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Abstrakt

Staphylococcus aureus je oportunni patogen, ktery muize zpusobit t&zké a chronické
infekce. Diivodem recidivy bakterialnich infekci je Casto tzv. perzistence. Jde o ptizptsobeni se
stresovym podminkam navozenim dormantniho stavu, ktery bakteriim umozni pfezit vystaveni
antibiotikiim a po jejich eliminici opét vyrtst. Bakterie, které v pacientovi perzistuji, ziskavaji
rizné adaptacni mutace, které si predavaji a vznikaji tu tak subpopulace, které maji lepsi
schopnost perzistovat.

Cilem této diplomové prace bylo porovnat jednotlivé metody studia perzistord, které by
se mohly v budoucnu pouzivat v klinické praxi, a zaroven se pokusit o bliz§i molekularni
charakterizaci perzistentniho stavu pomoci metod stanoveni genové exprese. K dispozici mi byly
chronologické izolaty Staphylococcus aureus, kdy pocatecni byl tzv. primoizolat, izolat odebrany
pii odhaleni cystické fibrozy jest¢ pred zahdjenim antibiotické 1éCby. Dalsi pak odebrany
s odstupem tfi¢tvrt¢ roku a posledni s ptlrocnim odstupem od ptfedchoziho. Po nasledné
celogenomové sekvenaci byly zjistény geny, ve kterych vznikly adaptani mutace.

Prvni metoda urcuje miru schopnosti perzistovat podle stanoveni CFU (Colony Forming
Units) po ptusobeni antibiotika. Zjistila jsem, Ze tato schopnost zavisi pfevazné na adaptaci izolatu
a ziskanych adaptac¢nich mutacich. Potvrdila jsem, ze zadsadni mutace, které vedou ke zvySené
perzistenci jsou mutace v agr genech. Dale jsem odhalila i dal$i mutace vedouci ke zvySené
perzistenci, zejména u genu hyp, kédujictho neznamy protein, ktery nebyl dosud dévan do
souvislosti s perzistenci. Metodou pratokové cytometrie za pouziti fluorescen¢nich znacek
DiOC2(3) a TO-PRO-3 jsem urcila zastoupeni bun¢k s membranovym potencialem, zastoupeni
bun¢k bez potencidlu a mrtvé bunky. Rozd€leni do subpopulaci bylo rozdilné pro pouzita
antibiotika. Po ciprofloxacinu ke ztrat¢ membranového potencialu nedochazelo tak vyrazné jako
po pulsobeni oxacilinu a vankomycinu. Kontinudlni kultivaci v mikrotitraéni desticce
s pravidelnym métenim optické denzity jsem sledovala vyrtstani z perzistentniho stavu. Toto
vyrustani bylo pomalejsi oproti normalnimu ristu bez antibiotika, a dochazelo zde k prodlouzeni
lag faze, zejména pak po vankomycinu. Vysledky téz ukazaly, Ze na vyrtstani z perzistence m¢la
zasadni vliv hustota bakterialni suspenze.

Stanovila jsem expresi gent, ve kterych mély adaptované izolaty ziskanou mutaci (hyp,
agrA, gimU, rnalll). Z vysledk je patrné, ze geny hyp a glmU vykazuji vyssi expresi v nejdéle
odebraném izolatu pro vSechna antibiotika. Dale jsem detekovala nizkou expresi genli agrd a

rnalll, u kterych bylo jiz diive prokazano, ze v chronickych infekcich vykazuji nizsi aktivitu.

Klicova slova: perzistence, pisobeni antibiotik, agr operon, adaptatni mutace,

Staphylococcus aureus



Abstract

Staphylococcus aureus is a opportunistic pathogen that can cause severe and chronic
infections. The reason of the infections relapse is often the persistence. It is about adapting to
stressful conditions by inducing a dormant state, which would allow bacteria to survive exposure
to antibiotics and grow again after their elimination. Bacteria that persist in the patient acquire
various adaptive mutations, which are transmited creating subpopulations that have a better ability
to persist.

The aim of this diploma thesis was to compare individual methods of persistent study that
could be used in clinical practice in the future, and at the same time to try a closer molecular
characterization of the persistent state with using methods for calculating gene expression. I had
chronological isolates of Staphylococcus aureus at my disposal, the initial one being the
primoisolate, an isolate taken at the diagnostics of cystic fibrosis before the start of antibiotic
treatment. Another was taken at a distance of three-quarters of a year and the last with a half-year
interval from the previous one. Following whole genome sequencing, genes in which adaptive
mutations occurred were identified.

The first method determines the degree of persistence by calculating CFU (Colony
Forming Units) after antibiotic treatment. I found that this ability depends mainly on the
adaptation of the isolate and the adaptation mutations obtained. I confirmed that the major
mutations that lead to increased persistence are mutations in agr genes. I also found other
mutations leading to increased persistence, especially in the 4yp gene, which encodes an unknown
protein that has not been linked to persistence yet. By flow cytometry using fluorescent labels
DiOC2 (3) and TO-PRO-3, I determined the proportion of cells with membrane potential, the
proportion of cells without potential and dead cells. The division into subpopulations was
different for the selected antibiotics. The loss of membrane potential after ciprofloxacin was not
as severe as after oxacillin and vancomycin treatment. By continuous cultivation in a microtiter
plate with regular measurement of optical density, I observed the growth from a persistent state.
This growth was slower than normal growth without the antibiotic and there was a prolongation
of the lag phase, especially after vancomycin. The results also showed that the density of the
bacterial suspension had a significant effect on the growth from persistence.

I determined the expression of genes in which the adapted isolates have the acquired
mutation (hyp, agrA, glmU, rnalll). The results show that the 4yp and glmU genes evince higher
expression in the longest harvested isolate after all antibiotics. Furthermore, I detected low
expression of agr4 and rnalll genes, which have previously been shown to have lower activity in
chronic infections.

Keywords: persistence, antibiotic treatment, agr operon, adaptive mutations,

Staphylococcus aureus
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Seznam zkratek

CF cysticka fibroza

CFU jednotky tvofici kolonie (Colony Forming Units)

Cip ciprofloxacin

DiOC(2)3 3,3'-dietyloxakarbocyaniniodid

FACS fluorescent-activated cell sorting

FC pritokova cytometrie

FSC forward scatter, rozptyl vedeny podél paprsku laseru
GWAS genomové asociacni studie

HGT horizontalni genovy transfer

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MP membranovy potencial

NETs neutrofilni extracelularni past

OD opticka denzita

ON no¢ni kultura

Oxa oxacilin

PSM virulen¢ni faktory S. aureus (phenol soluble modulins),
QS quorum senshing

SCv trpasli¢i kolonie S. aureus (small colony variants)

SD smérodatnach odchylka

SSC side scatter, rozptyl vedeny v uhlu 90 ° vici paprsku laseru
TA toxin-antitoxin

TCA cyklus trikarboxylovych kyselin

TO-PRO-3 TO-PRO-3 iodid

Van vankomycin

VBNC zivotaschopné, ale nekultivovatelné buiiky (viable but

nonculturable cells)




1. Uvod

Pted vice nez sedmdesati lety panové Hobby a Bigger pozorovali, Ze antibiotika nedokazi
zabit celou bakterialni populaci, na kterou antibiotiky ptisobili. Tuto subpopulaci, ktera dokazala
intenzivni vystaveni antibiotikim pfezit, nazvali ,,perzistofi® (Bigger, 1944). V nasledujicich
letech se diky rozmachu antibiotické 1écby objevovaly mnohé piipady bakterialni rezistence, ktera
se diky své snaz§i uchopitelnosti, dostala do popfedi védeckého zdjmu a perzistenci nebyla
veénovana pozornost. Poslednich patnact let se v§ak kvuli ¢astému selhavani v 1é¢b¢ chronickych
infekci dostala do poptedi zajmi védci v riznych astech svéta, kteti pfinesli mnoho zajimavych
poznatkli o tomto velmi komplexnim jevu.

Perzistentni bunky jsou maléd frakce bunék v populaci schopna ptezivat letalni davky
antibiotik a po jejich odstranéni opét vyrist a dale se mnozit. Tato schopnost neni geneticky
podminéna a po opétovném vystaveni antibiotikiim se perzistentnimi bunikami mohou stat jiné
buniky (Balaban et al. 2004). Fenomén perzistence se objevuje napfi¢ bakterialnimi druhy, a i
kdyz jde o jev velmi rozmanity, daji se zde nachézet i podobnosti.

Tato prace je zameétena na grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus, pro kterou jsou
rekurentni infekce primarmim problémem (Lowy, 1998). S. aureus nas bézné osidluje, a jen pfi
oslabeni imunity, se pro nas mize stat patogenni.

Bakterie S. aureus je v pribéhu chronickych infekci nachazena casto jako fenotyp
nazvany SCV (small colony variants). Tyto kolonie jsou diky své malé velikosti a odlisnému
zbarveni na plotnach jednoduse rozpoznavany. Protoze jde o varianty zptsobujici intracelularni
infekce, vznikla hypotéza, ze jsou tyto bunky zakladem pro rozvoj perzistentni infekce (Balwit et
al. 1994). Jejich studium ptinasi lepsi pochopeni fenoménu perzistence, protoze maji spolecné
metabolické zmény vedouci k pomalému ristu, nizsi expresi virulenénich faktord a vyhybani se
imunitnim systému. Ukazalo se, ze existuje mnoho cest, kterymi zlaty stafylokok dokaze tento
fenotyp vytvaret (Proctor, 2019).

Co se tyce metabolicke aktivity perzistord, je téméf jisté, Ze za vyhnuti se baktericidnimu
ucinku antibiotik je zodpovédna hlavné dormance, tedy celkové utlumeni metabolické aktivity a
genové exprese (Kwan et al. 2013).

I kdyZz nejde o dédi¢ny fenotyp, ukazuje se, ze rizné genetické mutace schopnost
perzistovat bud’ vyznamné zvysuji, nebo snizuji. Naptiklad zvysena exprese genu hipA u E. coli
zvysila frakci perzistort az tisickrat (Korch & Hill, 2006). U bakterie Staphylococcus aureus se
jako krucialni gen pfi tvorbé perzistori ukazal byt sigB, jehoz produkt indukuje obecnou
stresovou odpoveéd a tvorbu virulenénich faktorti (Tuchscherr et al. 2015). Dalsi provadéné
sekvencni analyzy klinickych izolati prokazaly, ze ke genetickym zménam dochazi v pacientovi
soustavné, a to nejen hromadénim mutaci pod selekénim tlakem, ale i aktivné horizontalni

vymeénou genetického materialu (Langhanki et al. 2018).




Lécbu téz komplikuje existence biofilmu, ktery bakteriim pomahd vyhybat se
antibiotikim i imunitnimu systému hostitele. Plice cystickych fibriotikli podléhaji epitelialnim
zménam, které vytvafeji idealni podminky pro vznik takového biofilmu. V biofilmu maji
bakterialni buiiky téZ usnadnénou komunikaci pomoci signalnich molekul, tzv. quorum sensing
(QA). Molekuly zapojeny v tomto modulu se jiz nékolikrat ukazaly jako induktory perzistentniho
stavu u riznych bakterialnich druhd, naptiklad u Pseudomonas aureginosa (Moker, Dean & Tao,
2010). U S. aureus zase naopak nékteré QS molekuly nejspiSe podporuji vystup z perzistentniho
stavu (viz kapitola 2.3.).

Protoze je pro nas perzistence vyznamna prevazné z klinického hlediska, je dulezité
definovat metody, které piitomnost perzistortt odhali a stanovit pravidla pro 1é¢bu infekci u
jednotlivych pacientii. V laboratofich jsou pouzivany kvantifikacni testy, ale do klinické praxe je
snaha zavést metody, které by nebyly zavislé na dlouhé kultivaci a velkému mnozstvi materialu,
a také byly prikaznéjsi. Nejucinnéjsi by mohlo byt zautomatizovani vysetfeni na zaklad¢ znalosti
genotypu, které se i pfes komplexnost fenoménu, diky castému sekvenovani izolatl, stava
realnym (Van den Bergh et al. 2016). Nejprve je vSak tfeba dukladné popsat jaké adaptacni zmény
s perzistenci bezprosttedné souvisi.

V této praci byl provadén vyzkum s chronologickymi izolaty Staphylococcus aureus,
kter¢ byly odebrany pacientim trpicich cystickou fibrézou. Celkem jsem zpracovala 7
chronologickych izolati od dvou riznych pacientt, kdy prvni byl tzv. primoizolat — izolat
odebrany v momenté diagndzy cystické fibrozy. Dalsi dva byly izolaty od stejného pacienta
odebrany s odstupem pfiblizné tfictvrté roku a posledni izolat po dalsim ptl roce, tedy jeden a
¢tvrt roku od prvniho (viz kapitola 3.1.). Pfibuznost byla stanovena na zikladé MLST
genotypizace. Diky znalosti genotypu a otestovani schopnosti perzistovat rozlicnymi metodami
posoudim, jak se schopnost perzistovat v ¢ase zménila a dale porovnam vhodnost jednotlivych
metod. Prace vznikla ve spolupraci s FN Motol, 2. Iékaiskou fakultou Univerzity Karlovy a MBU
AV CR s.r.0.

Cile mé diplomové prace byly nasledujici:

1. Stanovit miru schopnosti perzistovat u klinickych izolata S. aureus od pacientd s CF
po pusobeni rGznych antibiotik zavedenou metodou stanoveni CFU a zjistit, zda
dochézi ke zméné€ v ramci chronologickych izolatd v ase a porovnat tuto schopnost

u izolatl se vznikajicimi adaptaénimi mutacemi.

2. Pomoci priutokové cytometrie sledovat zmény vitality buné€k na zakladé¢ zmeén
membranového potencidlu u klinickych izolath S. aureus od pacientd s CF po

pusobeni riznych antibiotik.




Sledovat zmény genové exprese u genl, v kterych byly u chronologickych izolatt
nalezeny adaptacni mutace, které korelovaly se zménou schopnosti perzistovat.

Temito geny byly: Ayp (gen pro protein s hypotetickou funkci), glmU, agrA, rnalll.

Otestovat dosud nezavedenou metodu pro sledovani vyristani z perzistentniho stavu

na zakladé kontinualniho méfeni OD.
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2. Prehled literatury

2.1. Vymezeni definice perzistence

Kdyz hovoiime o perzistenci, hovofime o komplexnim stavu, do kterého se mohou
bakterialni bunky dostat vice zpiisoby a pod riznymi tlaky. Bakterialni buniky jsou po svij Zivot
vystaveny rozliénym strestim, nej¢astéji limitaci zdroji Zivin, oxida¢nimu stresu nebo imunitni
odpovédi hostitele. Bunky mohou pro pieziti prejit do perzistentniho stavu a takova perzistence
je nékdy nazyvana perzistenci ,,navozenou®, nebo také perzistenci typu I. Nicméné i pii
vyvaZzeném rustu nebyva bakteridlni populace heterogenni a buiikky mohou piechazet do
perzistence samovolng, tento typ perzistence je nazyvan ,,spontanni‘ neboli perzistenci typu II.
Timto zpusobem vsak vznikaji perzistoii v populaci s mensi frekvenci (Amato et al. 2013).

Protoze je perzistence podobna dal§im procesiim, které umoziuji bakterii pfezivat
v hostiteli stavd se z perzistort tézko odliSitelnd subpopulace, pro niz je nezbytné stanovit
parametry, podle kterych se bude tato subpopulace odliSovat a analyzovat jako samostatny celek.

Za prvé je tieba rozliSovat terminy perzistence a perzistentni infekce. Pokud hovoiime o
infekci, hovofime o pretrvavajicim stavu, kdy se nedafi zcela odstranit infek¢éni agens z téla
pacienta a dochazi k neustalym navratim infekce. Jde o rozmanité obtize, kdy rizné bakterialni
druhy vyuzivaji rizné mechanizmy pro vyhnuti se imunitnimu systému. Napfiklad se zde Casto
uplatiiuje tvorba biofilmu (viz kapitola 2.3.). Za dal$i samostatny typ perzistence lze jest¢ oznacit
intracelularni pfezivani v hostiteli, kdy bakterialni bunka perzistuje uvnitt makrofagu, tento typ
perzistence vsak neni pfedmétem této diplomové prace.

Jelikoz v laboratornich podminkéach se d4 perzistence zkoumat pouze jako navozena
vnéj$im podnétem, jsou nasledujici rozliSeni stanovend prave pro tento typ. K vymezeni nejlépe
slouzi kiivka ukazujici hynuti bakterii v ¢ase po vystaveni letalni koncentraci antibiotik (time-kill
assay) (viz obrazek €. 1). Perzistentni populace je charakteristicka tim, ze jeji kiivka hynuti po
aplikaci antibiotik vykazuje bifazicky prubéh, to znamena rychly Ubytek velké ¢asti populace
v pocatcich antibiotikového plisobeni, a poté pomalé ubyvani ptezivsi — perzistentni subpopulace.

Hranice mezi bakterialni rezistenci a perzistenci je nejostiejsi. Rezistentni bunky jsou
totiz schopné rist a mnozit se i za pfitomnosti letalnich davek antibiotik. Navic jsou geny
podminujici rezistenci pfenaseny mezi druhy, a to jak vertikalné, tak horizontalné.

Naopak nejmén¢ ostra hranice je mezi perzistentnimi a tolerantnimi bunikami pro jejichz
odliSeni se musi zjistit kinetika hynuti. Perzistentni buiiky jsou také oznacovany jako ptfechodné
tolerantni fenotypové varianty a diky rizné fyziologii pfezivaji pod riznymi antibiotiky s riznou
koncentraci, coz ptedstavuje velkou terapeutickou vyzvu (Levin & Rozen, 2006). Oproti toleranci
se perzistence nevyznacuje zvySovanim MIC. Na kiivce popisujici bakteridlni toleranci je vidét
dlouhodobé a pozvolné umirani pod antibiotiky, ale beze zmén v jejich MIC. Na perzistentni

bunky je mozno pohlizet jako na ,heterotolerantni* frakci, ktera dokaze ptezivat pod antibiotiky
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1épe nez buiitky oznacované jako tolerantni, coz se odrazi v jejich bifazické kiivce hynuti (shrnuto
v review Brauner et al. 2016, viz obrazek ¢. 1).

Je dulezité zminit, ze literatura casto mluvi o tzv. VBNC (viable but nonculturable cells)
bunkach, které se vét§inou vyskytuji spolecné s perzistenimi buiitkami a jsou stejné€ jako ony
dormantni. Pfesto jde v zasad¢ o jiny typ bunék. VBNC jsou téz jako perzistofi ¢astou soucasti
chronickych infekci, protoze dokazi ptezivat antibiotickou 1é¢bu, a tak spolecné vytvari majoritni
problém recidivy infekei, coz bylo popsano také u S. aureus (Pasquaroli et al, 2013). Jejich hlavni
rozdil spociva v ,hloubce® dormance. Zatimco perzistoii se po odstranéni stresu vrati do
metabolicky aktivniho stavu pomérné rychle, VBNC k tomu vyzaduji daleko vice ¢asu nebo
specialni chemicky ¢i environmentalni signal (Ayrapetyan, 2015). Protoze tyto dvé subpopulace
koexistuji spolecné, vytvari se kriticky pohled na metody, které perzistory kvantifikuji na zakladé

kultivace, zde jsou totiz VBNC ptehlizeny (Ayrapetyan, 2018).
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Obrazek €. 1: Kiivka hynuti u perzistence ma nelinearni bifazicky pribéh (B), u tolerance je Ubytek
bakterii kratce po piidani antibiotika mirné€jsi nez u perzistence (A), proto je minimalni doba zabiti (MDKoo,
doba, za kterou je zabita 99 % populace bakterii) u tolerantnich bakterii vyrazné delsi nez u perzistora.
MDKoy9 je u perzistentnich a citlivych bakterii podobna, ale lisi se MDKgg 99 (minimalni dobou, za kterou je
zabita 99,99 % populace), u perzistentnich bunck je MDKoo 99 vEtSi nez u bakterii citlivych na antibiotikum.

Pfevzato a upraveno z Brauner et al. 2016.

