterd mtze vést k neobjektivité ziskanych vysledkt
(tzv. falesnd pozitivita). Jakakoli zbytkova aktivita desinfekéniho prostfedku by méla byt
zastavena okamzité po uplynuti doby vymezené k jeho ptlisobeni, tento pozadavek
je vyznamny zejména u pripravki s doporuc¢enou kratkou dobou expozice (v fadech sekund).
Dle vysledkt jimi provedeného experimentu bylo zjisténo, ze kombinace 0,5 % lecitinu
a4 % polysorbatu 20 (TWEEN 20) ucéinné inaktivovala vliv ethanolu i chlorhexidin

glukonatu a soucasné nebyla toxicka pro testovaci mikroorganismus (E. coli). [65]

Neutralizacni roztok o tomto sloZeni (0,5 % lecitinu a 4 % polysorbatu 20) by teoreticky
mohl uc¢inkovat také na ethanolovou desinfekci SPURTEX® Unisanol, kterou se v ramci
valida¢nich testd nepodatilo zneutralizovat. Jeho G¢innost a vliv na Zivotaschopnost fagi
se z ¢asovych diivodil v rdmci bakalafské prace nepovedlo oveftit. Nalezeni G€innych a také

netoxickych neutraliza¢nich roztoki si proto vyzaduje dalsi testy.
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5.3 Testy ucinnosti desinfek¢nich prostiedkii dle modifikované normy

CSN EN 1040

Na zakladé¢ pozadavkli normy byla testovana doporuc¢end koncentrace jednotlivych
desinfekci a dle prvotnich vysledkt byly stanoveny dalsi 2 testovaci koncentrace (pravidla
pro fedéni desinfekci stanovena normou viz kapitola 4.5.4). Vzhledem k raznym vysledktim
u testovanych bakteriofagli, kdy na neobaleného bakteriofaga (¢X174) nepiisobila béhem
uvodnich testll téméf zadnd desinfekce, zatimco na obalené¢ho bakteriofaga (¢p6) pusobily
vSechny, byly dale u kazdého z fagi testovany jiné koncentrace desinfek¢nich ptipravki.
Dle postupu stanoveného normou byla fdgova suspenze s ovétenym titrem po dobu 5 minut
vystavena pusobeni pfislusného desinfekéniho prostfedku, poté byla ¢ast této smeési
odebrana a po dobu dalSich 5 minut ponechdna ve styku s neutraliza¢nim roztokem
za uCelem deaktivace u¢innych latek desinfekce. Poté byl ze zneutralizovaného roztoku
odebréan vzorek a kultivacné metodou postupného fedéni a zalévani do dvouvrstvého agaru
byl ze vzorku stanoven pocet zivotaschopnych mikroorganismii — hodnota Na.. Detailni
postup provedeni testu je i spolu s piehledem vypocetnich vztaht uveden v kapitole 4.5.5.

Testy byly provadény 2x vedle sebe pro ovéieni reprodukovatelnosti metodiky.

5.3.1 Vysledky testu ucinnosti pro bakteriofaga ¢6
Test €. 1:

Na zaklad¢ poznatkd uvedenych v teoretické ¢asti prace byla u obaleného bakteriofaga
predpokladana niz§i odolnost vic¢i vlivu zvolenych desinfekci, proto byla u nckterych
ptipravkll zvolena niz$i z doporucovanych koncentraci, konkrétné tomu tak bylo u ptipravka
Desur a Dezox. Pro dvojici zminovanych desinfekci byla v pfipad€ tohoto testu zvolena
koncentrace 5 ml/l, kterou vyrobce uvadi jako doporucenou k inaktivaci bakterii a plisni
ptipravkli udava doporucenou koncentraci jako 10 ml/l. U ptipravkd Unisanol a Sanytol byla
jako doporucend koncentrace zvolena nefedéna forma piipravku, jelikoz tyto 2 produkty jsou

dle pokyni na obalu uréeny k pfimému oSetfeni ploch bez nutnosti fedéni.
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Tabulka 10 shrnuje vysledky testu ucinnosti vybranych desinfekénich piipravk vici

obalenému fagu ¢6. V tabulce jsou u jednotlivych testovanych desinfekci uvadény vzdy

vysledky pro 3 rtizné fedéni ptipravku: doporucena davka (DD), polovina z doporucena

davky (72 DD), desetinasobné ziedéni piipravku (10x t.).