2.2. Genetické zmény perzistorit a vznik rezistence

O perzistentnich butikach nemluvime jen v souvislosti s bakteriemi. Tento termin je
pouzivan i v souvislosti s dal$imi buné¢nymi typy, véetné eukaryotnich. U kvasinek je perzistenci
nazyvana tolerance na antifungalni latky (LaFleur 2006), u nddorovych bunék zase schopnost
ptrezivat chemoterapickou 1é¢bu (Sharma 2010). D4 se tedy fict, Ze jde o jakysi evoluéni zptisob

preziti.
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U bakterii byla perzistence popsana napii¢ druhy se zastupci u grampozitivnich i
gramnegativnich bakterii. Kromé toho, ze perzistofi vznikaji diky zasahu zvenci, preexistuji
v ramci populace i v normalnich podminkach. Hovofime o tzv. ,,bet-hedging® strategii, kdy
rozdilné frakce buné€k piepinaji do rozlicnych fenotyptl, které by populaci umoznily ptezit
v ndhodnych enviromentalnich zménach (Philippi & Seger, 1989). Tyto nahodné¢ vznikajici
fenotypy sice stoji populaci energii, ale zvySuji jeji Sance na preziti v ménicich se podminkach.
Ukazalo, ze stupen heterogenity populace je imérny dynamice zmén prostiedi (Carja et al. 2014).
Podle tohoto pravidla je i nartist subpopulace perzistori o to veétsi, ¢im vétsim davkam antibiotik
je populace vystavena nebo ¢im déle jim je vystavena. Uvedenou teorii potvrzuji i klinické studie,
o kterych se zminuji dale. Tyto studie srovnaly hladinu perzistorti pti chronické infekei, kde lécba
byla dlouhodobd, a pii prvné propuknuté nebo akutni infekci. Vysledky ukazuji jasné vyssi
hladinu perzistentni populace u chronickych infekcich.

V soucasné dobé je také zkouman vztah mezi perzistenci a rezistenci v nad¢ji, ze by
ziskané poznatky mohly zlepsit 1écbu pretrvavajicich infekci a zaroven pomoci pfedchazet vzniku
teorie se objevila jiz pied vice nez 30ti lety na zakladé Castého soucasného vyskytu tolerance na
penicilin a mnohacetné rezistence v klinickych izolatech Streptococcus pneumoniae (Liu &
Tomasz, 1985). Vysvétleni této spojitosti je vicero. Jednoduse se da fici, ze perzistentni bunky
tvoti jakysi rezervoar zivotaschopnych bunék, ve kterych mize ¢asem dojit k chromozomalnim
mutacim nebo horizontalnimu genovému pienosu gent vedoucimu k rezistenci (Levin 2006). Pti
bliz§im pohledu, stresované bunky neustale kumuluji genetické mutace zptsobené hlavné
poskozenim DNA (Yaakov, 2017). Poskozeni DNA spousti stresovou odpovéd’ (SOS response),
ktera se jiz dfive ukézala jako faktor zvySujici mnozstvi perzistorti v populaci (Bernier et al.
2013), a také mnozstvi SCV, o kterych pojednavam nize (Vestergaard, Paulander, Ingmer, 2015).
Krom¢ toho je SOS odpoveéd spojena se zvySenym horizontalnim pfenosem rezistentnich gent,
ktery hraje zasadni roli v §ifeni a nasledném nartstu rezistenci (Baharoglu, Garriss & Mazel,
(2013).

Prvni teoreticky model s pouzitim matematickych vypocti ukazal narGst rezistentnich
bun¢k spolecné s perzistentnimi (Levin & Rozen 2006). Téz provedenim né¢kolika praktickych
experimenti se prokazalo, ze spole¢n¢ s perzistenci roste i mira rezistentnich kmend.

Prvni z nich, byl experiment, ktery ukdzal, Ze po vystaveni antibiotickému stresu prvotné
vznikaly takové mutace vedouci k prodlouzeni faze ,,zpozdéni“ neboli lag faze. Geny byly
souhrn¢ nazvany tb/ (tolerance by lag) a jsou asociované s n¢kterymi drahami, které se ukazaly
byt zodpovédné za zvySenou perzistenci. Pozorovali, Ze lag faze pied op&tovnym rlstem, kdy
byla antibiotika odstran¢na, byla optimalizovana intervalim mezi expozicemi ampicilinu. Vyvoj
lag faze je pozoruhodnou demonstraci ptizpisobeni se trvani stresu, nikoli specifickému

stresovému signalu. Lag je bézn¢ povazovan za nevyhnutelné zpozdéni pro pfizpisobeni se

13



novym podminkdm prostiedi. Tato studie ukazuje lag fazi v jiném svétle, a to jako vyhodnou
vlastnost pro zamezeni ristu v nepiiznivych podminkach, kterou bakterie schopna perzistovat
vyviji pod selekénimi tlaky (Fridman et al. 2014).

Hodné citovany je i dal$i experiment, ktery pracoval s n¢kolika rozdilnymi kmeny
Escherichia coli. Ty byly denné vystavovany terapeutickym davkam ampicilinu a jejich tolerance
k nému postupné nartstala. Levin-Reisman a jeji skupina sledovala téz prodlouzeni lag faze, a
také vyrazné zvySovani MIC u vSech kment. Po osekvenovani kmenid zjistili, ze dochazi
k riznym mutacim zodpovédnym za rapidni nartst tolerance, a Ze je tento narist pfimo Gmérny
expozici ampicilinu. Na tomto genetickém pozadi se po nékolika cyklech objevily mutace
v promotoru genu ampC, ktery ud€luje bunkam rezistenci k ampicilinu. Dale dokazali, Ze tyto
rezistentni mutace se na pozadi tolerantniho (perzistentniho) fenotypu snadnéji fixuji a hiife mizi
pfi dal$im vystaveni ampicilinu (Levin-Reisman et al. 2017).

Dalsi recentni experiment s kmeny Escherichia coli, s pouzitim jiného antibiotika dosel
k podobnym zavéram. Ukazal narist rezistence k ciprofloxacinu spolecné s toleranci u nahodné
vybranych pfirodnich izolatl E. coli, a navic dokazal i jasnou pozitivni korelaci mezi perzistenci
a rychlosti mutageneze (Windels et al. 2019).

Podobné korelace byly nachazeny i u dalSich kment, jmenovit¢ kmeny Pseudomonas u
antibiotik ciprofloxacinu a rifampicinu (Vogwill, 2016) nebo u druhu Mycobacterium
tuberculosis u antituberkulotik rifampicinu a moxifloxacinu (Sebastian, 2016). ProtoZe jsou
vztahy mezi perzistenci a rezistenci nachazeny mezi odlisSnymi kmeny a zaroven i u antibiotik
s rozdilnym piisobenim, da se fici, ze jde o obecny fenomén.

a ukazala, ze zalezi na na tom, jestli je vystaveni stresu stalé, pak vznika rezistence nebo
pferusované, coz vede k toleranci ¢i perzistenci (Kusell et al. 2005). Samotna existence stresu je
tedy to, co tyhle dva fenomény spojuje a individualni vlastnosti stresu pak to, co je determinuje.

I kdyz perzistence neni geneticky podminéna a neni preddvana vertikalng, ukazalo se, ze
v ni hraje roli horizontalni genovy transfer (HGT). Z recentni studie Langhnaki a spolupracovnikti
z roku 2018 vyplynulo, ze mezi stafylokoky v hostiteli probiha HGT, ktera vytvati dominantni
linii schopnou v hostiteli perzistovat déle ve srovnani s ostatnimi liniemi. Jako diikaz jim poslouzil
fakt, Ze tyto dominantni linie mély identickou sadu mobilnich genetickych prvka (Langhanki et
al. 2018). Jiz dfive bylo publikovdno, ze HGT a vznik mutaci je pohanén mezibakteridlni
konkurenci (Denamur & Matic, 2006). Tato studie tuto hypotézu podpofila.

Diky vzriustajicimu poctu sekvencénich dat se objevuji snahy predikce perzistentnich
fenotypll na zaklad¢ téchto dat tzv. GWAS (genom-wide association studies). Protoze mél tento
pristup uspéch jiz diive u piredpovidani bakterialni virulence u izolath MRSA (meticilin
rezistennti S. aureus) (Laabei et al. 2014), vznikd snaha rozsifit tuto metodu i na predikci

perzistort. Dfive se to zdalo nemozné, protoze perzistence se jevila jako néco velmi
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heterogenniho, ale dnes je daleko 1épe chapana i jeji univerzalnost a do budoucna by GWAS mohl

byt uziteCnym nastrojem nejen v odhalovani, ale i v eliminaci vzniku perzistentnich bun¢k.

2.3. Souhrn mechanizmii vedoucich ke vzniku perzistence

Zpusob, jakym perzistentni bunka vznika, se da vymezit do dvou hlavnich kategorii.
Prvni je spontanni (stochasticky) zplisob, a druhy deterministicky. Vzhledem k jiz nékolikrat
zminéné heterogenité perzistentni populace se na jejim vzniku, s nejvétsi pravdépodobnosti,
podili stochastické a deterministické zplisoby zaroven, a jejich plsobeni je synergické (shrnuto
v review Lewis, 2010). Stejné tak ptisobi synergicky vystaveni vice stresim zaroveil. Naptiklad,
pokud byly bakterie vystaveny tepelnému, oxidativnimu nebo osmotickému stresu, vedlo to po
nasledném vystaveni antibiotik ke zvySené schopnosti perzistovat (Murakami et al. 2005; Pandey,
Sahukhal & Elasri, 2019; Kubistova et al. 2017). Skupina Natalie Balaban dale dokazala, Ze
spontanni vznik perzistort je daleko vzacnéjsi nez determinovany (Balaban et al. 2004). Zaroven
bylo pozdé&ji ukézano, Ze vnéj$im podnétem Ize navodit perzistenci téméet u celé populace (Kwan
et al. 2013).

Spontanni vznik operuje stim, ze v bakterialni populaci existuje vysoka variabilita
v genové expresi mezi jednotlivymi buiikami, a u nékterych z nich tak dochazi k nahodilému
pfepnuti do perzistentniho stavu. U bakterie E. coli byl tento nahodily vznik pozorovan bez
pusobeni jakéhokoli stresu (Balaban et al. 2004). Tato teorie zaroveil pocita
s existenci perzistentnich proteinti, které v soucasnosti nejsou popsany, a které po dosazeni urcité
koncentrace (prahu) pfepnou buiiku do perzistentniho stavu (viz obrazek ¢. 2). Variabilita
v genové expresi a ndasledna fluktuace perzistentnich proteinti je zarovenn ovlivilovana
environmentalnimi stimuly, které mohou zvySovat pocet bunék, kterym se podati piekrocit prah
a stat se perzistentnimi (Verstraeten et al. 2016; viz obrazek ¢. 2). Tyto poznatky blize vysvétluji

i,,bet-hedging® strategii zminénou vyse.

Potet bunék Prah Poiet bunék Préh
| Normalni burika

@ Perzister

_—
Environmentalni stimul

Koncentrace perzistentniho Koncentrace perzistentniho
proteinu proteinu

Obrizek €. 2: Grafické znazornéni spontanniho vzniku perzistorti v populaci na levé strané a stejné situace
podpofené enviromentalnimi stimuly na stran¢ pravé. K ptepnuti do perzistentniho stavu dochazi, kdyz

jakési perzistentni proteiny dosahnou prahové koncentrace. Pievzato a upraveno z Verstraeten et al. 2016

15



Deterministicky vznik je naproti tomu zavisly na vnéj§im stimulu. Stimulti vedoucich
k perzistenci je zaznamenano mnoho a v podstaté¢ jde vzdy o stresovy faktor. Souhrn téch

v w0 (¢

nejvyznamnéjsich zaznamenanych ,,spoustéct’, tak jak je lze nachazet v literatute, uvadim nize:

Antibiotika: Prvné se zminim o klinicky nejvyznamnéj$im, a to o vzniku plsobenim
antibiotik. Bylo publikovano, Ze antibiotika ,,plodi* perzistory vzdy, ale jejich mnoZzstvi je zavislé
na tom, o které¢ antibiotikum se jedna (Hofsteenge, van Nimwegen, Silander, 2013). Je nutné fict,
ze antibiotika perzistentni buiiky Upln¢ nevytvari, ale spise je selektuji od zbytku populace.
Protoze jen buniky schopné odolat baktericidnimu stresu miizeme posléze charakterizovat jako
perzistentni a zkoumat jejich fyziologii. VétSina vyzkumniku se spoléha na takovéto oddéleni
perzistorii pomoci antibiotik. Problém je ale v tom, Ze samotna antibiotika mohou ovlivnit
fyziologii bakterii a tim mzeme ziskavat nepravdivé informace o tom, jaky stav je pro perzistory
vlastné typicky (Lewis, 2010).

Co se tohoto tyce, tak po zaméfeni se na metabolickou aktivitu perzistentnich bunék se
ukazalo nékolik diveéryhodnych argumentt potvrzujici dormantni stav. D4 se vyjit ze skute¢nosti,
ze stresové reakce u bakterii jsou vzdy doprovazeny vyrazné snizenou rastovou rychlosti
(Hengge-Aronis, 2002) a dale byly provedeny i detailnéjsi studie. Kdyz se sledovala rychlost
rustu téchto bunek zjistilo se, Ze perzistentni bunky jsou nerostouci nebo alespon pomalu rostouci
bunky (Balaban, 2004; Maisonneuve, 2013). Dale byly pfedloZzeny piesvéd¢ivé diikazy o inhibici
transkripce a translace, protoze v takovém ptipad¢€ se pocet perzistorti zvysil az o pét fadt (Kwan
et al. 2013). Perzistory lze tedy s urcitymi vyhradami opravdu oznaCovat za dormantni. A
dormanci Ize vysvétlit i pfezivani perzistentni populace pod antibiotiky, jelikoz antibiotika cili na
aktivné rostouci buiiky a dormanci se pro n¢ snizuje pocet cilovych mist.

Pro uplnost je ale nutné zminit, Ze pouhou dormanci se heterogenita ve fyziologii
perzistort vysvétlit neda. Divodem je skute¢nost, Ze i kdyz je vysledkem dormantni stav, bunky
do néj vstupuji riznymi aktivnimi mechanizmy na zakladé svého genetického programu, a proto
se Casto objevuji argumenty proti dormanci. Pfikladem mutze byt studie s E. coli, kde byla ukazana
aktivni obrana proti antibiotiku, a to jeho aktivnim efluxem ven z bunky (Pu et al. 2016). Nebo
také studie, které argumentuji tim, Ze snizeni cilovych mist pro antibiotika nevysvétluje poskozeni
DNA u perzistor@ vystavenych fluorochinolonim (Volzing & Brynildsen, 2015; Mok &
Brynildsen, 2016). O dalsich takovych ptipadech pojedndvam v kapitole o adaptacnich zménéach
S. aureus (viz kapitola 2.4.1.).

Otazka, zda jsou perzistofi aktivni nebo pasivni, je ve skutenosti otazkou, zda
analyzujeme bunky v reakci na stres nebo buniky, které jiz dosahly perzistentniho stavu. I kdyz
vétSina bunck aktivné reaguje na stres, jsou to pouze prezivsi buiky, které mizeme pozdé&ji

oznacovat jako perzistentni.
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Stringentni odpovéd’: S dormanci souvisi dal$i mechanizmus, a to odpovéd
mikroorganizmu na hladovéni. Stringentni odpovéd’ je obecné odpovéd na nepfitomnost
aminokyselin, kdy vlivem hromadéni nenabitych tRNA na ribozomu dochézi k inhibici translace
(Goldman & Jakubowski, 1990). Pfi jejim spusténi se produkuji alarmony souhrné pojmenované
jako (p)ppGpp (Potrykus & Cashel, 2008). Tato molekula byla spojena s perzistenci jiz
mnohokrat. Dtivodem je jeji pleiotropni efekt. Molekula (p)ppGpp inhibuje kromé translace a
o tom, jak toho dosahuje, je nescetn¢ a vysledkem je vzdy dormantni stav charakteristicky pro
perzistenci.

Jak ptesné pomaha (p)ppGpp bakteriim vyhnout se toxicité antibiotik, mohu uvést
alespon na dvou ptipadech. Za prvé zvysena hladina (p)ppGpp inhibuje DNA -vazebné proteiny
spolupracujici s DNA gyrazou, ktera je zodpovédna za negativni superspiralizaci DNA. Timto
zptisobem se mohou buiiky vyhnout u¢inku fluorochinolont, které DNA gyrazu inhibuji (Amato
et al. 2013). Druhy experiment, ukazal, Ze zvyseni hladiny alarmonu (p)ppGpp vedlo k inhibici
biosyntézy bunééné stény (BS), ¢imz se vyrazné zabranilo G¢inku beta-laktamovych antibiotik
(Amato & Brynildsen 2015).

Protoze jsou vSechny popsané¢ mechanizmy, jakymi (p)ppGpp pfispiva k tvorbé
perzistorti nepiimé, rada bych jest€¢ uvedla nedavnou studii, ktera hovofi i o pfimém vlivu.
Vyzkumna skupina z Pensylvanské univerzity totiz pfedstavila velice zajimavy model, kdy jsou
perzistofi vytvareni pfimo plsobenim alarmonu (p)ppGpp, ktery umozni dimerizaci ribozomu,
coz vede ke snizeni translace, tedy k nizsi proteosyntéze a navozeni dormance (Song, 2020).

Studie navézala na neddvné zjisténi, Ze resustitace perzistorii zpét do aktivniho stavu je
piepnuly do metabolicky aktivniho stavu a zacaly se rychleji zvétSovat a délit (Kim et al. 2018).

K takové dimerizace, jsou zapotiebi faktory modulujici ribozom (RaiA, RMF, Hpf), a na
né nukleotid (p)ppGpp cili. Za prvé, indukuje expresi genu pro RaiA (ribozom asociovany
inhibitor), ktery inaktivuje 70S ribozomy. Jeho pfitomnost téz snizuje expresi RMF (ribozom
modulacni faktor), ktery z dvou neaktivnich 70S ribozomu utvéii jeden 90S dimer (Ueta et al.
2005). O této dimerizace se téZ nedavno zjistilo, Ze je zasadni pro preziti bakterii ve stacionarni
fazi (Yoshida, 2018). Nukleotid (p)ppGpp také indukuje expresi genu pro kofaktor Hpf, ktery 90S
ptevadi na nefunkéni 100S ribozom. (viz obrazek €. 3). Pravé téchto forem ribozomu bylo
v perzistorech namétreno vysoké mnozstvi. Dale se studie opira o dtikazy, kdy deleci RMF, Hpf a
RaiA (Armf, Ahpf, Araid) se pocet perzistort, oproti wild-typu, vyznamnym zplsobem snizil.
Stejné mutanty téZz prokazaly vyssi schopnost resustitace z perzistentniho stavu do aktivniho

(Song, 2020).
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Tato studie je vyznamna také proto, ze GTPaza HpF je konzervovana napfi¢ bakterialnimi
druhy (Prossliner et al. 2018). Takze se da proto pifedpokladat, ze tento zplisob vzniku perzistort

nebude nijak ojedinélym.

Stres
RelA
SpoT
¥,
PpGpp Fivinv
0% Zn’m.‘.

EllA

@ _@L%L
2

708 ribozom 708 ribozom 908 ribozom 100S ribozom 70S ribozom
(aktivni) (inaktivni) (inaktivni) (perzistence) (resuscitace)

Obrazek ¢&. 3: Grafické zndzornéni dimerizace ribozomti vedoucich ke vzniku perzistentniho stavu. Po
vystaveni buiiky hladovéni, vznika molekula ppGpp, ta indukuje inaktivaci ribozomu 70S prostfednictvim
inhibitoru RaiA. Daéle indukuje faktory RMF a Hpf, které se aktivné podileji na dimerizace ribozomu do
kone¢né nefunkéni podoby 100S, kterd je charakteristické pro perzistory. Po pfiddni glukoézy, dochazi
k resustitaci perzistorti skrze rozdéleni dimeru dva aktivni 70S ribozomy. Jako senzor zmény nutricniho
stavu zde slouzi molekula cAMP, jejiz snizena koncentrace vede k produkci HfIX ktery disociuje 100S a

tim piepne bunky zpét do aktivniho stavu. Pfevzato a upraveno z Wilmaerts et al. 2019.

Zavérem bych jesté zminila, jak mohou poznatky o zapojeni (p)ppGpp v perzistenci
pomoci v praxi. Molekulu (p)ppGpp syntetizuji enzymy RelA/SpoT a ty se zdaji byti slibnymi
kandidaty pro cil 1éCiv. Védci totiz dokazali, Ze po deleci enzymu RelA byl kmen Mycobacterium
tuberculosis neschopny piepnout do perzistentniho stavu (Kushwaha, 2019). Také delece genti

pro tyto enzymy (Areld a AspoT) vedla u E. coli ke snizeni perzistence (Amato et al. 2013).

TA: Centrem zajmu ve vyzkumu perzistence byly od zacatku také toxin-antitoxin
systémy (dale jen TA). Jiz prvni gen dany do souvislosti s perzistenci je soucasti TA II systému.
Gen byl nazvany hipA (high-persistance gene), protoze kmen Escherichia coli mutovany v tomto
genu poskytoval vysoké mnozstvi perzistord (Moyed & Betrand, 1983). HipA je toxin a jeho
piislusny antitoxin byl nazvan HipB, dohromady tak tvoii TA nazvany HipBA. Jako ve vSech
typech TA II modulu, antitoxin HipB neutralizuje toxin HipA pevnou vazbou (Black, Irwin &
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Moyed, 1994). Volny toxin HipA piepina buiiky do perzistentniho stavu inhibici translace, tak,
ze deaktivuje tRNA fosforylaci glutamyl-tRNA syntetazy. Takto inhibovana translace té€z spousti
stringentni odpoveéd’, o které je pojednano vyse.

V poslednich letech bylo nalezeno mnoho dalSich TA systémi ovliviyjicich perzistenci
rozdilnymi zpasoby, z nichz n¢které TA systémy plsobi v synergii. Navic se da predpokladat, Ze
diky riznym cilim TA systémi budou mit mutace v riznych TA systémech na miru perzistence
rozdilny vliv (Kim, 2016). Role TA je studovana pfevazné na E. coli, kterd patii mezi G- bakterie.
Evidence o zapojeni TA u G+ bakterii je témét neznama. U S. aureus, ktery byl pfedmétem studia
v této diplomové praci se dokonce prokazalo, ze delece predikovanych TA systéml (mazEF,
relBE homology: axel(2)/txel(2)), nijak nezménily mnozstvi vytvofenych perzistori (Rowe et

al. 2016).

SniZeni energie v buiice: Persistence byla také asociovana s redukci mnozstvi ATP
v bunce vznikajiciho pomoci protonmotivni sily na cytoplazmatické membrang. Ditkazy poskytl
experiment, kdy byly bunky E. coli preinkubovany s protonoforem CCCP, ktery zkratoval
membranovy potencidl. Po nasledném ptidani antibiotik a kvantifikaci vzniklych perzistorti, bylo
zaznamenano jejich vyznamné zvyseni oproti piipadu, kdy protonofor pfidan nebyl (Kwan et al.
2013).

Vysvétlenim mize byt skute¢nost, ze nizka hladina ATP redukuje proteosyntézu, DNA
replikaci ¢i syntézu peptidoglykanu, Tim vznika zvySena tolerance bun€k k aminoglykosidovym,
beta-laktamovym ¢i fluorochinolonovym antibiotiktim, které na tyto bunécné aktivity cili (Shan
et al. 2017). Dale se jeste nizka koncentrace ATP ukazala byt zodpoveédna za tvorbu proteinovych
agregati, které nasledné vedly k bunécné dormanci (Pu et al. 2018).

Moznosti 1é¢it perzistentni infekce pomoci jejich piepnuti zpét do aktivniho stavu

zvySenim membranového potencialu se aktivné zabyva téz klinicky vyzkum.

Stari inokula: Pii srovnani mnoZzstvi perzistorti v rostoucich fazich se ukézalo, ze zde
existuje vyznamna korelace mezi stafim inokula a frekvenci perzistentnich bunék (Luidalepp et
al. 2011). Stacionarni faze vykazuje daleko vétsi podil perzistorti nez faze exponencidlni (Lechner
et al. 2012). Vysvétleni lze hledat ve fyziologickych zménach bunck stacionarni faze. Typicky
znak starnouci buiiky je stale vyssi tvorba proteinovych agregatli, coz potvrdil experiment s E.
coli, kde se opravdu ukézala pozitivni korelace s témito agregaty a mnozstvim perzistort
(Leszczynska et al. 2013). Dale 1ze hledat vysvétleni ve skutecnosti, ze déle zijici buniky maji
z principu vice poskozené komponenty, jako oxidované proteiny nebo poskozenou DNA. Tohle

vSe ve vysledku zpomaluje rtst, nasledkem ¢ehoz vznikaji rizné fenotypové varianty (Nystrom,

2007). Dalsim faktem je, ze star$i buniky vykazuji nizsi metabolickou aktivitu, a tim se z podstaty
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snizuje mnozstvi cil pro antibiotika. Naptiklad beta-laktamova antibiotika nemohou cilit na

buiiky, které aktivné nesyntetizuji bunécnou sténu.

Biofilm: Povrchove¢ aktivni komunita bakterii, zvana biofilm, znesnadnuje eradikaci a je
pri¢inou mnoha chronickych infekci. Nebylo proto velkym ptfekvapenim, Ze je spojena i s
vyskytem perzistort. Jiz pfed patnacti lety byla v biofilmu zjisténa vysoka koncentrace perzistora
(Lewis, 2005) a dnes se vyzkum posunul zase o néco dale.

Biofilm definuji extraceluldrni polymery vylu¢ované buiikami, které ziji uvnitf biofilmu
(Hall-Stoodley et al. 2004). Tato extracelularni slozka chrani populaci pred fyzikalnimi a
mechanickymi vlivy okoli, véetné bun¢k imunitniho systému. Do biofilmu také hiife pronikaji
antibiotika, ale to samo o sob¢ nevysvétluje vyssi odolnost vici antibiotiktim. Toto bylo napiiklad
prokédzano v experimentu, kdy byly buniky Staphylococcus aureus uvolnény z biofilmu, a presto
vykazovaly vyssi odolnost k antibiotikiim nez ve své planktonické formé (Boles & Horswill,
2011).

Hlavnim divodem, pro¢ je v biofilmu perzistorti vice nejspis souvisi s fyziologickymi
zménami bunék biofilmu. Diky niz§imu mnozstvi kysliku a zivin, které spotfebovavaji periferni
buniky, mohou byt buniky hloubé&ji v biofilmu ve stacionarni fazi (Walters et al. 2003). O
stacionarni fazi je znamo, ze obohacuje perzistentni fenotyp (viz vyse). Skutecné bylo dokazano,
ze fyziologie bun¢k biofilmu a planktonickych bunék ve stacionarni fazi, je podobna. Uvést lze
star$i studii s Pseudomonas aureginosa, kde srovnavali toleranci bunék stacionarni faze a bunék
biofilmu ke ¢tyfem rtiznym antibiotikiim. Skupina dosla k z&véru, ze je ve vSech ptipadech
zvySena a srovnatelnd, a také navrhli, Ze je za to zodpovédna piitomnost perzistori v obou
piipadech (Spoering a Lewis, 2001). Nov¢jsi experiment se S. aureus, ktery porovnaval
perzistentni bunky, planktonické bunky stacionarni faze a bunky biofilmu ukézal, Ze jsou si
napadné¢ podobné (Waters et al. 2016).

Na rozruSeni biofilmu intenzivné cili i klinicky vyzkum, protoZze dormantni stav
perzistori spole¢né s ochranou, kterou jim poskytuje biofilm, tvoii velky problém pfti 1écbé

bakterialnich infekci.

2.4. Perzistence u Staphylococcus aureus

V této praci jsem pracovala s kmeny Staphylococcus aureus, které byly odebrany
pacientim trpicimi cystickou fibrozou. Protoze je S. aureus témét vzdy odebiran pacientim, ktefi
trpi n€jakym plicnim onemocnéni, stava se z n€¢j vhodny model pro mapovani adaptacnich a
fyziologickych zmén vedoucich ke chronicité (perzistentni infekci). Zde uvadim vysledky
nejrozsahlejsich studii, které zmény mezi casnymi a pozdnimi izolaty sledovaly, a zarovei blize
popisuji modul Agr, ktery je oznacovany jako hlavni regulator perzistence u Staphylococcus

aureus, a ktery je Casto indikatorem takovychto zmén.
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2.4.1. Adaptacni zmény Staphylococcus aureus v plicni tkani vedouci k chronicité

Staphylococcus aureus je vysoce vSestranny a adaptabilni grampozitivni patogen.
Vétsinou obyva kiizi a sliznice jako neSkodny komenzéal. Nicméné€, S. aureus muze také
proliferovat do krevniho fecisté€ a do riiznych tkanich, coz posléze zpiisobuje vazné onemocnéni
(osteomylitida, endokardititda). S. aureus je povazovén za jednu z hlavnich pti¢in nemocni¢nich
a komunitnich infekci po celém svété. Vyznamnym aspektem onemocnéni zpisobenych S. aureus
je recidiva, ktera se projevuje u 8—33 % infekci kiize, mékkych tkani a krevniho fecisté, coZz ma
za nasledek zavazna lidska onemocnéni a naslednou smrtnost (Thammavongsa et al. 2015).

Pro studium perzistence je velmi uzite¢né zmapovat mutace v klinickych izolatech
odebranych pacientim, kteii trpi chronickou infekci. Sekvencni analyza klonalnich izolath z
chronickych infekei se hodi pro sledovéni adaptacnich zmén a pro urceni jakési hierarchie
dulezitosti systému zapojenych v perzistenci. Obecné lze sledovat, Ze roste schopnost perzistovat
v priub¢hu chronické infekce.

V rozsahle studii z roku 2013 byly porovnavény klinické izolaty S. aureus, které byly
rozdéleny do klonalnich dvojic podle piibuznosti. Pracovali s ¢asnymi a pozdnimi izolaty, mezi
kterymi byl primémy cCasovy rozdil 8 let. Studie dokazala, Zze adaptivni zmény pozitivné
korelovaly s délkou perzistence S. aureus a objevovaly se postupné béhem obdobi perzistence.
Pro kazdého pacienta platilo, ze se adaptivni zmény akumulovaly s délkou perzistence, avSak
lisily se mezi jednotlivymi pacienty, i kdyz byly infikovany stejnym klonem. Studie tehdy pftisla
s neoCekavanymi vysledky, napiiklad se zvySenou tvorbou hemolyzy nebo snizenou schopnosti
tvofit biofilm u nékterych izolatl, coz je v rozporu s jinymi studiemi (Hirschhausen, 2013).
Naptiklad v pozdéjsi studii byla zjisténa nartistajici schopnost tvofit biofilm jako spole¢ny znak
(Tan et al. 2019). Diky vySe uvedenym skute¢nostem se proces adaptace jevi jako velmi slozity,
protoze je formovan i individualnimi vlastnostmi hostitele. Nicméné¢ pokud se na problematiku
podivame v Sirsich souvislostech, jako to udélala vyzkumna skupina pana Riquelme a kolegti, zda
se tento fenomén jasnéj$i. Skupina popsala, jak v in vivo podminkach dochazi ke vzniku rtiznych
subpopulaci, které nejsou zcela totozné, ale vSechny vedou ke vzniku perzistentni infekce
(Riquelme et al. 2020; viz obrazek €. 4).

Pokud dojde ke kolonizaci plic stafylokokem, existuje v zasad¢ nékolik moznosti, které
mohou nastat. Vyznamné situace, které se tykaji vzniku perzistentnich subpopulaci jsou shrnuty
na obrazku 4. Jsou na ném zaznamenany i zasadni metabolické nebo fyziologické zmény, které
pro jednotlivé subpopulace popisuji detailnéji nize.

Prvni typ subpopulace zacne zvySovat expresi genii potfebnych pro glykolyzu.
Bronchialni buiiky v reakci na internalizaci stafylokoka zapocnou zvySovat absorpci glukdzy a
vyuziti aminokyselin, coz vede ke kompetici o Ziviny (Medina, 2019). Odpovédi bakterie je
metabolickd remodelace, a to je jedna z nejdulezitéjSich strategii, které pouziva S. aureus k

prizpiisobeni se intracelularnimu prostiedi hostitele. Jiz diive bylo zjisténo, ze SCV, popsany
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nize, méli zvySenou glykolyzu a snizeny TCA cyklus (Kriegeskorte et al. 2014). Diivodem
zvysené glykolyzy je praveé kompetice o Ziviny (viz obrazek ¢. 4).

Dalsi fenotypova varianta jiz vykazuje dormanci. Tato forma stafylokokiim umozinuje
setrvani a vyhnuti se 1é¢b¢ v intracelularni podobé¢, kde nemusi ¢elit imunitnimu systému a dal$im
vykyvim prostiedi (Tuchscherr et al. 2010). Tomu odpovida fenotyp, ktery je v souvislosti s
perzistenci S. aureus ¢asto zminovan. Jedna se o fenotyp tzv. SCV (small colony variants), ktery
je jiz delsi dobu spojovan s rekurentnimi infekcemi (Proctor et al. 1995). SCV jsou popsany jako
pomalu rostouci buniky se sniZzenou virulenci, schopné rychle revertovat zpét do matetského
kmene. Velmi ¢asto se pak nachazi u pacientii s respiracnimi onemocnénimi. V jedné studii byly
posuzovany vzorky témét od 3000 pacienti trpicich chronickymi infekcemi plic zptisobené timto
patogenem a tyto varianty byly nalezeny u 42 % z nich (Schwerdt, Mathias et al. 2018).

Dtikaz o tom, ze ¢im je izolat adaptovanéjsi, tak ma zaroven vyssi schopnost piejit v
intracelularni formu, byl poskytnut nedavno. Pokus byl proveden na tkanovych kulturach, které
byly infikovany pozdnimi i ¢asnymi izolaty a dale mutantem v biosyntetické draze hemu (Ahem),
ktery predstavoval intracelularni formu (SCV). Podle pfedpokladu byly pozdni izolaty mnohem
schopnéjsi pretrvavat v epitelidlnich bunikdch nez Casné izolaty. Zaroven mutant Ahem byl
schopen pfezivat ve vSech Castech pokusu. Je jesté zajimavé zminit, ze pozdni izolat, ktery byl
izolovan z plic zdravého ¢lovéka nevykazoval zvySenou schopnost intracelularniho pretrvani. Z
téchto vysledkt se da vyvozovat, Ze S. aureus vykazuje lepsi schopnost pietrvavat intracelularné
v zavislosti na Case, na své genetické adaptaci (Ahem) a zaroven v zavislosti na dysfunkci
epitelidlnich bunék (Tan, 2019).

K pochopeni vzniku perzistorti u S. aureus piisp€lo vyznamné studium SCV, protoze
nekteré charakteristiky SCV jsou téz soucasti i zivotniho cyklu perzistorti. Nejvyraznéjsi spolecné
znaky jsou pomaly rist v disledku nizsi metabolické aktivity (Amato et al. 2014), dale také
snizena exprese virulencnich faktorti a zvySena exprese bakterialnich adhezint (Sendi & Proctor,
2009).

Za hlavni mechanizmus sniZeni virulence je u SCV zodpovédna sniZzena exprese Agr
modulu, zodpovédného za tvorbu toxint (Tuchscherr et al. 2010). Stejné tak je tomu u
perzistentniho fenotypu, viz nize. SCV s perzistory sdili téz nékteré zésadni genetické zmeény.
Jedna z nejsilngjsich a nejlépe pospanych indikaci jsou zmény v elektrontransportnim fetézci
zpisobené mutacemi v heminu, a to nejcasteji ztratou prostetické skupinu (hemu; Akem) (Proctor
et al. 2006). U SCV se také Casto objevovala mutace vedouci k uplné ztraté¢ RNAIII (Vaudaux et
al. 2002; Kohler et al. 2003, 2008; Kahl et al., 2005). RNAIII je soucasti quorum sensing modulu
Agr, ktery je siln¢ asociovan s perzistenci u S. aureus a jeho funkce je podrobnéji popsana
v nasledujici kapitole.

V plicnim epitelu se také objevuje subpopulace stafylokokt, ktera vykazuje normalni rtst

ausmrcovani hostitelskych bunek. Bylo zjisténo, Ze behem perzistentni infekce se objevuji buitky
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majici zvySenou schopnost proteolyzy (Marbach et al. 2019, viz obrazek ¢. 4). V tomhle ptipade
hovotim o perzistujicich bunkach jako o buiikach vedouci k perzistentni infekci (viz kapitola
2.1.).

Jako posledni byla beéhem perzistentni infekce definovana subpopulace, ktera zvysuje
svou vytrvalosti pomoci zmén v metabolické draze trikarboxylovych kyselin (TCA). U SCV byla
zaznamenana snizena aktivita TCA cyklu, kterd mé navic za nésledek snizeni elektrochemickému
gradientu, ktery je vyZadovan pro absorpci aminoglykosidi, ¢imz se stava SCV odolngjsi
k tomuto antibiotiku (Somerville & Proctor, 2009). U jinych bunék S. aureus se naopak ukéazaly
n¢které geny TCA cyklu mit zvySenou expresi. Tato subpopulace vykazuje napiiklad vyssi
expresi gent pro 2-oxoglutaratdehydrogenazu (sucA), pro sukcinylsyntetaza (sucC),
sukcinatdehydrogenazu (sdhA) nebo fumarathydratazu (fumC) (shrnuto v Riquelme, Lung &
Prince, 2020). Jiz dfive bylo zjisténo, Ze ciprofloxacin zvysuje expresi n¢kterych enzymt TCA
cyklu a tyto vysledky také naznacily, Ze takové zvySeni exprese usnadiiuje perzistenci a pozdéjsi
vznik rezistence (Cirz et al. 2007). Tyto enzymy jsou zahrnuty v aktivité cyklu TCA, viz Cervené
Sipky v obrazku 4. Tyhle vysledky byly uz dvakrat potvrzeny i pomoci proteomickych studii
(Medina et al. 2019, Suilaman a Lam, 2020). Divodem je nejspiSe skutecnst, Ze bunka se pii
zpomaleném riistu spoléha na katabolismus aminokyselin a tyhle enzymy zvysuji svou tvorbu pro
dodani meziprodukti, jako je oxaloacetat, a-ketoglutarat a sukcinylkoenzym A. Také vykazuji
zvysenou tvorbu fosfoenolpyruvatkarboxikinazy (pckA4) pro podporu glukoneogeneze v piipadé
nedostatku glukézy (Halsey & Cortney et al. 2017).

Se spojitosti TCA cyklu a perzistort ptisly jesté dal§i dva vyznamné experimenty. Prvni
z nich prokazal, Ze za snizenou hladinu ATP mtize zména exprese enzymu cyklu trikarboxylovych
kyselin (Zalis et al. 2019). O rok dfive bylo publikovéno, Ze perzistofi S. aureus maji snizeny

membranovy potencial, a Ze je za to odpovédna prave inhibice enzymt TCA (Wang et al. 2018).
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Obrazek €. 4: Graficka ukazka metabolickych zmén S. aureus v bronchidlnich bunkach. Je zde ukazana
subpopulace bunék, kterd se replikuje a zpisobuje smrt bunék (WT), formace intracelularniho fenotypu
SCV, subpopulace podporujici katabolismus aminokyselin zvySenim aktivity TCA cyklu (Cervené Sipky).
Dale jsou zde ukdzany mutanty csl2, které vedou k bakterialni rezistenci a umoziluji S. aureus se vyhnout

ucinku neutrofild. Pfevzato a upraveno z Riquelme, Lung & Prince, 2020.

U S. aureus je také dulezité pfipomenout schopnost tvofit biofilm. S. aureus disponuje
pozoruhodnou fadou mechanizmt, jakymi dokaze biofilm vytvaret v riiznych castech lidského
téla (shrnuto v review Zapotoczna, 2016). Tato schopnost také vyrazné piispiva k preziti S. aureus
v plicni tkani. Na nékolika chronologickych izolatech byla pozorovana vyssi schopnost tvorit
biofilm u pozdnich izoldtu oproti tém Casnym (Tan et al. 2019). Tvorba biofilmu tedy hraje pfi
adaptaci na plicni tkan také zasadni roli.

Adaptace na hostitele téz zahrnuje vznik rezistentnich kment v odpovédi na antibioticky
stres. Konkrétné jedna mutace zplsobuje vyssi odolnost S. aureus a dalSich G+ bakterii zaroven
k anitibotiku a neutrofilim. Jde o jednobodovou mutaci v genu ¢s/2, coZ ma za nasledek zvySenou
syntézu kardiolipinu a snizenou syntézu fosfatidylglycerolu (Patton et al. 2019). Takovéto zmény
ve struktuie bakteridlni buiiky vedou k rezistenci na cyklické lipopeptidy a daptomycin.
Daptomycin je antibiotikum, které se pouziva pfi zavaznych infekcich zptsobenych G+
bakteriemi, ptsobici i na MRSA. Proto je naristajici rezistence k tomuto antibiotiku zavaznym
klinickym problémem. SniZeni syntézy fosfatidylglycerolu také vede k inhibici neutrofilni
chemotaxe (viz obrazek ¢. 4).