Tabulka 10 Souhrn vysledkii testovani ucinnosti desinfekcnich pripravkii na faga ¢6

Koncentrace suspenze (N)

4,3:10% PFU/ml

Koncentrace suspenze (No)

4,3-10" PFU/ml

Testovana desinfekce Koncentrace Hodnota Na Hodnota
vzorku [PFU/ml] logR
Demineralizovana voda nefedéno 4,7-10° 0,96
1. SAVO Cisti¢ na podlahy | DD | 12,5ml/l 0 7,63
% DD | 6,25 ml/l 0 7,63
10x 1. | 1,25 ml/1 0 7,63
2. Incidin OxyDes DD 10 ml/1l 0 7,63
¥ DD 5ml/l 0 7,63
10x T, 1 ml/1 0 7,63
3. SPURTEX® Unisanol DD nefedéno 0 7,63
% DD | 500 ml/l 0 7,63
10x f. 50 ml/1 0 7,63
4. Dezox DD 5 ml/l 0 7,63
“DD | 2,5ml/l 0 7,63
10x 1. 0,5 ml/l 0 7,63
5. Desur DD Sml/l 0 7,63
“DD | 2,5ml/l 0 7,63
10x 1. 0,5 ml/l 0 7,63
6. Sanytol DD nefedéno 0 7,63
% DD | 500 ml/l 0 7,63
10x f. 50 ml/l 0 7,63
7. SAVO Original DD 222 ml/l 0 (f HK) /
“DD | 111 ml/l 0 7,63
10x ¢ | 22,2 ml/l 0 7,63

DD — doporucena davka pripravku, %> DD — polovina z doporucené davky,

10 % F. — desetinasobné zredeni pripravku




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

U prvniho testu dosSlo k inaktivaci obalené¢ho bakteriofaga ¢6 u vSech testovanych
desinfekénich ptipravkl, dokonce i u 10x fedénych vzorkll bylo zaznamenano 0 PFU/ml.
U ptipravku SAVO Original byla v ptipadé doporucené davky (DD) pozorovana inaktivace
hostitelské kultury, obdobné jako tomu bylo u validaci, pocet plakii tak nebylo mozné

prostiednictvim této metody stanovit.
Test €. 2:

V tabulce 11 jsou uvedeny vysledky opakovaného testu u¢innosti vybranych desinfek¢nich
pripravkd vici fagu ¢6. Vzhledem k vysledkim testu ¢. 1 bylo u opakovaciho testu

provedeno stanoveni jen pro vzorky desinfekci po desetindsobném ziedéni.

Tabulka 11 Souhrn vysledkii opakovaného testu ucinnosti desinfekcnich pripravkii

na faga ¢6
Koncentrace suspenze (N) 4,3-10° PFU/ml
Koncentrace suspenze (No) 4,3-10” PFU/ml
Testovana desinfekce Koncentrace Hodnota Na Hodnota

vzorku [PFU/ml] logR
Demineralizovana voda nefedéno 5,1-10° 0,93
1. SAVO Cisti¢ na podlahy | 10xf. | 6,25 ml/l 0 7,63
2. Incidin OxyDes 10x 1. 5ml/l 0 7,63
3. SPURTEX® Unisanol 10x . | 50 ml/l 0 7,63
4. Dezox 10x 1. | 0,5ml/1 0 7,63
5. Desur 10x 1. | 0,5ml/1 0 7,63
6. Sanytol 10xf. | 50 ml/1 0 7,63
7. SAVO Original 10x 1. | 22,2 ml/l 0 7,63

10% 7. — desetindsobné zredeni pripravku

Vyse zmitovany piedpoklad o niz§i odolnosti obalené¢ho bakteriofaga byl na zakladé
ziskanych vysledkl potvrzen. VSechny z testovanych desinfekénich piipravkil prokéazaly
vuci fagu ¢6 vysokou desinfekéni u€innost, a to 1 v ptipade nejvyssiho z provedenych fedéni
(potvrzeno opakovacim testem). Testované ptipravky tedy pro obaleného bakteriofaga ¢6
splnily pozadavek normy CSN EN 1040, jenz udava, ze desinfekce mize byt prohlaiena
zaucinnou (vyhovujici norm¢) v pifipadé sniZzeni Zivotaschopnosti pouzitého

mikroorganismu nejméné o 5 logaritmu.