Schopnost odolavat neutrofilim je dalsi vlastnost objevovana u adaptovanych izolata
stafylokokii. Je vyznamna hlavné v situaci, kdy se buiika stafylokoka vyskytuje mimo
intracelularni prostiedi. Neutrofily zabijeji bakterie tvorbou takzvanych NETSs (neutrophil
extracellular traps), které zachycuji bakterie pomoci chromatinovych vlaken a nasledné je
eradikuji pomoci antimikrobidlnich proteinti, které jsou soustfedény na téchto vlaknech

(Brinkmann et al. 2004). Tvorba téchto NETs je zvySena u pacientl s cystickou fibrozou (Gray
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et al. 2018) a diky masivnimu uvolfiovani neutrofilnich obrannych peptidi je plicni tkan téchto
pacientli znacné nicena. Bylo zjisténo, ze izolaty S. aureus ze sputa pacientli s cystickou fibrozou
vykazuji zvySenou expresi nukledzy, kterd napomaha uniku z této neutrofilové pasti a hraje
dulezitou strategii v preziti stafylokokl zanicené tkani (Herzog et al. 2019). V dalsi studii bylo
pouzito kultiva¢ni médium napodobujici lidské sputum ve snaze napodobit podminky v hostiteli.
Z takto narostlych bun¢k vyizolovali RNA a osekvenovali ji. Tim odhalili, Ze pozdni izolaty (6
let) maji vyrazné zvysenou expresi spa genu (Windmiiller et al. 2015). Produkt genu, protein Spa
se vaze na IgG receptory Fc fragment(, které se nachazi na neutrofilech a tim zabrani, aby byl
stafylokok fagocytovan (Foster, 2005). Takto zvySend tvorba Spa proteinu je dal$im

mechanizmem, jak se bakterie brani imunitnimu systému hostitele.

2.4.2. Hlavni reguldtor perzistence u Staphylococcus aureus

Za hlavni reguldtor perzistence u Staphylococcus aureus je dnes povazovan modul
mezibunéné komunikace (quorum sesnsing modul) nazvany Agr. V podminkach vysoké
bunécné denzity zvysSuje produkci virulenc¢nich faktorti, snizuje expresi kolonizacnich faktort a
je uzce spojen s tvorbou biofilmu. Poprvé byl Agr lokus popsan jako modul, ktery produkuje
exoproteiny (Peng et al. 1988). Do souvislosti s patogenezi byl dan o néco pozdé&ji, kdy mutanty
v agr operonu vykazovaly nizs§i schopnost tvorby destruktivnich 1ézi u mysi (Abdelnour et al.
1993). Poté byly takové mutanty pravideln€ nachazeny v klinickych izolatech od pacienti trpicich
cystickou fibrozou, jak jsem zmiinovala vyse. Geny pro Agr systém jsou v populaci bakterii velmi
¢asto mutovany a operon agr je tudiz ozna¢ovan jako misto genetické nestability (McNamara &
Iandolo 1998). Akumulace mutaci v agr operonu je vysledkem selek¢niho tlaku — bylo prokazéano,
e agr mutanty maji vyssi fitness (Somerville et al. 2002). Uplna ztrata Agr byla asociovéana s
chronickymi infekcemi, kdy byly tyto mutanty ziskany od pacienti trpicich CF spolu s
bakterialnimi infekcemi plic (Kahl et al. 2005; Hirschhausen et al. 2013).

Agr operon je usporadan kolem dvou divergentnich promotorti, P2 a P3, z nichz se
exprimuji dva primarni transkripty, RNAIl a RNAIII, v uvedeném potadi (viz obrazek ¢. 5)
(Novick et al. 1995). RNAII koduje geny agrd agrB, agrC i agrD. AgrB, produkt genu agrB, je
integralni membranova endopeptidaza, kterd proteolyticky §tépi AgrD. Gen agrD koduje
prekurzor feromonu autoindukujiciho peptidu AIP (auto-inducing peptid). Probiha to tak, ze
rozpoznava C-terminalni sekvenci v genu pro thiolakton AIP, a tim pfispiva k jeho maturaci i
exportu. Agr systém je aktivovan, kdyz koncentrace extraceluldrniho AIP dosahne koncentrace
prahové. AgrC a AgrA jsou soucasti dvouslozkového systému pfenosu signalu, ve kterém AgrC
je membranova histidinkinaza a AgrA je regulator odpovédi (Novick et al. 1995). Popsano
podrobnéji, AIP se vaze na N-konec AgrC a konformacni zména zplsobi spojeni senzoru a
kinazy, coz vede k autofosforylaci a aktivaci AgrC kinazové aktivity. AgrC~P nasledné

fosforyluje regulator dvoukomponentového systému AgrA. Fosforylovany AgrA~P se véze s
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vysokou afinitou do mista v oblasti P2-P3 agr lokusu, pficemz jeho afinita je silng€jsi k P2
promotoru (Koenig et al. 2004). Diferencialni afinita AgrA~P k promotorim P2 a P3 zasadné
ovlivituje typ infekce v riznych organech. Bylo demonstrovéno, Ze aktivaci promotoru P3
vznikaly buiiky schopné zvysené disperze a virulence. Naproti tomu aktivace P2 promotoru vedla
ke zvySené tvorb¢ biofilmu v srdecni a ledvinové tkani mysi (Garcia-Betancur et al. 2017). Dale
bylo také zjisténo, Ze sta¢i jedina substituce aminokyseliny v AgrC (tyrosin za cystein v poloze
223) k destabilizaci interakce AgrC-AgrA s naslednou diferencidlni regulaci repertoaru geni
virulence, coz ma za nasledek prechod od cytotoxického fenotypu (akutni infekce) na kolonizujici
fenotyp (chornicka infekce) (Shambat et al. 2016).

Regulator AgrA se dokaze vazat také do promotort virulen¢nich genti tzv. psm (phenol
soluble modulins) gent (viz obrazek €. 5) a umoznuje jejich expresi. (Queck et al. 2008). Geny
psma. a psmf koduji amfipatické peptidy PSMal-PSMo4 (kratsi) a PSMB1, PSMB2 (delsi),
klicové molekuly v patogenezi S. aureus, které ovliviiuji tvorbu biofilmu, a také maji vliv na
imunitni systém hostitele (shrnuto v review Peschel, 2013). Tyto malé difuzibilni molekuly
vyznamné piispivaji k aktivnim bakterémiim stimulaci tvorby hemolytickych toxint, které
narusuji tkan hostitele (Recsei et al. 1986). Bylo také zjisténo, Ze reprimuji tvorbu perzistort,
protoze jim vraci citlivost k antibiotikim (Bojer et al. 2018). Toto zjisténi by mohlo potvrzovat
jejich ulohu pfi reaktivaci perzistord, viz diskuze.

RNAIII naproti tomu kdéduje gen pro delta toxin (4/d), a navic funguje jako
posttranskripcni regulator nékolika dalSich virulencnich gent (Boisset et al. 2007). Navic se
ukézalo, ze RNAIII tidi tvorbu a akumulaci biofilmu (Coelho et al. 2008) a pozdé&ji se potvrdilo,
ze vysoka koncentrace RNAIII ma na tvorbu biofilmu inhibi¢ni efekt (Lauderdale et al. 2009).
Toto zjisténi potvrzuje domnénku, Zze RNAIII je vice exprimovana spiSe v akutni fazi infekce.

Velice rozsahlou roli ma Agr modul v tvorbé biofilmu, ktery je pro perzistory typicky.
Zda se, ze Agr systém ovlivituje tvorbu biofilmu na trovni vzniku a urcuje, zda dojde k tvorbé
strukturni nebo disperzni formy biofilmu. Mnoho vyzkumti ukézalo, Ze potlaceni Agr je nezbytné
pro tvorbu biofilmu, zatimco aktivace Agr systému je nezbytna pro rozruseni biofilmu (Boles &
Horswill, 2008). Agr systém muze ovlivnit formu biofilmu riznym zplsobem. Naptiklad
k vytvofenému biofilmu byla ptidana molekula AIP, které aktivuje Agr modul, coz mélo za
nasledek oddéleni biofilmu zvySenou sekreci extracelularnich protedz (Boles & Horswill, 2008).
Navic, bylo zjisténo, Ze i molekuly PSM jsou zapojeny do disperze biofilmt (Dastgheyb et al.
2015). Jako monomery podporuji PSM rozebirani biofilmu, ale kdyz polymerizuji do vldken
podobnych amyloidu, zvyhodiiuji vznik biofilmu (Solano et al. 2014).

Podle soucasné predstavy, S. aureus pravdépodobné pomoci Agr systému reverzibilné
»prepina“ mezi dvéma fenotypy — u jednoho z nich dochdazi k aktivaci exprese agr, ¢imz dochazi
k aktivaci virulen¢nich faktor prostiednictvim RNAIIL, a to vede k akutni infekci. Naopak

represe agr operonu zpiisobuje navozeni stavu perzistence, jehoz vysledkem je chronicka infekce.
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Agr modul je také davan do souvislosti s obecnou stresovou odpovédi, i kdyZz na zjisténi
jakym zpiisoben, se teprve ¢ekd. Nicméné jiz bylo né€kolikrat dokazano, ze u mutant v sigma
faktoru B (AsigB), hlavnim regulatoru SOS odpovédi, dochazi k mensi mife k vnitrobunééné
perzistenci nez pii infekci divokym kmenem S. aureus. (Moisan et al. 2006). Nedavna studie také
zjistila, Ze deficitni klony v sigB ptevladly pfi chronické mastitidé skotu (Marbach et al. 2019).
Tyto mutanty také ztratily schopnost enkapsidace, coz se jiz diive ukazalo jako vyznamny faktor
vedouci k chronické infekci (Lattar et al. 2009; Tuchscherr et al. 2010). Také nedavni studie
prokézala, ze SigB je nezbytny pro tvorbu SCV fenotypu, protoZe pii jeho deleci ke vzniku tohoto
fenotypu nedochazelo (Tuchscherr et al. 2017).

Rizné environmentalni a metabolické faktory, jako je pH, koncentrace glukdzy, reaktivni
druhy kysliku (ROS) a dostupnost zivin mohou také modulovat funkci Agr systému u S. aureus.
Ptikladem miZe byt nedavna studie, ktera popsala, Ze pfi vystaveni S. aureus nikotinu dochazi ke
zvySené tvorb€ biofilmu, a to jak u klinickych izolatt, tak u divokého kmene. S nejvétsi
pravdépodobnosti je tak tvorba biofilmu obecna obranna strategie stafylokoka pted neptiznivymi

ucinky, kterym byl v tomto ptipadé nikotin (Shi et al. 2019).
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Obrazek €. 5: Quorum sensing modul Agr Staphylococcus aureus se znazornénym usporadanim agr
operonu se dvéma divergentnimi promotory, z kterych jsou transkribovany RNAII a RNAIIL. Je zde také
ukazano umisténi pisobeni produkti gend v operonu - AgrA, AgrB, AgrC a AgrD. AgrA se téz vaze do

promotorti pro psma. a psmp, Ucastnicich se akutni infekce. Pfevzato a upraveno z Tan et al. 2019.
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2.5. Studium perzistence — omezeni a jejich ieSeni, vyzvy a slibné metody

Nejvétsi vyzva ve vyzkumu perzistence momentaln€ obecné spociva v tom, jakymi
metody ji vlastné studovat, aby byly ziskané poznatky pravdivé a byly co mozna nejméné
ovlivnény manipulaci s bufikami. Jadro komplikaci je v redundanci mechanizmi, které se na
perzistenci podileji. Proto je nutné tento fenotyp zkoumat systematicky a nejvice progresivni
zpusoby studia spocivaji v kombinaci vice experimentalnich pfistupd. V souvislosti s tim se jiz
objevila spousta zavadéjicich informaci i v literatufe a je tieba s ni zachdzet velmi opatrné
(shrnuto v review Kim, 2016). Napiiklad nedavna studie, kterd popisuje aktivni efluxni pumpy
odstranujici antibiotikum z buiiky (Pu et al. 2016). Podle nasledné diskuze Kim a Wood (2017)
chybovala v poskytnuti zdroje uhliku, kdy umoznila buitkam revertovat zpét do aktivniho stavu.

Prvotni problém, kterému vyzkumnici ¢eli je fakt, Ze jich je jen velmi mala ¢ast populace,
méné nez 1 %. Tento problém se nejcastéji fesi ,,obohacovanim‘ perzistord v médiu, kdy se
podpofi mechanizmy, o kterych se vi, ze kjejich vzniku vedou. Oblibenym zplsobem
v laboratofich bylo navozeni nutri¢niho stresu (Radzikowski et al. 2016; Amato, 2014). Jsou zde
vSak argumenty, Ze takovéto bunky perzistory ve skute¢nosti nejsou, protoze v odpovédi na
nutriéni stres spous$ti obecnou stresovou odpovéd, a tak vznikaji spiSe tolerantni a stale
metabolicky aktivni bunky (Kim & Wood, 2017). Tento zplsob navozeni perzistence pied jejim
studiem bohuzel vedl k mnoha zmate¢nym informacim ohledné metabolizmu perzistorti (shrnuto
v review Kim, 2016). DalSim uspé$Snym zplisobem, jak navysit perzistory, a ktery dosud nebyl
kritizovan, je pouziti chemickych €inidel. Pro inhibici transkripce byl pouzit rifampin, ktery
inhibuje syntézu mRNA, tetracyklin, ktery inhibuje translaci a CCCP, ktery inhibuje syntézu
ATP. Ukazalo se, ze ptedbézné oSetfeni t€mito latkami zvysilo perzistentni populaci z 0,01 % na
10-100 % (Kwan et al. 2013).

Dalsim velkym problémem je oddé€leni perzistord od dalSich subpopulaci, které jsou téz
dormantni, a také vykazuji schopnost pfezit antibiotikovou lécbu. Nejvétsi vyzva spociva
v oddé¢leni perzistentnich a tzv. VBNC bun¢k (viz kapitola 2.1.). Jednoduchym feSenim by mohla
byt uprava antibiotické 1é¢by, ktera zméni alespoit pomér subpopulaci ve prospéch perzistort.
Neéco takové provedl Bramford, ktery oSetiil bunky ve stacionarni fazi ampicilinem o koncentraci
10x MIC a ziskal vyssi podil perzistorti nez VBNC. KdyzZ vSak koncentraci jen o néco zménil (25
x MIC) uz to neplatilo (Bramford et al. 2017). Vzhledem k tomu, ze byla prokazana velka
kontinuita mezi perzistory a VBNC (Ayrapetyan, 2015), vyvstava otazka, jestli by nebylo
piihodnéjsi nahlizet na n€ jako na celek, pro ktery plati ziskané informace soucasn¢. Naptiklad
prvotni proteomicka studie perzistord uvedla, Ze by mohla postacit informace o jakémsi
prumémeém proteomickém profilu kontinua (Sulaiman & Lam, 2019).

Moznost, jak buiiky uspésné rozdélovat, mize byt pomoci prutokové cytometrie (FC).
Tou se da zaroven studovat i perzistentni fyziologie, kdy se do bakteridlni suspenze piida

fluorescencni sonda ukazujici néjakou fyziologickou vlastnost bakterialni bunky. Na zakladé
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signdlu pak mohou byt buiiky tfidéni do populaci — tato metoda se nazyva FACS (fluorescent
activating sorting) a je pro studium metabolizmu perzistori velmi uzitecna (Orman et al. 2016).
ProtoZe jsou perzistofi heterogenni, je dilezité mit takovéto metody poskytujici fenotypovou
distribuci.

Tyto metody pfinesly nékteré zéakladni informace o fyziologickém stavu perzistord,
jejichz znalost je nutnad pro odhaleni terapeutickych cili. Metoda je vSak Casové a finanéné
narocna, a také umoziuje studovat jen omezené mnozstvi bunék. Problém s monitorovanim je
také ten, ze muzeme sledovat bakterie pouze v urcité fazi rastu, a kdyz budeme naptiklad
monitorovat ty co doridstaji brzy, nemiZzeme zaroven monitorovat ty, které dorlstaji pozdé&ji
(Balaban et al. 2019). Také zna¢né omezujici je skuteCnost, ze se fluorescenéni sondy nedaji
kombinovat libovolné vzhledem k ptekryvu svych emisnich spekter.

Védeckd skupina z Princetonu v USA piisla s velice progresivni metodou, ktera
kombinuje FACS, méfeni tolerance vuci antibiotikim a NGS (next-generation sequencing)
sekvenaci. Nazvali ji ,Persister FACS-Seq”, a i pfes pomalejsi proces je velmi uspésna
v odhalovani perzistentnich fenotypt, ze kterych mohou byt sestavovany fenotypové knihovny
(Henry & Brinyldsen, 2016).

Dalsi problém, ale i vyzvou je, Ze zadnd ztéchto metod nesleduje vyrtstani
z perzistentniho stavu, o némz je znamo velice malo, ale pro klinickou praxi je neméné dulezity.
Velmi pfinosnym feSenim je proto metoda tzv. ScanlLag. Je to metoda pro méfeni pifimého
vyristani kolonii a mé& velky potenciadl byt primarni metodou pro sledovani vyristani z
perzistence. Néjakou dobu je jiz znama, naptiklad pfinesla fenotypovou charakterizaci E. coli pfi
vzniku jejich rezistentnich variant (Levin-Reisman, 2017). Metoda funguje tak, Ze jsou Petriho
misky s bakteriemi umistovany na skenery a diky nim jsou ziskavany casosbérné obrazky, které
jsou pak pomoci softwaru automaticky vyhodnocovany (viz obrazek ¢. 6). Tato metoda dokaze
presn¢ zmefit ristovou rychlost a analyzovat dobu lag faze (Levin-Reisman, Fridman & Balaban,
2014). Prave prodlouzeni lag faze je pro perzistentni bunky charakteristické (viz kapitola 2.3.), a
ktera se d4 manualnimi metodami t€zko rozlisit. Dalsi velka vyhoda je, Ze jde o nizkonédkladovou

metodu.
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Obrazek ¢. 6: Vystupni obrazek ze ScanLagu pro detekci vyrlstani z perzistence. Ke kazdé kolonii je
pfifazena jina barva a &islo. Sedé Sipky ukazuji na reprezentativni kolonie. Kolonie jsou detekovany na
zakladé prahu intenzity udavané v pixelech (osa y). Na ose x je vynesen cas, kdy je kolonie detekovana.
Ristova rychlost se pak vypocita jako doba, kdy kolonie dosahne urcitého prahu nastaveného v programu

(zde je to doba od 20 do 80 pixeltr). Pfevzato a upraveno z Levin-Reisman, Fridman & Balaban, 2014,

Také proteomické studie by mohly byt uzitenym nastrojem pro studium perzistence,
protoze vnasi vétsi pochopeni do signalizacnich kaskad, a zaroven do jejich dynamiky za riiznych
fyziologickych podminek (Sulaiman & Lam, 2019). S existenci jakychsi perzistentnich proteini,
jak jsem zminovala v pfedeslé¢ kapitole, se pocita hlavné proto, ze zmény v perzistentnim fenotypu
jsou rychlé a protein-proteinové interakce nabizi rychlou zménu fyziologie. Je také nutné zminit,
Ze 1 v dalsich studiich, které sledovaly zmény v expresi proteind pfi dlouhodobych infekcich,
nachazeli vyrazné zmény exprese u proteinl s doposud hypotetickou funkci (Windmiiller, 2015).

Nejveétsi omezeni pro proteomiku piedstavuje nizkd frakce perzistor v populaci (1 % ve
stacionarni fazi), kterd pro standardni analyzu vyzaduje vysokou koncentraci proteinii. Dalsi
problém pfichazi ve chvili, kdy se subpopulace selektuje pomoci antibiotik. Zistava zde totiz
mnoho mrtvych, ale stale neporuSenych bunck, které je potfeba od perzistorti oddélit. S velice
sofistikovanou metodou pfisly panové Sulaiman a Lam, ktefi se aplikaci proteomiky na studium
perzistence intenzivné zabyvaji. Metoda pouziva magnetické kulicky s afinitou k mrtvym
buiikam, které se dostanou jen do bunek, které maji vyznamné naru$enou membranu antibiotiky.
Kdyz se s takovymi kuli¢kami populace vystavena antibiotiklim inkubuje, navédZou se na naruSené
buiiky a ty se pak odd€li pomoci magnetické kolony. S dostatenym mnozstvim perzistentnich
bunék Ize pak provést proteomickou analyzu.