Vysoka tc¢innost na bakteriofaga ¢6 mohla byt také ovlivnéna neu¢innou neutralizaci, diky

¢emuz byl fag vystaven vlivu nékterych desinfekci (viz kapitola 5.2.4) déle nez norma
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stanovuje. Nicméné niz§i mira perzistence faga ¢6 vuci vlivu desinfekénich piipravka
je znamym faktem, dosazené vysledky tedy odpovidaji poznatkiim uvedenym v odbornych

¢lancich. [66]

Moznym feSenim problému nizké odolnosti obaleného bakteriofaga ¢6 by do budoucna
(pti vylepSovani této metodiky) mohlo byt jeho doplnéni fagem MS2. Ackoli MS2 patii mezi
fagy neobalené, objevuje se Casto spolu s fagem ¢6 v fad¢ studii zamétenych na substituci
obalenych virti, zvlasté zdvaznych patogent, kde prokazuje vyssi odolnost v porovnani

s fagem ¢6. [48; 67]

Na zaklad¢ naSich ziskanych vysledkti by bylo vhodné zvazit pouziti MS2 jako mozné
nahrady obalenych virti, jenz se fadi mezi zdvazné patogeny (napf. virus Ebola), ackoli je

podle fady autort idedlni ndhradou praveé ¢6. [67]

5.3.2 Vysledky testu ucinnosti pro bakteriofaga ¢$X174
Test €. 1:

Vzhledem ke skutecnosti, ze bakteriofag ¢X174 nedisponuje lipidovym obalem, a tadi
se tedy mezi neobalené bakteriofagy, bylo piedpoklddano, ze vii¢i vlivu testovanych
desinfek¢nich pripravka bude vykazovat vyssi perzistenci. Na zaklad€ tohoto piedpokladu
byla pro ucely testovani s fagem ¢X174 u ptipravkii Desur a Dezox zvolena nejvyssi
z doporucovanych koncentraci: 20 ml/l, dle vyrobce je tato koncentrace urcena
pro tuberkulocidni plisobeni. Davka urcend vyrobcem jako virucidni byla v ptipadé¢ dvojice
zminovanych piipravkll testovdna vradmci poloviny z doporucené davky (10 ml/l).
Koncentrace odpovidajici desetindsobnému ziedéni piipravkd byla z divodu ocekavané

vys$$i odolnosti faga vynechéna.
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Tabulka 12 shrnuje vysledky testu Uc¢innosti vybranych desinfekénich ptipravkll vaci
neobalenému fagu ¢X174, vysledky jsou opét uvadény pro zvolend fedéni desinfekénich
pripravki, v tomto piipad¢ byla u desinfekci testovana doporuc¢end davka (DP) a polovina

z doporucené davky (Y2 DP).

Tabulka 12 Souhrn vysledkii testu ucinnosti desinfekcnich pripravkii na faga $X174

Koncentrace suspenze (N) 9,3-10% PFU/ml
Koncentrace suspenze (No) 9,3:107 PFU/ml
Testovana desinfekce Koncentrace Hodnota Na Hodnota
vzorku [PFU/ml] logR
Demineralizovana voda nefedéno 4,1-10° 1,36
1. SAVO Cisti¢ na podlahy nefed¢éno 9,8°10° 1,98
DD | 12,5ml/1 6,2:10° 2,18
2. Incidin OxyDes DD 10 ml/1 7,8:10° 2,08
%DD | Smll 5,8:10° 2,21
3. SPURTEX® Unisanol DD | nefedéno 1,8:10° 2,71
% DD | 500 ml/l 5,0:10° 2,27
4. Dezox DD 20 ml/1 1,1-10° 2,93
% DD | 10ml/l 8,5:10° 2,04
5. Desur DD 20 ml/1 1,0-10* 3,97
% DD | 10ml/l 1,0-10° 1,97
6. Sanytol DD | nefedéno 4.7-10° 2,30
%> DD | 500 ml/l 8,5:10° 2,04
7. SAVO Original DD | 222 ml/l 0 (f+ HK) /
% DD | 111 ml/l 1,1-10* 3,93