Na tuto metodu autofi navazali dale a provedli vyznamny experiment, kdy vystavovaly
E. coli n€kolika riznym antibiotikim v cyklech (ampicilin, ciprofloxacin a apramycin). Vybrané
antibiotika méli zamérné jiny mechanizmus Gc¢inku. Nejprve nechali kulturu E. coli inkubovat
spole¢n¢ s antibiotikem, poté ho odstranili a nechali rist pfes noc. Tento postup opakovali
nékolikrat a odhalili tak vzniknuté tolerantni populace ke specifické tfid¢ antibiotik, kterych

bakterie docilili jednobodovou zaménou v genech, z nichz nékteré jiz byly dany do souvislosti
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s vy$$i toleranci (perzistenci) a nékteré dosud ne. Z téch, co jiz byly s perzistenci spojeny, je
mutace v genu pro adenylatcyklazu (Acya) nezbytnou pro tvorbu cAMP. Jiz dfive se tento mutant
(Acya) ukazal jako pomaleji rostouci vykazujici vyssi perzistenci. V této starsi studii byl u
mutanta Acya t€z popsan vznik filamentarnich populaci, coz indikuje, ze u nich byla spusténa
SOS odpovéd. To by mohlo vysvétlovat i étvrty zpozorovany jev, a to zvySenou toleranci k beta-
laktamovym antibiotikiim (Molina-Quiroz et al. 2018). Stejny jev pozorovali i v této studii, kde
experimentatofi vyslovili hypotézu, ze bunky protahovanim zdmérné oddaluji déleni spojené se
syntézou bunécné stény, na které beta-laktamova antibiotika cili (Sulaiman & Lam, 2020).
Nasledna proteomicka analyza a srovnani profilu mezi jednotlivymi vzniklymi
populacemi umoziuje urcit nejdalezitéjsi proteiny, které vykazuji podobnou expresi mezi
heterotolerantnimi populacemi. Lze takhle urcit spole¢né exprimované proteiny, tedy ty tvofené
jako markery perzistence. Jako nadstavbu lze pak jest¢ pouzit program (STRING), ktery na
zaklad¢ databazi vytvaii pravdépodobné protein-proteinové interakce, coz muze prinést lepsi

pochopeni metabolické provazanosti (viz obrazek ¢. 7).
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Obrazek ¢. 7: Vysledky z analyzy proteomu perzistorti. a) Vénav diagram pro srovnani proteomu v 1, 3 a
5 hodinach vystaveni antibiotiku. b) Bodovy diagram ,,volcano® znazornujici expresni profil jednotlivych
proteint v 1-5 hodinach ptsobeni antibiotika. Klesajici exprese je vyznacena cCervené, rostouci modfe.

c¢) Sit’ proteinovych interakci se zvySujicimi se a snizujicimi se expresnimi profily béhem 1écby antibiotiky

predikovana programem STRING. Pfevzato a upraveno z Sulaiman & Lam, 2020.

Cyklické vystavovani antibiotikiim spole¢né s proteomickou analyzou je tedy dalsi velmi
slibna cesta k presnéjsimu popsani perzistentniho fenotypu, protoze v sobé zahrnuje postupny
vznik tohoto fenotypu s velmi pfesnou analyzou zmeén, ke kterym v ném dochazi (Sulaiman &
Lam, 2020). Touto metodou bylo prokazan jiz diive znamy fakt, Ze ve stacionarni fazi vznika
vice perzistord.

Odhaleni proteomu perzistortt by dale mohlo pfinést silnéjsi dikazy o resustitace
perzistort, heterotoleranci na antibiotika a studovani adapta¢nich strategii. Spole¢né s dalSimi
takovymito studiemi by mohly byt v budoucnu predikovany perzistentni, a dokonce i rezistentni

kmeny jesté pfed tim, nez skute¢n¢ vzniknou, coz by mohlo mit pro klinickou praxi obrovsky
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vyznam. Proteomika je také slibnym klicem k vytvofeni tolik potfebnych biomarkerti pro
klinickou diagnostiku, kde by pravé tyto spoleéné exprimované proteiny mohly byt markery

perzistence (Sulaiman & Lam, 2019).
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3. Material

3.1. Klinické izoldty
V této praci jsem pracovala se sedmi bakterialnimi klinickymi izolaty Staphylococcus aureus.

V tabulce jsou zaznamenany jen mutace, které jsem sledovala.

Pacient | oznaceni izolatu | datum odbéru | typ mutace

¢.

1. 28A 10.10.2017 primoizolat

37A 27.07.2018 frameshift u proteinu s hypotetickou funkei

v operonu s glmU

38A 17.12.2018 delece promotorové asti mezi agrB a hem
frameshift u proteinu s hypotetickou funkci

v operonu s glmU

38C 17.12.2018 frameshift u proteinu s hypotetickou funkci
v operonu s glmU
2. 42A 07.08.2017 primoizolat
43A 03.09.2018 Zadna
44A 04.03.2019 agrA 84 1-> N (bodova zaména na pozici 84,

vedouci k aminokyselinové zamén¢ isoleucinu za

asparagin)

3.2. Kultivacni média
Vsechna média byla sterilizovana v autoklavu pii 120 °C a ptetlaku vodni pary 0,15 MPa po dobu
20 minut. Pfed sterilizaci byl pfi pfipravé pevného média pfidavan agar (Oxoid) na kone¢nou

koncentraci 2 % (w/v).

Kultiva¢ni médium pro S. aureus
* BHI médium (12,5 g extrakt z mozku, 5 g extrakt z hovéziho srdce, 10 g pepton,
2 g glukodza, 5 g chlorid sodny, 2,5 g fosfore¢nan disodny)

37 BHI média (Oxoid) rozpusténo v 1 litru destilované vody, sterilizovano




3.3. Antibiotika

Antibiotikum | Zkratka Vyrobce Koncentrace zasobniho roztoku
(mg/ml)
Ciprofloxacin | Cip Fluka 25
Oxacilin Oxa Bristool-Meyers 50
Squibb
Vankomycin | Van MB Biomedicals 50

Zasobni roztoky byly uchovavany v -20 °C.

3.4. Enzymy

Transciptase)

Reverzni transkriptaza (RevertAid Reverse

ThermoFisher Scientific

3.5. Chemikalie

Agar6za — TopVision Agarose

Thermo Scientific

CCCP (karbonyl kyanid m-chlorofenylhydrazon)

Sigma

DiOC (2)3 (3,3'-dietyloxakarbocyaniniodid)

ThermoFisher Scientific

DEPC-H,0O Sigma

DMSO Merck

DNA loading dye Fermentas

dNTP mix (10 mM) Fermentas
EDTA Lachema
Ethanol Lachema
Ethidium Bromid Sigma

Gene Ruler, DNA Ladder Mix Fermentas
Glycerol Sigma

Inhibitor RNA4z (Ribolock) ThermoFisher Scientific
Isopropanol Lachema

NaCl Roth

PBS Molecular probes

Random hexamer primer

ThermoFisher Scientific

SDS (dodecylsiran sodny)

Sigma

TO-PRO-3 (To-Pro3 iodid)

ThermoFisher Scientific

Tris-HCI

Sigma
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3.6. Roztoky
Roztoky pro krivky hynuti:
2 M NaCl (116,88 g NaCl rozpustit v 1 I vody, sterilizovat)

Roztoky pro priitokovou cytometrii:

1x PBS (5 ml 10x PBS + 45 ml destilované vody, zfiltrovano pies membranovy filtr 0,2 um)
Pracovni roztok DiOC(2)3: (50 ul DIOC(2)3 a 950 ul DMSO)

Pracovni TO-PRO-3: (1 pl To-pro-3 a 1000 ul DMSO)

Roztoky pro horizontalni gelovou elektroforézu:
50x TAE pufr - (36,3 g Tris, 8,57 ml ledové kyseliny octové, 15 ml 0,5 M EDTA, 126 ml
destilované vody,)

1x TAE pufr — (20 ml 50x TAE natedit do 1 1 destilované vody)

3.7. Primery pro qPCR
Uvedené primery od komeréniho vyrobce (Eurofins genomics) jsem nafedila mnozstvim vody

uvedenym v piibalové informaci.

Primer Sekvence Tm
Gyraza F: ACTGATGCCGATGTGGA 52,0 °C
R: AACGGTGGCTGTGCAATA 54,0 °C
Hyp F: TTGCGTTTGAATGATGCTC 52,4 °C
R: GGCATTGTTTTTAATTCGTTG 52,0 °C
GlmU F: ATGGCGAAATCACACTTAG 52,4 °C
R: CGCAATCAATGTTTCTAATGT 52,0 °C
RNAIII F: TTCACTGTGTCGATAATCCA 53,2°C
R: TGATTTCAATGGCACAAGAT 51,1 °C
AgrA F: GCGAAGACGATCCAAAAC 53,7°C
R: CTTGCTCAAGCACCTCA 52,8 °C

3.8. Komercni soupravy

Kit Vyrobce Vyuziti

TRI REAGENT® BD Molecular Research Center | izolace RNA
Luna Universal gPCR Master Mix NE BioLabs kvantitativni PCR
premix One Taq Hot Start NE BioLabs kvantitativni PCR

Souprava pro stanoveni MIC ciprofloxacin, oxacilin a vankomycin (vyrobce Microlatest)
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3.9. Pristroje a laboratorni vybaveni

Ptistroj Vyrobce

Termostat Memmert

Trepacka N-Biotek, NB 205
DNA/RNA UV Cleaner Box Boeco Germany
Centrifugy

Micro 20 Hettich

Micro 22 R Hettich

Centra CL3R I[EC

Minispin Eppendorff

Routina 3800 Hettich

Centrifuge 5430 Eppendorf
Spektrofotometr Helios y ThermoFisher scientific
NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spektrofotometr | ThermoFisher scientific
PCR thermocykler VWR Doppio
Real-time PCR cycler ROCHE LC480
Prttokovy cytometr BC Cytoflex

UV lampa Vilber Lourmat
SpektrofotometrVarioSkan Flash ThermoFisher Scientific

3.10. Programy a internetové odkazy databazi

Cytexpert — program na vyhodnoceni vysledkt z pritokové cytometrie

FloJo — program na vyhodnoceni vysledki z pritokové cytometrie

Light Cycler 480 Software — program na vyhodnoceni vysledkii z kvantitativniho PCR

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ program na navrhovani primert

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html Oligonucleotide Properties Calculator —

jednoduchy néstroj na pfevod forward-reverse primerd

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ analyza sekvenci

https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-

chemistry/fluorescence-spectraviewer.html analyza fluorescenc¢nich spekter




4. Metody

4.1. Kultivace bakteridlni kultury v tekutém médiu

Pro kultivaci bakterii v tekutém médiu jsem pouzila BHI médium. Zaockovani jsem
provedla pomoci sterilni bakterialni klicky, kterou jsem nabrala velmi malé mnozstvi bakterialni
kultury z pevného média a ptenesla ho do tekutého média. Pro zajisténi maximalni sterility jsem
vSechna zaoCkovani provadéla v UV boxu. Kultivace bakteridlnich kultur nasledné probihala ve

100 ml zkumavkach umisténych v tfepacce pii 37 °C a 180 RPM.

4.2. Priprava konzerv pro uchovavani kmenii
Pro dlouhodobé skladovani jsem bakterialni kmeny uchovévala v 2 % glycerolu (v/v) v
hlubokomrazicim boxu pfi teploté —80 °C. Pfechodné mohou byt uchovavany na pevnych

agarovych médiich pti 2—4 °C.

Pro pfipravu konzerv pro uchovavani kment jsem do oznacené mikrozkumavky
napipetovala 0,5 ml média (pro S. aureus BHI), do kterého jsem pomoci klicky resuspendovala
biomasu z agarové plotny pfislusného bakterialniho klonu, pfipadné jsem pouzila jiz narostlou
kulturu v tekutém médiu. Potom jsem do mikrozkumavky ptidala 0,5 ml 40 % (v/v) glycerolu a
nechala jsem chvili inkubovat na ledu. Potom jsem takto pfipravenou kulturu uchovavala v

hlubokomrazicim boxu v —80 °C.

4.3. Kultivace bakteridlni kultury na pevném médiu

Pro kultivaci bakterii na pevném médiu jsem pouzila BHI agar na Petriho miskach. Pro
oziveni kultury z konzerv jsem bakterialni kulturu nanesla a rozetfela na pevné médium pomoci
sterilniho paratka. Veskeré ockovani na pevné médium jsem provadéla v UV boxu. Petriho misky

jsem nasledné umistila do termostatu a nechala kultivovat pti 37 °C.

4.4. Uréeni minimalni inhibi¢ni koncentrace klinickych izoldti
A. Diluéni metoda

Pro urceni MIC studovanych izolatil jsem pouzila komercni sadu Microlatest. Bakterialni
kulturu kultivovanou pies noc jsem pieockovala do Cerstvého SM média (je soucasti sady) a
napéstovala na ODgoo = 0,5. Nasledné jsem bunécnou suspenzi nafedila SM médiem na hodnotu
ODgoo = 0,05 a rozpipetovala po 100 pl do kazdé jamky podle navodu. Desticku jsem kultivovala
pii 34 °C po dobu 20 hodin a vyhodnotila.
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4.5. Kiivka hynuti s antibiotiky

1.

Nejprve jsem z hlubokomraziciho boxu vyndala pozadovanou kulturu a sterilnim paratkem
zni odebrala cast, kterou jsem rozetiela na agarovou plotnu a nechala a kultivovat
v termostatu pii 37 °C pies noc (viz kapitola 4.2.).

Z této misky jsem si pfipravila tekutou kulturu odpovidajiciho kmene a kultivovala ji pfes
noc na tiepacce (ON kultura) (viz kapitola 4.1.)

Do ¢tyi 100 ml banék (kontrola a tfi vybrana antibiotika) jsem sterilné nalila 10 ml erstvého
BHI média.

Zmeéfila jsem ODgoo ON kultury, a spocitala odpovidajici mnozstvi kultury k naockovani do
cerstvého BHI na pocatecni ODsoo 0,05 a timto mnozstvim ON kultury jsem zaockovala
pripravené baiiky s BHI mediem vytemperovanym na 37 °C.

Takto naockované kultury jsem nechala rist az do ODgoo = 0,5 (34 °C, RPM: 180) 1-2 hodin
dle izolatu.

Po dosazeni ODggo pfiblizn€ 0,5 jsem odebrala z kontrolni kultury 100 pl do mikrozkumavky
pro stanoveni kfivky hynuti a 200 pl pro stanoveni FC. Které jsem dale zpracovala, viz
kapitola 4.6.

Potom jsem ke zbyvajicim kulturam ptidala jednotliva antibiotika — dle MIC a koncentrace
zasobniho roztoku jsem vypocitala mnozstvi pfidaného ATB, tak aby jeho celkova
koncentrace odpovidala 100x MIC.

Dale jsem odebirala v hodinovych intervalech vzorky na stanoveni CFU a stanoveni ODseoo
takto:

a. Pro stanoveni OD jsem odebrala jsem 200 pl kultury do kyvety, ptidala 1800 pl
2M NaCl a zméfila ODgoo kultury.

b. Pro stanoveni CFU jsem odebrala 100 pl kultury do mikrozkumavky a ptidala
900 pl 2M NaCl.

c. Mikrozkumavky jsem zcentrifugovala (3200 x g, 5 min, laboratorni teplota)
(neprovadi se u prvniho odbéru).

d. U zcentrifugovanych mikrozkumavek jsem odebrala supernatant (900 ul) a
ptidala 900 pl 2 M NaCl.

e. Vytvorila jsem dekadickou fedici fadu v poctu fedéni odpovidajici ODsgo.

f. Jednotliva fedéni jsem vysela na pevné BHI médium metodou kapkového
vysevu: 10 pl daného fedéni jsem napipetovala do matrice na pevné BHI
médium.

g. Protoze bakterie v kapkovych testech obcCas nevyrostly pfistoupila jsem ke
klasickému stanoveni CFU: 100 ul uréitého fedéni jsem napipetovala na pevné
BHI médium a steriln¢ rozetiela hokejkou.

h. Takto pfipravené agarové plotny jsem nechala kultivovat v termostatu pii 37°C.
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1. Naridsty na miskéach jsem vyhodnotila po 24 az 48 h kultivace.

4.6. Priutokova cytometrie

1.

Ptiprava vzorkl pro prutokovou cytometrii probihala soucasné¢ se stanovenim CFU pro
meteni kiivek hynuti a byl provadén paralelné pfi stejné kultivaci (viz kapitola 4.5. body
1-6).

Pro ptipravu vzorkl na FC jsem odebirala z kazdé kultury 200 pl do mikrozkumavky ve
stejnych intervalech jako pro kiivky hynuti.

Mikrozkumavky jsem zcentrifugovala (3200 x g, 5 min, laboratorni teplota), odebrala
supernatan a piidala 200 pl PBS (1:10 nafedény roztok PBS) a 4 pl DIOC(2)3 (1:20 v
DMSO nafedény 3 mM roztok DiOC2(3)) a kratce zvortexovala.

Umistila jsem vzorky na 15 minut do termostatu, po uplynuti ¢asu jsem je pfemistila na
led v uzaviené nadobé pro ochranu pied svétlem. Kazdou hodinu jsem kroky 5 az 8
opakovala po dobu ¢tyt hodin.

Kratce pfed métfenim na pratokovém cytometru jsem k buitkam ptidala 2 ul TO-PRO-3
(1:1000 v DMSO natedény 1mM roztok To-pro-3) a zvortexovala.

Vzorky jsem zméfila na prutokovém cytometru CytoFLEX S (Beckman Coulter, vybaven
4 lasery a 13 fluorescen¢nimi detektory), ktery je soucasti servisniho pracovisté¢ PfF UK
sekce Biologie: DiOC2(3) jsem analyzovala na pfistroji pouzitim excitace pii 488 nm
(modry laser), TO-PRO-3 jsem excitovala pfi 638 nm (Cervenym laser). Zelenou
fluorescenci DiOC2(3) jsem detekovala s pouzitim bandpass filtru 530/30nm (APD gain
500), Cervenou fluorescenci DioC2(3) pii 610/20 nm (APD gain 2000) a Cervenou
fluorescenci TO-PRO-3 jsem detekovala pfi 660/20 nm (APD gain 376). Rychlost
prutoku vzorku cytometrem byla 11 pl/min a v kazdém vzorku bylo zaznamenano 10 000
udalosti. Vzorky jsem mérila pri nasledujici kompenzaci: z kanalu Dioc-red jsem odecetla
8 % intezity Dioc-green, z Dioc-green 5 % Dioc-red. Pro identifikaci jednotlivych
subpopulaci byly pripraveny kontrolni vzorky odebrané pied pridanim antibiotik a
zpracované stejnym zpusobem jako ostatni: Pro buiiky nerespirujici jsem k bunkam
pfed obarvenim pfidala 10 pl 500 uM CCCP), (builky permeabilizované), jsem
zahtivala v termobloku po dobu 10 min na 90 °C, posledni byly nebarvené buiiky, které

jsem neobarvila viibec.

4.7. Sbér bunék pro qPCR

1.

Pti kultivaci bun¢k jsem postupovala stejné jako u stanoveni kiivky hynuti (viz kapitola
4.5.) az do kroku 6. S tim rozdilem, Ze jsem noc¢ni kulturu zaockovala do 200 ml banky

s 20ml BHI media.
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2. 'V casech 10, 30, 60 a 90 minut jsem odebrala 2 ml kultury z kazdé baiiky, zcentrifugovala
jsem ji (3200 x g, 5 min, laboratorni teplota) a odebrala supernatan.

3. Takto piipraveny pelet bun¢k jsem okamzité ponofila do kapalného dusiku a nasledné
skladovala buiiky v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80°C do izolace RNA.

4.8. Izolace RNA

1. K peletu bakteridlnich bun¢k (viz kapitola 4.7.) jsem ptidala 750 pul RNA izola¢niho kitu
TRI REAGENT® BD a kratce zvortexovala.

2. Vzorky jsem nechala 5 minut stat pfi pokojové teploté. Poté jsem k nim piidala 200pl
chloroformu a 15 sekund vortexovala do homogenni smési.

3. Vzorky jsem nechala 5 minut stat a poté centrifugovala (12 000 g, 15 minut, 4 °C).

4. Horni bezbarvou vodnou fazi jsem opatrné nasala pipetou a pienesla do Cisté
mikrozkumavky (RNAse free), pfidala k ni 500 pl izopropanolu a nechala stat 7 minut
pii pokojové teplote.

5. Vzorky jsem centrifugovala (12 000 g, 8 minut, 4 °C) a poté odebrala opatrné supernatan.

6. K peletu jsem pridala 1 ml 75 % etanolu a kratce zvortexovala. Poté jsem vzorky
centrifugovala (7 500 g, 5 minut, 4 °C).

7. Odstranila jsem etanolovy supernatan a pelet nechala vyschnout 5 minut na vzduchu.

8. Poté jsem k peletu pridala 1 pl Ribolocku a 40 pl RNAse free water.

9. Nasledné jsem zméfila koncentraci ziskané RNA pomoci NanoDrop One Microvolume

UV-Vis Spektrofotometr od TermoFisher Scientific.

10. Vzorky jsem skladovala v pii teploté —80 °C.

4.9. Pi'evod RNA na cDNA

1.

© »® =N 0 bk

Do PCR mikrozkumavky jsem napipetovala 20 pl vyizolované RNA a 2 ul random
hexamer primer (zasobni roztok 0,2 g/ ul).

Mikrozkumavky jsem umistila do thermocycleru a inkubovala je 5 min pti 70 °C.
Vzorky jsem premistila na led a pridali k nim 8 pl Revertdid Reverse Transcriptase pufiu
(5x koncentrovany), 0,8 pl dNTP mix (ZR 10mM), 1 ul RNAse inhibitor (ZR 20U/ pl) a
6,2 ul DEPC-H20. Celkovy objem reakce 38 pl.

Inkubovala jsem 5 min pfi 25 °C.

Ptidala jsem 0,2 pl Revertdid Reverse Transcriptase (ZR 200 U/ pl).

Inkubovala jsem 10 min pii 25 °C.

Inkubovala jsem 1 h pii 42 °C.

Pro ukonceni reakce jsem inkubovala jesté 10 minut pii 70 °C.

Koncentraci a Cistotu cDNA jsem zm¢étila pomoci NanoDropu.
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10. Provedla jsem kontrolu ispésnosti ptevodu RNA na cDNA pomoci horizontdlni gelové

elektroforézy.

4.10. Ovéreni funkcnosti primerit metodou PCR
1. Do PCR mikrozkumavky jsem napipetovala PCR reakci nédsledujiciho sloZzeni:
premix One Taq Hot Start 12,5 ul
forward primer 0,5 ul
reverse primer 0,5 pl
template DNA 200ng—1 pg
nuclease free-water doplnit objem do 25 ul
2. PCR reakce probihala podle nésledujiciho programu:
v" Uvodni denaturace 95 °C 3 min
v" Denaturace 95 °C 30 s
v Nasedani primert 52,0 °C 30 s 35x
v Elongace 72 °C 30 s
v" Konec elongace 72 °C 3 min
v Chlazeni vzorki pii 4 °C
3. Pro ovéfeni spravnosti reakce jsem pouzila horizontalni gelovou elektroforézu
4.11. Horizontalni gelova elektroforéza
1. Pfipravila jsem si 1,5 % (w/v) agarézovy gel: Do 50 ml 1x TAE jsem ptidala 0,5 g
agar6zy a zamichala v bance
2. Gel jsem po dobu jedné minuty povarila v mikrovince a promichéavala az se agardza
v bance Upln¢ rozpustila
3. Gel jsem nechala chladnout a béhem toho jsem do baniky pfidala 2,5 pl 1 % zasobniho
roztoku ethidium bromidu
4. Obsah batiky jsem vylila do formi¢ky na gel
5. Do vybranych mist jsem umistila dva hiebinky a gel nechala ztuhnout
6. Ztuhly gel jsem pfemistila do vanic¢ky na horizontalni elektroforézu s TAE pufrem
7. Pfipravila jsem si vzorky na elektroforézu:
a. Jako marker jsem v jamkach mikrotitracni desticky smichala 2 pl Gene Ruler DNA
Ladder Mix a 3 pl DNA loading dye.
b. Pro vlastni vzorky jsem smichala 5 pul cDNA a 3 pl DNA loading dye
c. VSechny vzorky jsem napipetovala do jamek v gelu.
d. Pro separaci molekul v gelu jsem pouzila stejnosmérné napéti o velikosti 4 V/cm2.
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4.12. Polymerdazova ietézova reakce v redlném case
1. Pro kvantitativni RT PCR jsem pouzila komeréni kit Luna Universal gPCR Master Mix.
Do 1,5 ml mikrozkumavek jsem si pfipravila premixy — jeden s referen¢nimi primery
gyrB, dalsi se sledovanymi primery pro geny 4yp, agrB, glmU a rnalll. Pro jeden templat

m¢él premix nasledujici slozeni:

Komer¢ni kit Luna 10 pl

Primer F 1 pl

Primer R 1 pl

Beznukleazova voda 3 ul

Celkovy objem 15 pl

2. Premixy jsem rozpipetovala do 384 jamkové desticky pro qPCR po 15 ul a do kazdé
jamky jsem piidala 5 pl templatu cDNA v technickych duplikatech (v ptipad¢ kontrolni
reakce 5 pl beznukledzové vody)

3. Desticku jsem zalepila folii a kratce zcentrifugovala na Centrifuge 5430 (Eppendorf)

4. Desticku jsem vlozila do Real-time PCR cycler ROCHE LC480, kde jsem spustila
nasledujici program:

Uvodni denaturace 94 °C 15 min

Denaturace 95 °C 10 s

Nasednuti primerti 52 °C 10 s 45x

Prodluzovani primerti 72 °C 25 s

,Melting curve analysis®“: Denatura¢ni analyza

Postupné zvyseni teploty na 72 °C (4,8 °C / s)

Chlazeni desticky na 4 °C

AN N N NN

4.13. Méreni optické denzity

Ke stanoveni hustoty bakterialni populace v tekutém BHI médium jsem pouzivala
metodu meéteni optické denzity kultury pomoci spektrofotometru Helios y. K méfeni jsem
nastavila vinovou délku svétla 600 nm (ODeoo). Jako blank jsem pouzivala dH,O nebo BHI

médium. Objem pro méteni byl 2 ml. Pouzity byly jednorazové plastové kyvety.
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4.14. Mnohondsobné méreni optické denzity v mikrotitracni destic¢ce

1.
2.

Pokus jsem provedla stejné jako ktivku hynuti (viz kapitola 4.5.) az do kroku 5.

Po dosazeni ODggo pfiblizn€ 0,5 jsem z ban¢k, ve kterych se kultura inkubovala
s antibiotiky (ciprofloxacin, oxacilin, vankomycin), odebrala 300 pl kultury do
mikrozkumavky.

Do odpovidajicich ban¢k jsem nasledné ptidala stondsobnou koncentraci minimalni
inhibi¢ni koncetrace antibiotika.

V UV boxu jsem s odebranymi vzorky vytvofila fedici fady od 10°0 az 10"-4 nebo 10°,
1:1,2:3, 10! v pfedem zahiatém BHI.

Jednotliva fedéni jsem v technickych triplikatech v mnozstvi 100 pl napipetovala do
sterilni 96 jamkové mikrotitracni desticky. Do tfech jamek jsem napipetovala Cisté BHI
jako blank a negativni kontrolu.

Takto zhotovenou desticku jsem dala méfit na spektrofotometru VarioSkan, po dobu 4

hodin a nastavila program:

Incubate 34 °C kontinudlni teplota inkubace

Shake — speed 600, 5 nastaveni tiepacky

Kinetic loop — 20 min, 12x | Cetnosti méfeni — 12x po 20

minutach

-> Photometric — 600 nm | mé&feni OD pii 600 nm

Antibiotika jsem na bakterialni kultury nechala ptisobit 4 hodiny, poté jsem ze vSech tiech
ban¢k odebrala 300 pl kultury, zcentrifugovala (3200 x g, 5 min, laboratorni teplota),
odebrala supernatan a doplnila 300 pl zahfatym BHI mediem. S t€émito vzorky jsem
provedla kroky 4 a 5.

Zhotovenou desticku jsem dala meéfit na spektrofotometru VarioSkan (krok 6)

s upravenym mnozstvim méteni (30x po 20 minutach)
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5. Vysledky

5.1. Charakteristika kmenii - adaptacni mutace

Cil: Podle sekvence chronologickych izolatii vyhledat mutace v kandidatnich genech pro
perzistenci (agr) a sledovat dalsi casté. Vybrat genmy pro stanoveni jejich exprese
beéhem antibiotického stresu.

Pro svou diplomovou praci jsem vyuzivala udaje ze sekvenace, ktera byla provedena v MBU
AV CR s.r.o. Nase chronologické izolaty byly podle MLST sekvence a spa typizace dany do
pfibuznosti. Nalezené mutace odpovidaji zjiSténi, Ze primarnim regulatorem perzistence u
Staphylococcus aureus je Agr modul (viz kapitola 2.4.2.). U prvniho pacienta se objevila delece
v promotorové oblasti mezi geny agrB a hld u nejpozdéji odebraného izolatu (38A), tedy asi 1,2
roku po diagnostikovani cystické fibrozy. Podobny piipad nastal i u druhé trojice
chronologickych izolatl, kdy se v nejpozdéji odebraném izolatu (44A) objevila missense mutace
v genu agrA (vedouci k zdméng¢ isoleucinu za asparagin). Dal$i n¢kolikrat se objevena mutace, a
z naseho pohledu tedy vyznamna, byl frameshift u genu pro protein s dosud hypotetickou funkci.
Tento gen je v praci oznacovan jako Ayp a je zajimavé, Ze jde o gen lokalizovany ve spoleéném
operonu s genem glmU. Genu g/mU byla prokdzana dudlni funkce pii tvorbé aktivovaného
prekurzoru bunécné stény UDP-N-acetylglukosaminu a syntézy lipidu A (Mengin-Lecreulx &
Van Heijenoort, 1994).

Pro stanoveni miry genové exprese jsme vybrali geny, v kterych se podle sekvenace objevila
mutace. Slo o geny hyp, glmU, agrA a rnalll, kdy agrA a rnalll jsou souéasti Agr modulu (viz
kapitola 2.4.2.) a zbylé vybrané dva jsou popsany vyse.

V izolatu 38C se jako dal$i adaptatni mutace objevila mutace v MutS, coz je typicka
adaptacni mutace, ktera se Casto objevuje i v izolatech S. aureus z plic pacientt trpicich cystickou
fibrézou (Prunier et al. 2003). Souvislost s perzistenci prokazana prozatim nebyla, proto jsme se
ji dale nezabyvala.

Se vSemi vybranymi klinickymi izolaty jsem nasledné stanovila miru perzistence zhotovenim
ktivek hynuti a pomoci VarioSkanu (viz kapitoly 5.3. a 5.6.), a také méfeni membranového
potencialu pomoci pritokové cytometrie (viz kapitola 5.4.). Diky témto vysledkiim a znalosti
sekvence bylo nasledné mozné usuzovat, jak tyto mutace méni schopnost perzistovat, a také jak

ovliviuji fyziologii perzistort.
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Mutace mutS | Mutace mutL | Mutace Agr Mutace SigB | Dalsi sledované | ATB

mutace citlivost
28A X X X X citlivy
37A X X X X frameshift GImU | citlivy
38A X X delece AgrB/hld X frameshift GImU | citlivy
38C 369ST X X X frameshift GImU | citlivy
42A X X X X citlivy
43A X X X X citlivy
44A X X AgrA 84IN X citlivy

Tabulka €. 1: Vyskyt mutaci v reparacnim systému mutS/mutL, v kandidatnich genech pro perzistenci

(Agr a SigB), a také dal3i asté nalezené mutace spoleéné s citlivosti k antibiotikiim. Dodano z MBU AV

CR.

5.2. Uréeni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) klinickych izolatii

Cil: Stanovit minimalni inhibicni koncentraci u studovanych izolatii

Pro pokusy, kdy byla kultura vystavovéana antibiotikim, bylo potfeba stanovit MIC pro

vybrana antibiotika u vSech klinickych izolatt, které byly v experimentech studovany. Pro

stanoveni MIC jsem pouzila komeréni sadu Microlatest (viz kapitola 4.4). Ziskané vysledky mi

pozdé¢ji bylo dodéany i z FN v Motole, proto jsem je mohla mezi sebou porovnat a jejich hodnoty

odpovidaly tém mnou zjisténym. Vysledky jsou zaznamenany v tabulce €. 2.

Pacient | Izolat Ciprofloxacin (pug/ul) Oxacilin (pg/pl) Vankomycin (pg/pl)
1. 28A 0,5 1 1
37A 0,5 1 1
38A 0,5 1 1
38C 0,5 1 1
2. 42A 0,5 0,25 1
43A 0,5 0,25 1
44A 0,5 0,12 2

Tabulka ¢. 2: Namétené MIC studovanych izolatl pro jednotliva pouzivana antibiotika

5.3. Stanoveni kiivek hynuti po pusobeni antibiotik pro chronologické izoldty

Cil: Stanovit krivky hynuti po pusobeni trech vybranych antibiotik a stanovit miru schopnosti

perzistovat u jednotlivych izolatit metodou CFU.

Stanovila jsem kiivky hynuti postupnym vysévanim bakterialni kultury, ktera byla

v exponencialni fazi vystavena pilisobeni antibiotika o koncentraci 100x MIC. Postupovala jsem,




jak je popsano v kapitole 4.1.5. Vysévala jsem metodou kapkového vysevu na agarovou plotnu
ve &tyfech fedénich (10" — 10). Pro kontrolu a eliminaci chybg&jicich hodnot, kdy néktera nizka
fedéni nevyrustala, jsem pro kazdé antibiotikum v kazdé hoding vysévala jedno fedéni i metodou
celoplosného roztéru (viz kapitola 4.5., bod g.). VSechny pokusy jsem provedla v biologickych
triplikatech.

Aby bylo mozné porovnavat jednotlivé biologické replikaty, hodnoty CFU z jednotlivych
odbért jsem vztadhla na CFU kontroly (Cas TO pfed ptidani antibiotik) podle vzorce:

CFU(T1 — T5)

CFUrel = CFUTO

Pro stanoveni kfivek hynuti jsem pouzivala takové druhy antibiotik, které se bézné
pouzivaji na 1é¢bu infekci u pacientt s cystickou fibrézou a maji rozdilny mechanizmus ptisobeni.
Pouzivala jsem je v koncentraci odpovidajici stondsobku jejich MIC Jednalo se o
fluorochinolonové antibiotikum ciprofloxacin, beta-laktamové antibiotikum oxacilin a
glykopeptidové antibiotikum vankomycin.

Abych mohla porovnat, jak se zménila schopnost jednotlivych izolatli perzistovat v Case,
vynesla jsem tfi chronologické izolaty do spolecného grafu, a to pro kazdé antibiotikum zv1ast’.

Viz grafy €. 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b.

46



0,1
0,01
z —e—23A
=
o 0,001 —e—37A
2
5 38A
0,0001 —e—33C
0,00001
0,000001

cas (h)

Graf ¢.1a: Kiivka hynuti u izolath 28A, 37A, 38A a 38C po pusobeni 100x MIC ciprofloxacinu. Graf
znazorfuje relativni pocet prezivsich bunék v kazdé hodiné v pribéhu plsobeni antibiotika. Hodnoty na
ose y jsou vyneseny logaritmicky pfi zakladu 10. Chybové usecky oznacuji standartni odchylky ze tii

biologickych replikatt.
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Graf €. 1b: Kfivka hynuti uizolatl 42A, 43A, 44A po pusobeni 100x MIC ciprofloxacinu. Graf znazornuje
relativni pocet piezivsich bun¢k v kazdé hodin¢ v pribéhu pisobeni antibiotika. Hodnoty na ose y jsou
vyneseny logaritmicky pii zdkladu 10. Chybové Gsecky oznacuji standartni odchylky ze tfi biologickych

replikata.
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Graf ¢. 2a: Kfivka hynuti u izolatd 28A, 37A, 38A a 38C po pisobeni 100x MIC oxacilinu. Graf
znazornuje pocet prezivsich bunék v kazdé hodiné v prubéhu plsobeni antibiotika. Hodnoty na ose y jsou

vyneseny logaritmicky pfi zékladu 10. Chybové usecky oznacuji standartni odchylky ze tfi biologickych

replikata.
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Graf ¢&. 2b: Kiivka hynuti u izolatl 42A, 43A, 44A po pusobeni 100x MIC oxacilinu Graf znazornuje
pocet piezivsich bunek v kazdé hodin€ v prib&hu pisobeni antibiotika. Hodnoty na ose y jsou vyneseny

logaritmicky pfi zakladu 10. Chybové usecky oznacuji standartni odchylky ze tii biologickych replikatd.
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Graf ¢. 3a: Kfivka hynuti u izolatt 28A, 37A, 38A, 38C po pusobeni 100x MIC vankomycinu. Graf
znazornuje pocet prezivsich bunék v kazdé hodiné v prubéhu plsobeni antibiotika. Hodnoty na ose y jsou

vyneseny logaritmicky pfi zékladu 10. Chybové usecky oznacuji standartni odchylky ze tfi biologickych

replikata.
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Graf ¢&. 3b: Ktivka hynuti u izolatd 42A, 43A, 44A po pisobeni 100x MIC vankomycinu. Graf zndzornuje
pocet prezivsich bunék v kazdé hodiné po pusobeni antibiotika. Hodnoty na ose y jsou vyneseny

logaritmicky pfi zakladu 10. Chybové tiseCky oznacuji standartni odchylky ze tfi biologickych replikatd.
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U vsech studovanych chronologickych izolatd jsem pozorovala charakteristickou
bifazickou kiivku hynuti. Pfi srovnani jednotlivych antibiotik jsem sledovala nasledujici.

Po ciprofloxacinu se miira schopnosti perzistovat u prvni ¢tvefice chronologickych
izolatl zvysila, a to o dva fady oproti primoizolatu. U dalsi trojice chronologickych izolatu se
mira schopnosti perzistovat oproti primoizolatu mirné snizila. V tomto ptipadé Slo o sniZeni
v ramci jednoho a ptl fadu. Rozdilny vysledek je nejspise zpiisoben tim, ze v prvni Ctvfici
chronologickych izolati se vyskytla mutace v Agr lokusu, kterd méa podle vSech dostupnych
informaci na zvySeni perzistence zasadni vliv (viz diskuze).

Jak vyplyva z ktivek hynuti pro oxacilin, schopnost perzistovat se u prvniho pacienta po
roce zvysila o dva tady. Po roce zase klesla o vice nez jeden fad, nicméné stale ziistava vyssi nez
u primoizolatu. U druhého pacienta se schopnost perzistovat v ¢ase v zavislosti na plsobeni
oxacilinu téméf nezménila.

Pusobeni vankomycinu ukazalo, Ze schopnost perzistovat se u prvniho pacienta zménila
a to tak, ze se v Case zvysSila s maximulnim rozdilem tfech fadt. U druhého pacienta zlstala
schopnost perzistovat opét nezménéna. Ve vSech piipadech vznikalo mén¢ perzistori po ptisobeni
ciprofloxacinem, a to o 1-2 fady. Nejvice perzistori vznikalo po ptisobeni oxacilinem, ale oproti
vankomycinu nebyl rozdil jiz tak velky.

Obecn¢ Ize shrnout, ze u chronologickych izolatl od prvniho pacienta (28A, 37A, 38A a
38C) byly zmény ve schopnosti perzistovat v ¢ase patrné, a to tak, ze schopnost perzistovat se v
case zvysila, U u chronologickych izolath od druhého pacienta (42A, 43A, 44A) nebyly rozdily
v Case tak patrné. Jen u ptisobeni ciprofloxacinem se schopnost tvofit perzistory o 1,5 fadu snizila
oproti primoizolatu (42A). Jsou zde vsak Casto velké smérodatné odchylky, které mohou byt dany
nepocitelnym CFU v malych fedénich, a naopak obtiznym vyrtstanim v nizkych fedénich (viz
diskuze).

Izolaty 38A a 38C jsou odebrany ve stejny ¢as, kdy 38 A ma oproti 38C deleci v agrB/hld
a dvojice slouzi tedy pro pritkaznéjsi srovnani vlivu této mutace na schopnost perzistovat. Zjistili
jsme, Ze v ptipadé ciprofloxacinu se schopnost perzistovat lisi o dva tady, a v piipad¢ antibiotik

pusobicich na sténu - oxacilinu a vankomycinu o jeden fad, ale zde s velkymi SD.
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5.4. Vliv antibiotik na membrdanovy potencidl u jednotlivych izoldti

Cil: Pozorovat viiv studovanych antibiotik na formovadni subpopulace s nizsim membrdanovym
potencialem a tuto subpopulaci kvantifikovat viici mrtvym a bunkam s membranovym
potencidalem.

V tomto experimentu jsem analyzovala chronologické klinické izolaty S. aureus 28A,
37A, 38A, 42A, 43 a 44A. V jednotlivych Casech kiivky hynuti — 1, 2, 3 a 4 hodiny od ptidani
antibiotika ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu. V ¢asech jsem buinky odebrala,
centrifugovala a resuspendovala v PBS. Potom jsem je dle navodu obarvila a zméfila (postup a
podminky méfeni viz kapitola 4.6.). VSechna méfeni jsem provedla v biologickém triplikatu a
kultura byla odebirana ze stejné kultivace jako pro sestaveni kiivek hynuti (viz kapitola 4.5.).