DD — doporucena davka pripravku, > DD — polovina z doporucené davky,

1 HK — testovany pripravek usmrtil i hostitelskou kulturu

U prvniho z provedenych testl uc€innosti desinfekénich prostfedkii na neobalené¢ho
faga $X174 doslo ke snizeni poctu plakii nanejvyse o 2 tady u pfipravkti Desur (DD)
a SAVO Original (2 DD) oproti demineralizované vode¢. Pfi testovani doporuc¢ené davky
ptipravku SAVO Original se neucinnost neutralizatoru projevila opét v podobé usmrceni

bakterialni hostitelské kultury, pocet plakl tedy nebylo mozné pro tento vzorek stanovit.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

Test ¢. 2:

V tabulce 13 jsou uvedeny vysledky ziskané z opakovaného testu ti¢innosti desinfekénich
pripravki viici fagu ¢X174. Dle prvotnich vysledki, které poukazuji na vysokou odolnost
neobalené¢ho faga (viz tabulka 12) byla u pfipravka (kromé¢ SAVA Original) otestovana

navic varianta jejich nefedénych forem.

Tabulka 13 Souhrn vysledkii opakovaného testu ucinnosti desinfekcnich pripravkii na

faga ¢ X174
Koncentrace suspenze (N) 9,3-10% PFU/ml
Koncentrace suspenze (No) 9,3:10” PFU/ml
Testovana desinfekce Koncentrace Hodnota Na Hodnota

vzorku [PFU/ml] logR
Reference nefedéno 4,9-10° 1,28
1. SAVO Cisti¢ na podlahy nefedéno 4,310 2,34
DD | 12,5ml/1 7,4:10° 2,10

2. Incidin OxyDes nefedéno 0 (f+ HK) /
DD 10 ml/1 5,110 2,26
»DD | 5mll 8,0-10° 2,07
3. SPURTEX® Unisanol DD | nefedéno 5,9:10° 2,20
%> DD | 500 ml/l 4,8:10° 2,29

4. Dezox nefedéno 0 (t HK) /
DD 20 ml/1 5,0-10° 2,27
% DD | 10 ml/l 7,9:10° 2,07

5. Desur nefedéno 0 (t HK) /
DD 20 ml/1 5,1:10% 3,26
% DD | 10 ml/l 5,010° 2,27
6. Sanytol DD | nefedéno 6,9:10° 2,13
% DD | 500 ml/l 9,9:10° 1,97

7. SAVO Original DD | 222 ml/1 0 (f HK) /
10x . | 22,2 ml/l 1,0-10* 3,97

DD — doporucena davka pripravku, %> DD — polovina z doporucené davky,

7 HK — testovany pripravek usmrtil i hostitelskou kulturu




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

Namétené hodnoty testu 2 potvrdily vysledky predchazejiciho méteni. Pti srovnani hodnot
obou testl se pocty plakt u jednotlivych vzorkt nelisi vice nez 0,5 log fadu, coz je v ramci
chyby metodiky. Podobné¢ jako u prvniho testu, doslo i1 zde k usmrceni hostitelskych bakterii
u doporucené¢ davky pripravku SAVO Original. K tomu mohlo pfispét 1 vysoké
pH pripravku. Provedené¢ méfeni pH u roztoku doporucené davky odpovidalo hodnoté 11.
K usmrceni hostitelskych bakterii dale doSlo u netfedénych desinfekci Incidin OxyDes,
Desur a Dezox. U desinfekcei v této koncentraci neni tedy mozné stanovit jejich ucinek viici

fagu X174 touto metodou.