Pro studium fyziologie téchto chronologickych izolatli jsem pouzila dualni barveni
fluorescen¢nimi sondami DiOC2(3) (3,3'-diethyloxakarbokyanin jodid) a TO-PRO-3. TO-PRO-
3 je hydrofilni molekula vykazujici cervenou fluorescenci, vazajici se na nukleové kyseliny. Diky
svym hydrofilnim vlastnostem je neschopna projit membranou, prochdzi v ni jen v ptipad¢ jejiho
poskozeni, a slouzi tak jako indikator mrtvych bunék. Naproti tomu DiOC2(3) je lipofilni
molekula, kterd dobfe prochazi membranou pouze pokud ma buiika membranovy potencial
(Shapiro & Nebe von Caron, 2004). V piipadé, ze DiOC2(3) neprochazi membranou, tak
vykazuje zelenou fluorescenci, pfi akumulaci v buiice vSak zacne agregovat a dochazi k posunu
do Cerveného spektra. Takto se mi podafilo odlisit subpopulace s MP (Cervena fluorescence) a
bez MP (zelena fluorescence). Protoze bunky ztraceji MP postupné a emisni spektra se tak mohou

prekryvat, je potfeba vynaset pomeér zelené a cervené fluorescence, takto (Novo et al. 2000):

Dioc ratio=zelena fluorescence DioC2(3) / Cervena fluorescence DioC2(3)

Kombinace téchto dvou fluorescen¢nich sond ve vyneseni (Dioc ratio vici TO-PRO-3)
mi tak umoznila rozliSit tfi subpopulace— builky s membranovym potencidlem, buiiky bez
membranového potencidlu a buiiky permeabilizované (mrtvé). Ctvrtou subpopulaci, kterd by méla
predstavovat builky s membranovym potencidlem, av$ak permeabilizované, jsem neuvaZovala,
protoze z hlediska fyziologie neni takovy stav mozny. V tomto vyneseni jsem rozdélila bunky do

tii subpopulaci pro ¢asy T1-T4 po pfidani antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu.
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Obrazek €. 8: Chemicka struktura molekul DiOC2(3) (vlevo) a TO-PRO-3 (vpravo), které jsem pouzila

pfi méfeni na pritokovém cytometru. Pievzato z fluorophores.org.

Pro rozliSeni jsem si jesté musela piipravit kontrolni vzorky. Celkem jsem si pro kazdy
izolat v ¢ase TO pripravila 3 kontroly - mrtvé buiiky s permeabilizovanou membranou (zahfati na
80 °C po dobu 15 min), buniky se zkratovanym MP, ale s neporusen¢ membranou (piidanim
500uM CCCP) a bunky neobarvené.

Vysledky jsem nejprve vyhodnocovala v programu Cytexpert. Pro rozbor procentualniho
zastoupeni populaci jsem pouzila program FloJo. V programu FloJo jsem vynesenim FSC vuci
SSC vhodné odlisila subpopulace bun€k od zbytki membran a proteind, abych testovala v
nasledujicich vynesenich pouze buniky. Buriky jsem nasledné analyzovala ve vyneseni Dioc ratio
viuci TO-PRO-3. Abych mohla sledovat, jak se ménilo zastoupeni subpopulaci v Case, a jak se
toto zastoupeni lisi mezi chronologickymi izolaty, vynesla jsem vysledky do graft (viz grafy ¢.
4a, 4b, 4c, 5a, 5b, 5c). Procentuélni zastoupeni mrtvé subpopulace jsem pro vétsi piehlednost do
grafil nevynasela.

U prvni trojice chronologickych izolati doslo po plsobeni ciprofloxacinu k postupné
ztraté membranového potencidlu. Nicméné u izolatu, odebraného s odstupem tfictvrté roka (37A),
bylo procento bunék bez potencidlu mensi nez v primoizolatu (28A), a v izolatu s ro¢nim
odstupem (38A) pak dokonce buiiky s potencialem ptevladaly nad t€émi bez potenciadlu a to i
v Case T4 (viz graf ¢. 3a). 38 A ma jiz deleci v agrB/hild, coz mize byt divodem lepsimu odolavani
antibiotiku. V pfipad¢ piisobeni oxacilinu a vankomycinu, coz jsou antibiotika plsobici na
bunécnou sténu doslo ke ztrat¢ membranového potencialu ihned v Case T1 a tento pomér se jiz
vyznamné nemeénil po celou dobu experimentu (viz grafy €. 3b, 3¢). Jen u primoizolatu 28A v ¢ase
T1 nedochdzelo k ztraté membranového potencialu po ptsobeni oxacilinu oproti néaslednym
izolatim 37A a 38A tak vyrazné (viz graf ¢. 3b).

U druhé trojice chronologickych izolati doslo po pisobeni ciprofloxacinu také
k postupné ztrat¢ membranového potencialu a v case T4 pozorujeme procentudlni vyrovnani
subpopulaci, kdy ob¢ zaujimaji zhruba 50 %. V Case T2 a T3 Ize vidét jistou tendenci u
pozdnéjsich izolatu (43 A a 44A) 1épe si udrzet membranovy potencial oproti primoizolatu (42A)
(viz graf €. 4a). Divodem mutiZe byt zase skutecnost, Ze jsou izolaty 1épe adaptované, a ze u izolatu

44A se objevila prvni bodova zdména v genu agr4. Zajimavéjsi je situace u oxacilinu, kdy oproti
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prvni trojici izolati nedoslo k dramatickém snizeni membranového potencidlu, piestoze jde o
antibiotikum pisobici na bunécnou sténu. Po ¢tyfech hodinach ptisobeni se pocet bunek, které
nemély potencial dokonce snizil oproti ¢asim T2 a T3 a to v ptipadé vSech izolati (viz graf ¢.
4b). V ptipadé vankomycinu byla situace jiz zna¢né podobna prvni trojici izolatd, kdy doslo
k rychlé ztrat¢ membranového potencialu v ¢ase T1 a zlstalo to u vSech izolatu nezménéno az do
casu T4 (viz graf ¢. 4c).

Z vynesenych grafti 1ze vyvodit, ze na fyziologicky stav bun€k ma vétsi vliv pouzité
antibiotikum spiSe nez genetickd podstata izolatu samotného. Pouze v pfipad¢ ciprofloxacinu
pusobiciho na gyrazu, lze pozorovat, ze delece genu agrB/hld muze nejspiSe stafylokoka
zvyhodiiovat v boji s antibiotiky. K presnéj$im zavérim by bylo potfeba srovnat vice izolatu,
které maji zasadni mutace v hlavnim regulatoru perzistence - Agr modulu nebo pfipravit mutanta
pouze se zménou v Agr systému.
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Graf ¢. 3a: Zastoupeni bunék s potencialem a bez potencialu v populaci (%) v pribéhu ¢asu kiivky hynuti
(1, 2, 3, 4 hodiny) po pasobeni 100x MIC ciprofloxacinu u prvni trojice chronologickych izolatu.

Vynesené hodnoty jsou primérem ze tii biologickych replikatd. Chybové tisecky ukazuji standardni

odchylky ze tii biologickych replikati.
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Graf ¢. 3b: Zastoupeni bunék s potencialem a bez potencialu v populaci (%) v pribéhu ¢asu kiivky hynuti

(1, 2, 3, 4 hodiny) po ptsobeni 100x MIC oxacilinu u prvni trojice chronologickych izolati. Vynesené

hodnoty jsou primérem ze tfi biologickych replikatti. Chybové tise¢ky ukazuji standardni odchylky ze tii

biologickych replikatt.
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Graf ¢. 3¢: Zastoupeni bunék s potencidlem a bez potencidlu v populaci (%) v pribéhu casu kiivky hynuti

(1, 2, 3, 4 hodiny) po pusobeni 100x MIC vankomycinu u prvni trojice chronologickych izolati.

Vynesené hodnoty jsou primérem ze tii biologickych replikatd. Chybové tiseCky ukazuji standardni

odchylky ze tii biologickych replikati.
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Graf ¢. 4a: Zastoupeni bunék s potencidlem a bez potencialu v populaci (%) v priabéhu casu kiivky hynuti
(1, 2, 3, 4 hodiny) po plsobeni 100x MIC ciprofloxacinu u druhé trojice chronologickych izolati.
Vynesené hodnoty jsou primérem ze tii biologickych replikatd. Chybové usecky ukazuji standardni

odchylky ze tii biologickych replikati.
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Graf ¢. 4b: Zastoupeni bunék s potencidlem a bez potencialu v populaci (%) v priubehu casu kiivky hynuti
(1, 2, 3, 4 hodiny) po ptsobeni 100x MIC oxacilinu u druhé trojice chronologickych izolatii. Vynesené
hodnoty jsou primérem ze tfi biologickych replikatti. Chybové tise¢ky ukazuji standardni odchylky ze tii
biologickych replikatt.
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Graf ¢. 4¢: Zastoupeni bunek s potencialem a bez potencialu v populaci (%) v pribéhu casu kiivky hynuti

(1, 2, 3, 4 hodiny) po pisobeni 100x MIC vankomycinu u druhé trojice chronologickych izolati.

Vynesené hodnoty jsou primérem ze tii biologickych replikatd. Chybové usecky ukazuji standardni

odchylky ze tii biologickych replikati.

5.5. Stanoveni exprese genit hyp, glmU, agrA, rnalll metodou kvantitativni gPCR u

prvni trojice chronologickych izoldti

Cil: Posoudit, zda a v jaké mire jsou v pritbéhu krivky hynuti exprimovany geny hyp, gimU, agrA

a rnalll.

Pro uréeni miry exprese gend naseho zajmu v prubéhu kiivky hynuti jsem vyizolovala

RNA v jednotlivych ¢asech a poté ji ptevedla na cDNA reverzni transkripci (viz kapitola 4.9.).

Koncentraci cDNA jsem zméfila na Nanodropu (viz tabulka ¢. 3), ktery také ovéfil Cistotu

izolované RNA a cDNA u jednotlivych vzorkd. Ve vSech ptipadech bylo znecisténi zanedbatelné.
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oznaceni vzorku | cas (min) ciprofloxacin oxacilin vankomycin
koncentrace koncentrace koncentrace
cDNA cDNA cDNA
28A o" 1927,8 ng/ul 1876,1 ng/ul 1901,5 ng/ul
10" 2648,1 ng/ul 2814,5 ng/ul 338,478 ng/ul
30" 22094 ng/ul 1796,3 ng/ul 403,651 ng/ul
90" 3094,3 ng/ul 3520 ng/ul 1417,929 ng/ul
37A o" 2047,69 ng/ul 1745,364 ng/ul 1869,2 ng/ul
10" 637,586 ng/ul 572,416 ng/ul 359,577 ng/ul
30" 458,026 ng/ul 1090,353 ng/pl 961,212 ng/ul
90" 890,394 ng/ul 649,326 ng/ul 917,296 ng/ul
38A o" 4164,940 ng/ul 1786,47 ng/ul 1058,267 ng/ul
10" 10990,591 ng/ul | 780,322 ng/ul 3382,056 ng/ul
30" 777,250 ng/ul 816,043 ng/ul 919,436 ng/pul
90" 817,665 ng/ul 740,808 ng/ul 1066,255 ng/ul

Tabulka €. 3: Koncentrace prevedené cDNA v jednotlivych Casech odbéru po pusobeni vybranych

antibiotik

Protoze se hodnoty koncentrace cDNA se v jednotlivych vzorcich i ¢asech liSily (viz
tabulka €. 3), musela jsem pfistoupit k vhodnému nafedéni cDNA na stejnou hodnotu koncentrace
celkové cDNA. jako vychozi koncentraci jsem brala tu s nejmensi hodnotou (28A cas 30"
vankomycin,) a zbylé vzorky vhodn¢ natedila. Poté jsem ptidala takové mnozstvi RNAse-free
water abych mohla do kazdé jamky ptidat 5 pl, jak je uvedeno v protokolu (viz kapitola 4.9.).

Se ziskanou cDNA a pfislusnymi primery jsem provedla samotnou kvantifikaci
jednotlivych transkriptd metodou RT PCR na piistroji LightCycler 480. Stejnou cDNA jsem
pouzila také pro opétovné RT PCR. Kazdé ze dvou méfeni bylo provedeno pro vSechny cDNA
ze studovanych izolatd, a to v technickém duplikatu. Diky tomu jsem méla pro kazdy vzorek 4
hodnoty Ct, které jsem mohla zprimérovat pro co nejpiesnéjsi vysledek. K provedeni
kvantitativni RT PCR jsem pouzila Luna Universal gPCR Master Mix. Tento mix obsahuje Hot
start Taq DNA polymerazu, modré barvivo pro kontrolu pfidani mixu, a fluorofor vazajici se do
malého zlabku dsDNA, ktery je odvozeny od SYBR® green I. Fluorescence vzristd v momenté
vazby fluoroforu do malého zlabku dsDNA. Cyklus, ve kterém fluorescence vzroste nad prah
pozadi, se nazyva cyklus prahu (cycle of threshold, Ct) a lze podle néj urcit mnozstvi transkriptu
ve vzorku. VSechny hodnoty Ct jsem ziskala pomoci programu LightCycler 480 Software, ktery
je vypocitava automaticky.

Pro zjisténi efektivity reakce jsem pro kazdy gen vytvofila fedici fadu se snizujici

se koncentraci DNA (1070, 10~-1, 107-2, 10”-3, 10”4 a 107-5). K vypoctu jsem pouzila
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matematicky model vychazejici z publikace z roku 2001 (Pfaftl, 2001). Nejdfive jsem z hodnot
primémé Ct pro standardni kiivku v zavislosti na pfirozeném logaritmu z mnozstvi cDNA v
fedici fadé¢ (In(cDNA)) sestavila piimku, z jejiz smérnice jsem vypocitala ucinnost reakce

(efektivitu, Ef):

]E f =10‘1/smérnice|

Pro kazdy gen vysla efektivita v rozmezi 1,96-2, coz oznacuje velikou Uc¢innost reakce.
Uginnost jsem nasledné vyuzila pro vypoéty miry exprese sledovanych genti (hyp, gimU, agrA,
rnalll), které byly porovnavany s mirou exprese referenéniho genu pro gyrazu (gyrB). Vypocet
relativni miry exprese cilového genu (R) po pridani antibiotik ke kultuie (vzorek) jsem provedla

podle rovnice (Pfaffl, 2001):

Ef(cilovy gen)"ACtcilovy gen(kontrola — vzorek)

R =
Ef (referencni gen)"ACtreferencni gen(kontrola — vzorek)

Pokud se hodnoty Ct u technickych replikatt lisily o vice nez 0,5 nezapocitala jsem je do
celkového pruméru.

Abych mohla porovnat, jak se méni exprese genti naseho zajmu v rdmci chronologickych
izolatl a jaky vliv na expresi maji jednotliva antibiotika a jejich doba ptisobeni, vynesla jsem

zjisténou relativni expresi do grafu pro kazdy gen zvlast (viz grafy €. 5, 6, 7 a 8).

Exprese genu hyp v pribéhu kfivky hynuti
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Graf ¢. 5: Relativni mira exprese genu Ayp u chronologickych izolatu od prvniho pacienta v ¢asech 10, 30
a 90 minut po pusobeni ciprofloxacinu (Cerven€), oxacilinu (modfe) a vankomycinu (zelené). Hladina
mRNA je normalizovana vzhledem ke kontrolnimu vzorku v ¢ase TO (kultura bez antibiotika). Chybové
usecky oznacuji standardni odchylky z biologickych replikati ve dvou nezavislych métenich oba provedené

ve dvou technickych replikatech.
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Z grafu ukazujici expresi genu pro protein s hypotetickou funkci je patrné, ze u
primoizolatu (28 A) je gen /yp mén¢ exprimovan oproti naslednym izolatim 37A a 38A. U izolatu
37A je zaznamenan narlst exprese pouze u antibiotika ciprofloxacinu a po 1,5 hodiné ptisobeni
vankomycinu. U izolatu 38A je zvySena exprese hyp nejvice patrna po plisobeni ciprofloxacinu a
oxacilinu, u kterého zde zalezi i na dob¢ puisobeni, protoZze dosahuje desetinasobné vyssich hodnot
ve 30ti a 90ti minutach oproti 10ti minutovému pisobeni.

1000 Exprese genu gimU v prubéhu kfivky hynuti
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Graf ¢. 6: Relativni mira exprese genu glmU u chronologickych izolatu od prvniho pacienta v ¢asech 10,
30 a 90 minut po pisobeni ciprofloxacinu (Cervené), oxacilinu (modfe) a vankomycinu (zelené). Hladina
mRNA je normalizovana vzhledem ke kontrolnimu vzorku v ¢ase TO (kultura bez antibiotika). Chybové
use¢ky oznacuji standardni odchylky z biologickych replikati ve dvou nezavislych méfenich, obé

provedené ve dvou technickych replikatech.

V grafu ukazujicim relativni miru exprese genu glmU lze vidét rapidni nartst exprese u
nejpozdnéjsich izolatu z trojice (38A). U prvnich dvou izolatu (28A a 37A) se zda, ze je exprese
0 néco sniZzend oproti stavu bez antibiotika, vzhledem k velkym smérodatnym dochylkam (SD),
to vSak nelze tvrdit s urcitosti. Nicméné u izolatu 38A dochazi k vice jak sto ndsobnému nartistu

exprese g/mU u vSech antibiotik, a to bezprostfedné po aplikaci antibiotika.
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Exprese genu agrA v prabéhu kiivky hynuti
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Graf ¢. 7 : Relativni mira exprese genu agrA u chronologickych izolatu od prvniho pacienta v ¢asech 10,
30 a 90 minut po piisobeni ciprofloxacinu (¢erveng), oxacilinu (modie) a vankomycinu (zelen¢). Hladina
mRNA je normalizovana vzhledem ke kontrolnimu vzorku v ase TO (kultura bez antibiotika). Chybové
usecky oznacuji standardni odchylky z biologickych replikati ve dvou nezavislych métenich, ob¢

provedené ve dvou technickych replikatech.

V grafu pro relativni miru exprese genu agrA lze vidét velké rozdily hlavné u oxacilinu.
U primoizolatu (28A) je u vSech antibiotik exprese o néco malo zvySena oproti kontrolnimu stavu.
U nasledného izolatu (37A) je v €ase 10 a 30 minut exprese sniZzend zejména u oxacilinu. Po
delsim ptisobeni antibiotika (90 minut) vSak exprese u vSech antibiotik vzrista s tim, Ze nejvetsi
narust je patrny u oxacilinu. Podobny vysledek Ize sledovat i u posledniho izolatu (38A), kdy je
do pil hodiny ptisobeni oxacilinu exprese agrA desetinasobné snizena, po 90ti minutach je vSak
jesté o néco malo Vyééi oproti kontrolnimu stavu bez antibiotika. U zbylych dvou antibiotik

vvvvvv

exprese snizend nebo zvysena.
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Exprese genu rnalll v prabéhu kfivky hynuti
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Graf ¢. 8: Relativni mira exprese genu rnalll u chronologickych izolatu od prvniho pacienta v ¢asech 10,
30 a 90 minut po plisobeni ciprofloxacinu (Eerveng), oxacilinu (modie) a vankomycinu (zelen¢). Hladina
mRNA je normalizovana vzhledem ke kontrolnimu vzorku v ¢ase TO (kultura bez antibiotika). Chybové
usecky oznacuji standardni odchylky z biologickych replikati ve dvou nezavislych métenich, obé

provedené ve dvou technickych replikatech.

V grafu zobrazujicim relativni miru exprese genu rnalll nejsou vidét dramatické zmény.
U primoizolatu (28A) 1ze vidét rozdil mezi antibiotiky, kdy po pisobeni ciprofloxacinu je exprese
nepatrné sniZzend, po pusobeni oxacilinu sniZzena desetinasobné, ale po plisobeni vankomycinu
exprese oproti kontrolnimu vzorku vzrista a navic Ize vidét zavislost toho rtistu i na ¢ase. U
izolatu 37A se zda, Ze exprese zistava viceméné nezmeénéna. Prestoze ve 30ti minutach lze vidét
snizenou expresi po vankomycinu a v 90ti minutach nizsi expresi po oxacilinu, neda se kvili
vysokym SD vyvodit jasny trend. U izolatu 38A se zda, ze po kratkém piisobeni vSech antibiotik
(10 minut) se nejprve exprese rnalll snizi, po delsim ptisobeni o néco vzrusta.

Z vysledkli méfené genové exprese se da vyvozovat, Ze typ antibiotika, ani jejich doba
pusobeni néma na zménu v genové expresi sledovanych gend zdaleka takovy vliv jako stafi
izolatu a jeho adapta¢ni mutace. Nejvice patrné je to u genu pro protein s hypotetickou funkci a
u genu g/mU, kdy nejvic adaptovany izolat (38A), ktery navic ziskal adapta¢ni mutaci v Agr

modulu, vykazoval mnohonasobné vyssi expresi oproti ¢asné€j$im izolatim (28A a 37A).
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5.4. Stanoveni rustové kiivky pied a po piisobeni antibiotik v mikrotitracni destic¢ce
Cil: Pokusit se prevést metodu stanoveni krivky hynuti do mikrotitracni desticky, ktera by
umoznila rychlejsi a mnohacetnéjsi stanoveni. Dale sledovat vyristani z perzistentniho stavu.