Dle naméfenych vysledkd se u bakteriofaga ¢X174 potvrdil predpoklad o jeho vyssi
odolnosti vii¢i vlivu testovanych desinfekénich ptipravkid. Na neobaleného bakteriofaga
0X174 nevykazovala Zadna z testovanych desinfekci ti¢inek (viz hodnoty logR vyrazné€ nizsi

nez 5). [66]

U piipravku SAVO Cisti¢ na podlahy bylo vyrobcem dokonce doporuovano vyuziti
nefedéné formy prostiedku k dosazeni desinfek¢niho ucinku. Vyrobce ovsem plisobnost
ptipravku upravoval pro bakterie a obalené viry (SARS-CoV-2 ¢i Modified Vaccinia Virus

Ankara) na neobaleného bakteriofaga tedy dle ocekdvani ptipravek netcinkoval.

Pro ptipravek Incidin OxyDes vyrobce uvadél jako virucidni davku 10 ml/l (koncentrace
byla testovana v ramci doporuc¢ené davky), ovSem rozsah plisobnosti vyrobcem uvedeny
opét zahrnoval zéastupce z fad obalenych virt (HIV, HBC, HBV), na neobalen¢ho faga

nevykazovala tato koncentrace u pifipravku Incidin OxyDes vyraznéjsi plisobeni.

Utinnost ptipravku SPURTEX® Unisanol navrzeného za Gi¢elem desinfekce nanorousek
byla cilena na obaleny virus SARS-CoV-2, proto vyraznéj$i plisobeni na neobaleného
bakteriofaga nebylo oc¢ekavano, coz se dle namérenych vysledkid také potvrdilo. Hlavni

ucinnou latkou tohoto piipravku je ethanol, ktery na neobalené bakteriofagy nepusobi.

Ptipravek Sanytol je podobné jako vétSina ostatnich vyrobki svym virucidnim ptsobenim
zacilena na obalené viry (Herpes simplex, Influenza A), Gi¢inek na neobaleného faga nebyl

tedy ani zde podobné¢ jako u ostatnich testovanych vyrobkli zaznamenan.

U piipravkil Desur a Dezox vyrobce udaval davku urenou pro virudni piisobeni (blize
nespecifikované) jako 10 ml/l (testovano jako '2 z doporucené déavky), soucasné byla
testovana také vyssi davka (20 ml/I pro tuberkulocidni piisobeni). Ani jedna z testovanych
koncentraci u dvojice téchto ptipravki nevykazovala vici fagu ¢X174 tcinek. Neucinnost

zejména u této dvojice pripravki mohla byt ovlivnéna délkou kontaktniho Casu mezi
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suspenzi a testovanym roztokem, jenz byla pouze 5 minut. Dle vyrobce je ovsem
pro dosazeni virucidniho ucinku doporucovan kontaktni ¢as 60 minut. Zminovany vliv
kratké kontaktni doby mezi suspenzi a vzorkem mohl sehrat roli ovSem i1 u dalSich
z testovanych piipravkl. V tabulce 14 je uveden piehled dob ptlisobeni spolu s G¢inkem

a pfislusnou koncentraci pro jednotlivé testované ptipravky.

Tabulka 14 Prehled doporucovanych dob piisobeni pro testované koncentrace pripravkii

Pripravek Koncentrace Utinek Doba
pusobeni

SAVO Cisti¢ na podlahy nefedéno bakterie, obalené viry 15 min

Incidin OxyDes 10 ml/1 virucidni (obalené viry) 15 min

SPURTEX® Unisanol / SARS-CoV-2 /

Dezox + Desur 5ml/l baktericidni 30 min

Dezox + Desur 10 ml/1 virucidni 60 min

Dezox + Desur 20 ml/1 tuberkulocidni 60 min

Sanytol / virucidni (obalené viry) 5 min

SAVO Original 222 ml/l viry, bakterie, plisn¢, fasy 30 min

Na zakladé téchto skutecnosti by bylo vhodné otestovat vliv prodlouZeni kontaktni doby
mezi mikrobialni suspenzi a desinfekci. Coz by vyzadovalo dalsi sérii testd, které nebyly

hlavnim tématem prace.

Pro vétsi nazornost pii porovnavani ucinku jednotlivych testovanych desinfekci
na neobalen¢ho bakteriofaga ¢X174 byl vytvoren graf (viz obrazek 11), jenZ znazoriuje
miru dosazené redukce zivotaschopnosti (hodnoty logR) u jednotlivych testovanych
ptipravki. Do grafu byly zakomponovany primérné hodnoty ziskané z testu €. 1 a testu €. 2
pro doporucené davky testovanych piipravki. V grafu je Cervenou Carou zndzornéna
hranice, ktera dle normy CSN EN 1040 uréuje, zdali miize byt dana desinfekce prohlagena
za ucinnou. Jak jiz bylo zminovano vyse, touto hrani¢ni hodnotou je dosazeni snizeni

zivotaschopnosti testovacich mikroorganismt o 5 logaritmu.
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4,00 +

3,00

2,00 +

log R (Hodnota K)

1,00 +

0,00
Vz.l V.2 V.3 Vz.d V.5 V.6 Vz.7

Testované desinfelcce

Obrazek 11 Mira ucinnosti (hodnoty redukce R) testovanych pripravkii (pro redeni dle
doporucené davky) viici neobalenému fagu ¢X174

Vz. 1 — SAVO Cisti¢ na podlahy, Vz. 2 — Incidin OxyDes, Vz. 3 — SPURTEX® Unisanol,
Vz. 4 — Dezox, Vz. 5 — Desur, Vz. 6 — Sanytol, Vz. 7 — SAVO Original.

Z obrazku 11 je patrné, Ze testované desinfekéni prostiedky jsou v redukci Zivotaschopnosti
neobaleného bakteriofaga viceméné na podobné trovni, mirn€ vyssi hodnotu pak vykazuje

Vz. 5, tedy desinfekéni pripravek Desur.
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6 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout zakladni poznatky o bakteriofazich, vytvorit
piehlednou reSersi o moznostech jejich vyuziti v rdmci antiviralnich zkousek se zamétenim
zejména na testovani desinfekénich ptipravki a v neposledni fad¢ bylo cilem také ziskané

informace prevést do praxe zavedenim uceleného postupu zakladniho testovani

desinfek¢nich ptipravkl za vyuziti bakteriofagt.

K zavedeni postupu testovani ucinnosti desinfekcnich pfipravkia byla zvolena norma
CSN EN 1040 (Chemické desinfekéni piipravky a antiseptika), kterd upravuje postupy
suspenzniho testu za vyuziti bakterii. V mikrobiologické laboratofi Centra polymernich
systéml Univerzity Tomase Bati, v niZ bylo provedeni praktické ¢asti prace realizovano,
jsou postupy z normy CSN EN 1040 b&zn& vyuzivany pro ulely testovani baktericidniho
ucinku desinfekénich pripravkl. Provéfené postupy této normy byly tedy piejaty
a modifikovany na pouziti bakteriofagi jako testovacich mikroorganismi. Volba
bakteriofagli pro ucely testovani byla podloZena informacemi ziskanymi z reSersi, jako

zastupce obalenych bakteriofagl byl zvolen fag ¢6 a za skupinu neobalenych fag ¢X174.

Praktickd ¢éast prace byla zahdjena provedenim testd citlivosti dvojice zvolenych
bakteriofagli na ¢inidla doporu¢ovana normou CSN EN 1040. Dle vysledki této zkousky
bylo zjisténo, Ze neutralizaéni roztok s obsahem SDS (4 g/l) inaktivuje obalené¢ho
bakteriofaga ¢6, zatimco na Zivotaschopnost faga ¢X174 nemél ptidavek SDS vliv. Dalsi
testovand cinidla (zdkladni neutralizatni roztok, neutralizacni roztok s thiosiranem
a demineralizovand voda) nevykazovala negativni vliv na Zivotaschopnost ani u jednoho
z fagh.

DalS$im krokem bylo provedeni validace metody, ta zahrnovala celkem 3 postupy pro ovéteni
vlivl,, jenz by mohly zkreslovat ziskané vysledky. U obou bakteriofagi bylo validaci
oveéteno, ze nedochazi k poklesu jejich zivotaschopnosti vlivem experimentalnich podminek
(validace A) a také, ze zvoleny neutralizani roztok neplsobi na bakteriofagy toxicky
(validace B), obdobny vysledek jiz nastinily provedené testy citlivosti. Validacni
zkouska “C* poukézala na problém s neutralizaci u 4 testovanych pfipravki (Incidin
OxyDes, SPURTEX® Unisanol, Desur a SAVO Original), dalsi 3 testované desinfekce

se podaftilo u¢inng zneutralizovat.
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Hlavni naplni praktické c¢asti prace bylo samotné testovani UcCinnosti zvolenych
desinfekénich prostredkil viici fagim ¢6 a $X174. Pro ucely testovani bylo zvoleno celkem
7 piipravkti: SAVO Cisti¢ na podlahy, Incidin OxyDes, SPURTEX® Unisanol, Dezox,
Desur, Sanytol a SAVO Original.

Dle namétenych vysledkii bylo zjiSténo, ze zvolené pfipravky ve vSech testovanych
koncentracich vykazuji vysokou uc¢innost vii¢i obalenému fagu ¢6, u kterého ani v ptipadé
nejnizsiho fedéni piipravki (10x ziedéno) nedoslo k narustu zadnych plaki a hodnota N, tak
¢inila 0 PFU/ml. U obaleného bakteriofdga vSechny z testovanych desinfekci splnily
pozadavek normy o uCinnosti — sniZeni Zivotaschopnosti testovaciho mikroorganismu

0 5 logaritmt.

U neobaleného bakteriofaga byla situace s u¢innosti ptipravkli opacna. Dle namé&fenych
vysledkl zadna z testovanych desinfekci nedosahovala u faga $ X174 pozadovaného snizeni
jeho Zzivotaschopnosti. Mirné¢ vyssi hodnoty redukce byly zaznamendny u piipravkl
Desur (doporucena davka) a SAVO Original (polovina z doporu¢ené davky), ale ani v tomto
ptipadé nebyl pozadavek normy splnén. Mozny vliv na nizkou u¢innost desinfekci mohl mit
kratky kontaktni €as mezi fagovou suspenzi atestovanym vzorkem. Dle normy
byl pro kontakt mezi suspenzi a vzorkem vymezen ¢as 5 minut, zatimco kontaktni Casy
doporucované vyrobci byly u vétSiny ptipravkll vyrazné vyssi. Hodnoceni UCinnosti
po navySeni kontaktni doby mezi suspenzi a testovanym vzorkem by mélo byt pfedmétem

dal$iho zkoumani.

Hlavnim piinosem bakalafské prace je, Ze se podafilo zavést a otestovat uceleny postup
pro testovani uc¢innosti desinfekénich prostiedkli za vyuziti bakteriofagi ¢X174 a 6.
Pti zavadéni této metodiky bylo zjisténo, ze neutralizac¢ni roztok s SDS pusobi virucidné
vuci obalnému fagu ¢6. Daéle bylo zjiSténo, Ze pouZivany neutralizator (lecitin 3 g/l,
polysorbat 80 30 g/l, thiosiran sodny 5 g/l) neutralizoval U¢inné latky piipravka
SAVO Cisti¢ na podlahy, Dezox a Sanytol. Provedené testy w&innosti prokazaly,
ze na obaleného bakteriofaga u¢inkuji vSechny z testovanych desinfekci, zatimco v ptipadé
neobaleného bakteriofdga Zadna z testovanych desinfekci nebyla natolik G¢innd, aby splnila

pozadavek normy (sniZeni zivotaschopnosti alespon o 5 log).
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OD

Jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina/ ribonukleova kyselina
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Plaque forming units per mililitre/ plak formujici jednotka na mililitr
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International Committee on Taxonomy of Viruses ICTV/

Mezinarodni vybor pro klasifikaci vira
Bakterie s pritomnosti sex-chromatinu (F-faktoru/F-plazmidu)
Biosafety level/ Urovei biologické bezpeénosti

Low concentration hydrogen peroxide vapor/ Nizka koncentrace par
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