Protoze je méteni kiivek hynuti znacné casové narocné, aplikovala jsem metodu piimé
kvantifikace tolerance a perzistence podle Balaban (2017).

Tato studie pfinesla matematickou definici tolerance skrze hodnotu, ktera zahrnuje zavislost
miry preziti bakterialni populace na koncentraci a ¢asu plsobeni antibiotika, podobné jako MIC.
Tuto hodnota je oznacena jako MDKyy a pfedstavuje minimalni dobu pro usmrceni 99% populace.
Tato metoda byla testovana na E. coli, a spolecné s MIC by mohla predstavovat klasicky standard
pro meéfeni odolnosti bakterii proti antibiotickému ptsobeni v klinické praxi. Automatizace
metody spociva v moznosti pouziti 96 jamkové desticky, kdy kazda jamka mutze predstavovat
riznou koncentraci antibiotika, nebo jako v nasem pfipad¢€, riznou koncentraci biomasy. Pro
ukonceni expozice antibiotiklim se jednoduse odstfedi a doplni Cerstvym BHI a je tak mozZno
sledovat opétovné vyrustani z perzistence (Balaban, 2017).

My jsme pouzili trochu odli$ny postup, kdy jsme nejprve sledovaly riist nafedéné bakterialni
populace pied vystavenim antibiotik a v druhé, odlisné, desti¢ce nasledné rist po ¢tyi hodinovém
pusobeni antibiotik (viz kapitola 4.14.).

Pro meéfeni prabéhu ristu kultury pied pfidanim antibiotik jsme kulturu natedily
v desitkovém fedéni az do 10 a méfily hodnoty OD v 20ti minutovych intervalech po dobu 4
hodin (viz kapitola 4.14.). Uz v této ¢asti experimentu se ukazalo, ze vyristat dokaze kultura
dobie jen v nizkém fedéni (10° a 10""). Neuvadim ristové kiivky vSech izolati, protoze mély vzdy
podobny pritbéh. Na grafech €. 9 a 11 jsou ukézkové rastové kiivky pro izolat 28A a 38A. Ktivky
byly déle pouzity pro vypocet doby zdvojeni (viz nasledna kapitola 5.6.1.).

Pfi méfeni vyristani z perzistence (po piisobeni antibiotik) jsme nejprve provadéli fedéni 10—
104, stejné jako pied aplikaci antibiotika, ale jiz pfi desetindsobném fedéni (10!) byl opétovny
rast bakterialni kultury nizsi az neidentifikovatelny (viz grafy ¢. 10, 12 pro izolaty 28A a 38A).
Zalezelo téz na aplikovaném antibiotiku. Po ciprofloxacinu bylo vyrlstani po odstranéni
antibiotiky lepsi (rychlejsi a méné zavislé na fedéni). Po oxacilinu i vankomycinu pfi
desetinasobném fedéni kultury nebyl zaznamenan narlist biomasy v méfeném ¢asovém rozsahu.
Z téchto diivoda jsme piistoupili k dil¢imu fedéni 100, 1:1, 2kulwra):3BHD. 101 Vysledek u izolath
44A a 38C ukazuji grafy ¢. 13 a 14. Z téchto vysledk je patrné, Ze vyrustani je zavislé na vychozi
koncentraci inokula a rychlost vyristani klesd netmémné k fedéni. Meéfeni jsme provadéli
v technickém triplikatu, ktery vychazel zjedné kultivace. Protoze $lo o testovani prozatim

nevyzkousené metody, uvadim vysledky jen pro urcité kmeny a antibiotika.
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Graf ¢. 9: Naméfena ruistova kiivka pro izolat 28A pred plisobenim antibiotika v desitkovém fedéni
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Graf ¢. 10: Naméfena ristova kiivka po 4 hodinovém pusobeni ciprofloxacinu pro izolat 28A

v desitkovém fedéni
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Graf €. 11: Naméfena ristova kiivka pro izolat 38A pied piisobenim antibiotika v desitkovém fedéni
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Graf ¢. 12: Naméfena rustova kiivka po 4 hodinovém pisobeni ciprofloxacinu pro izolat 38A

v desitkovém fedéni
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Graf ¢. 13: Namérena ristova kiivka po 4 hodinovém ptisobeni ciprofloxacinu u kmene 44A v dil¢im

fedéni
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Graf ¢. 14: Naméfena ristova kiivka po 4 hodinovém pusobeni ciprofloxacinu u kmene 38C v dil¢im

fedéni

5.4.1. Stanoveni doby zdvojeni u klinickych izolati
Cil: Posoudit, zda u mutovanych izolati dochazi ke zméné v rustové rychlosti pred a po piisobeni
antibiotika a je tato rychlost ovlivnéna adaptaci izolatu
Z hodnot OD naméfenych pomoci mnohacetného stanoveni OD v mikrotitracni desticce
(viz ptedchozi kapitola) jsem vypocetla dobu zdvojeni pro kazdy izolat, a to pfed plisobenim
antibiotika a poté také po jejich ptisobeni. Pouzila jsem namétené hodnoty OD pro nefedény

vzorek (10°).
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Cilem bylo posoudit, zda dochazi ke zméné v rustové rychlosti u pozdnéjsich izolatl,
jestli se ristova rychlost méni v zavislosti na ziskané mutaci, a jak dokazi ty samé izolaty obnovit
svlj rist po tom, co jsou vystaveny Ctyfi hodiny antibiotikim ciprofloxacinu, oxacilinu a
vankomycinu, a také jak je tato schopnost rozdilna pro jednotliva antibiotika. VSechny vysledné
doby zdvojeni jsem vynesla do tabulek ¢. 3 a 4.

Z vysledku je patrné, Ze mutant v Agr operonu u S. aureus (delece agrB/hld), mél v nasem
ptipadé patrné krat$i dobu zdvojeni (38A) pted ptisobenim antibiotikového stresu. Pro kontrolu
dobfe slouzi i izolat 38C, ktery byl z pacienta ziskan ve stejném odbéru, ale diky absenci mutace
v Agr modulu je jeho doba zdvojeni blizkd primoizolatu, ktery slouzi jako srovnavaci

(neadaptovany) kmen.

Pacient Kmen Doba zdvojeni (Ti,)(minuty)
1. pacient 28A 28
37A 24
38A 22
38C 31
2. pacient 42A 31
43A 33
44A 32

Tabulka ¢. 4: Doba zdvojeni studovanych klinickych izolati méfené pomoci VarioSkanu Doba zdvojeni
byla vypoctena ze smérnice piimky (k) ze semilogaritmického vyneseni hodnot pro OD (Log2(OD*1000))

proti Casu (t), podle vzorce: Tip=1/k

Pacient | Izolat Tincip T oxa Ti van
(minuty) (minuty) (minuty)

1. 28A 110 61 70

37A 43 39 35

38A 64 48 46

38C 67 37 35
2. 42A 84 77 63

43A 84 83 63

44A 59 33 32

Tabulka €. 5: Doba zdvojeni pro jednotlivé izolaty po ¢tyt hodinovém ptsobeni ciprofloxacinu, oxacilinu
a vankomycinu. Doba zdvojeni byla vypoctena ze smérnice pfimky (k) ze semilogaritmického vyneseni

hodnot pro OD (Log2(OD*1000)) proti ¢asu (t), podle vzorce: Tip=1/k

Abych mohla posoudit délku lagu, a pro vétsi piehlednost, jsem u graft ¢. 9-14 odecetla

rozdilnou pocatecni naméfenou hodnotu OD od vSech naméfenych OD piislusné kfivky, a tak
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jsem ziskala u vSech méfeni pocatek roven nule (OD2o.600 — ODo). Opétovny rist byl nejrychlejsi
po pusobeni ciprofloxacinu a nejvice zpozdény po vankomycinu. Tento trend je dobie viditelny i
na grafech bez matematické upravy pocatecni hodnoty OD. Ptikladné grafy uvadim pro izolat
43A (viz graf €. 15).

Po vypocéteni doby zdvojeni rostly nejpomaleji ty izolaty, na které pusobil ¢tyfi hodiny
ciprofloxacin. Rlst po oxacilinu a vankomycinu byl s vyjimkou izolatu 43A srovnatelny, s tim,
7e u vankomycinu byla doba zdvojeni jest€ o néco nizsi oproti oxacilinu. Po zaméfeni se na
korelaci doby zdvojeni se stafim izolatu a ziskanou mutaci jsem dosla k zavéru, Ze rychleji rostly
adaptované izolaty, a to jiz ty odebrané po pil roce (37A a 43A). Toto platilo po ptisobeni vSech
antibiotik. Také jsem dosla k zavéru, Ze adaptované izolaty mély podobny pribéh ristové kiivky
(viz graf €. 16).

Po jisté optimalizaci by metoda mohla slouzit jako ukazatel nejen miry schopnosti
perzistovat, ale 1 schopnost vyriistani z perzistence. Pro pfesnéjsi ur€ovani ristovych parametrii
je tfeba optimalizovat metodu na stejny pocatecni pocet bunék. Z toho diivodu jsem u grafu ¢. 15
a 16 neprovedla matematickou tpravu ud€lujici vS§em fedénim pocatek OD = ODzg.600— ODy), viz
rozdilnd pocateCni OD u grafu €. 15 a 16. Nicméné se nam alespon podafilo sledovat, jak mé na
vysledné vyriistani vliv fedéni a pouzité antibiotikum. Vypocitali jsme téZ doby zdvojeni, které
jasnéji ukazaly, jak dané izolaty rostou pfed a po plsobeni antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a
vankomycinu.
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Graf €. 15: Ristové kiivky po ptisobeni antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu u izolatu 43A,

na kterém lze pozorvat prodlouzeni lag faze v zavislosti na pouzitém antibiotiku
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Graf ¢. 16: Rustové kiivky po plisobeni vankomycinu u izolatt 28A, 37A a 38A
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6. Diskuze

Staphylococcus aureus je grampozitivni, podminéné patogenni bakterie, ktera u vétSiny
lidi neptisobi zadné problémy, a je pouze komenzalem klize a dychaciho traktu. Jako vétSina
komenzalu vsak miize byt v jistych ptfipadech piivodcem velmi vaznych onemocnéni vedoucich i
ke smrti (endokarditida, osteomyelitida). U S. aureus je patogenicita CasteCné zpuisobena
schopnosti perzistovat v prostiedi hostitele, kde navozuje fyziologicky tlumeny stav, ktery bufice
umozni vyhnout se toxicité¢ antibiotik a imunitnimu systému, coz vede ke vzniku chronickych
infekci. Piepinani mezi utlumenym a aktivnim stavem, kdy je stafylokok schopny produkce
mnoha virulen¢nich faktord je podle soucasnych znalosti fizeny Agr systémem. Perzistence u
bakterii je v posledni dobé hojné studovany fenomén, protoze pretrvavajici perzistentni infekce
jsou v klinické praxi obecné zavaznym problémem, nejen u stafylokok.

Perzistence je komplexni jev, ktery se obtizn¢ studuje a nase poznani je stale
nedostacujici k tomu, abychom mohli dojit k obecnému konsensu. Vyzvy ve studiu jsou obecné
jejich malé mnozstvi v populaci, heterogenni mechanizmy, jakym se perzistentniho stavu docili,
a také skutecnost, Ze buiika je schopna z toho stavu rychle piepnout zpét do stavu aktivniho. Celé
studium navic komplikuje fakt, ze u S. aureus neexistuje srovnavaci kmen, ktery by byl opravdu
prokazateln€ perzistentni oproti neperzistentnim bunikam. Z téchto divodu je témét nezbytné
pfistupovat ke studiu perzistori komplexn¢ a ziskavat informace nékolika experimentalnimi
piistupy.

Jednim z nich je studium vzniku adaptac¢nich mutaci. V laboratotich se pomoci antibiotik
vytvaii podminky simulujici tvorbu perzistence (tzv. studie ALE = adaptive laboratory evolution),
které nam umoznuji sledovat k jakym adaptacnim zménam u perzistort dochazi a v jakém
casovém sledu. Prvni a nejvyznamnéjsi takové studie se ukdzaly jako velmi slibné (Fridman,
2014; Van den Berg, 2016). Dals$i moznosti je studium chronologickych izolati z chronickych
infekci, kde adpata¢ni mutace zvySujici schopnost perzistovat jiz vznikly.

Tyto studie by mohly vést az k predikovani vzniku perzistentnich, a také rezistentnich
populaci, protoze se ukazuje, Ze pravé vznik perzistentnich a tolerantich bunék je jakysi
predstupen vzniku bunék rezistentnich (shrnuto v review Cohen et al. 2013), viz kapitola 2.2.
perzistentni populace, a to stanoveni kiivek hynuti vychazejici z ptedchozich praci v nasi
laboratofi, kterd je vSeobecné povazovanou kvantitativni metodu stanoveni miry perzistence.
Metodu jsem provadéla na ziskanych primoizolatech, které piedstavovaly dosud neadaptované
izolaty a dalSich dvou (tfech) naslednych izolati od dvou riiznych pacient. Timto jsem mohla
zjistit, jak se schopnost perzistovat méni v case a posoudit, zda i kratky casovy tisek staci k ziskani

vysSi schopnosti perzistovat. Také jsem mohla posoudit, jak se tato schopnost 1i§i na zakladé
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pouzitého antibiotika. Viechny izolaty byly osekvenovany v MBU AV CR, coz mi dile umoznilo
dat do souvislosti miru perzistence se ziskanymi adaptacnimi mutacemi. Pro zjisteéni, jaké
koncentraci antibiotika mam studované izolaty vystavit jsem pro kazdy izolat stanovila hodnotu
MIC pro pouzivana antibiotika ciprofloxacin, oxacilin a vankomycin.

V druhé casti mé diplomové prace jsem se vénovala otazce fyziologického stavu
perzistence, konkrétn¢ snizeni membranového potencialu na zaklad¢ antibiotického ptlisobeni.
Protoze bylo popsano, Ze perzistentni bunky maji snizeny membranovy potencial, chtéli jsme
otestovat, jak se méni membranovy potencial u studovanych izolatt v pribéhu kiivek hynuti.

Pomoci pritokové cytometrie jsem chtéla dokazat, jak vybrana antibiotika plsobi na
membranovy potencial bun¢k a jak s tim opét souvisi stafi nebo ziskané mutace izolatd a mira
perzistence zjisténa stanovenim CFU. Diky dudlnimu fluorescen¢nimu barveni jsem v prabéhu
ktivek hynuti rozliSila buiiky s membranovym potencidlem, bez potencidlu a mrtvé,
permeabilizované bunky v prabéhu kfivek hynuti. Jako kontrolni vzorky mi zde slouzily
neobarvené buiky, bunky nemajici membranovy potencial po pusobeni protonoforu CCCP a
bunky mrtvé vzniklé piisobenim vysoké teploty (80 °C, 15 minut).

V treti Casti jsem se zamétila na molekularni podstatu perzistence, konkrétné sledovani
genoveé exprese metodou kvantitativni RT PCR u vybranych gent, v kterych byly studované
izolaty mutované (yp gen pro protein s hypotetickou funkci, glmU, agrA) nebo maji prokazanou
souvislost s perzistenci (rnalll). Genova exprese byla méfena v Casovych intervalech ktivky
hynuti do 90 minuty ptisobeni antibiotik.

V posledni ¢asti mé diplomové prace jsem se pokusila pouzit automatické a mnohacetné
stanoveni pfirGstku biomasy kontinualnim meéfenim OD k monitorovani pribéhu vyrlstani
jednotlivych izolatd z perzistence v mikrotitracni desticce. Tato metoda by se mohla vyuzit pii
testovani bun¢k na schopnost perzistence i v klinické praxi. Tuto metodu jsem otestovala na vech
sedmi studovanych izolatech pro vSechna pouzivana antibiotika.

Moje prace zacala vybérem izolati, které byly podrobeny zkoumani. V ziskanych datech
ze sekvenéni analyzy MBU AV CR s.r.o., kde byly nalezeny viechny mutace v porovnani s
nejbliz§im klonalnim predkem, jsme se zamétila na mutace, které u Stapyhlococcus aureus byly
jiz v literatufe popsany jako souvisejici s perzistenci. Slo zejména o mutace v Agr lokus. U
prvniho pacineta se v poslednim chronologickém izolatu objevila mutace v jednom z genti Agr,
a to delece promotorové ¢asti mezi geny agrB a hld u druhého pacienta (viz obrazek €. 5). Téz
v poslednim chronologickém izolatu byla bodova mutace v genu pro agrd. V literatufe u
klinickych izolatd S. aureus jsou mutace v agr operonu poméerné ¢astym jevem (McNamara &
Iandolo 1998; Somerville et al. 2002) a byly nalezeny u klinickych izolati pochazejicich z
dychaciho traktu pacientt s CF jiz diive (Goerke et al. 2000; Goerke et al. 2003; Tan et al. 2019).
Mutace, které méni funkénost Agr systému, mohou vést ke snizené virulenci u téchto izolat a

snadné&j$imu piizplsobeni se hostitelskym podminkam (Suligoy et al. 2018). U prvniho pacienta
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se jiz u druhého chronologického izolatu (38A) objevila mutace v genu pro hypoteticky protein,
ktery je soucasti operonu spole¢né s genem glmU.

U prvni ¢tvetice izolatl se hodnoty MIC v pribéhu casu nezménily. U trojice odebrané
z druhého pacienta vSak doslo k zvySeni MIC pro vankomycin u v potadi tfetiho chronologického
izolatu. Naopak zde doslo ke snizeni MIC pro oxacilin u nejvice adaptovaného izolatu (viz tabulka
¢. 1). Prvni pfipad nam potvrzuje, Ze u perzistentnich bunék nedochézi ke zméné¢ v MIC (viz
uvod). U kmene 44A vsak doslo ke zvySeni MIC pro vankomycin z MIC = 1 na MIC = 2. Za
zvySeni MIC mohou byt zodpovédné nekteré mutace, které izolat ziskal. O tom, které jsou za to
zodpovédné, v§ak mohu pouze spekulovat. Dal§im diivodem pro zvyseni hodnoty MIC muze byt
pitomnost rezistentnich bunék. Jak bylo pojednano vyse, perzistofi jsou jakysi predstupen vzniku
rezistentnich bunék (Colon et al., 2013). Podle literatury se mohou tyhle buiiky skryvat v prabéhu
ktivek hynuti a mohou se v ni odhalit az v del§im Case po ptisobeni antibiotika. Tuto hypotézu by
mohl podpofit i sledovany narlst perzistord v poslednim ¢ase méfeni kiivky hynuti u kmene 44A
(viz graf ¢. 3b). Piitomnost rezistentnich bunék muze celkové zvySovat miru perzistence v
kvantitativnich testech (Balaban et al., 2019).

Kiivky hynuti studovanych klinickych izolati vykazovaly vzdy bifazicky prubéh, ktery
je pro perzistentni populaci typicky (viz grafy €. 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b). U prvniho pacienta jsem
sledovala nartist schopnosti perzistovat v zavislosti na ziskanych mutaci. Konkrétn¢ §lo o deleci
v promotorové oblasti mezi geny agrB a hld u nejvice adaptovaného izolatu (38A). Tato mutace
méla jisté néjaky vliv na expresi probihajici z téchto mutovanych genil. Dale mél tento izolat
mutaci v genu pro hypoteticky protein (4yp), o kterém vime, Ze je ve stejném operonu jako gen
glmU, ktery se ucastni syntézy bunécné stény. Rozdil ve schopnosti perzistovat v zavislosti na
adpataci Slo sledovat po ptisobeni vSech antibiotik. Nejvyraznéjsi zvyseni nastalo u ciprofloxacinu
(o tii fady), u oxacilinu a vankomycinu byl nejvyssi nartst o dva fady oproti primoizolatu.

Nejvic adaptovany izolat (38A) vykazoval vys$S§i miru perzistence i oproti izolatu
odebranému ve stejny cas, ktery ale neobsahoval mutaci v operonu Agr (38C). Nartst schopnosti
perzistovat po ptisobeni vSech anitibotik $lo vSak vidét jiz u izolatu odebraného o rok dtive (37A)
a to dokonce o néco vyssi nez u pozdnéjsiho izolatu 38A. Tento izolat ma mutaci pouze v genu
pro hypoteticky protein, ktery do souvislosti s perzistenci doposud davan nebyl.

U druhého pacienta zavislost schopnosti perzistovat na adaptacni mutaci v Agr operonu
patrnd nebyla. Zde byla zjisténa pouze bodovad zaména v genu agrd vedouci k zameéné
aminokyselin, u nejvice adaptovaného izolatu (44A). Tato mutace ziejmé nema na regulaci Agr
takovy vliv, a proto jsme nesledovali vyrazné zmény v mife perzistence po plsobeni zadného
antibiotika. Dokonce se zde objevil jev opa¢ny oproti o¢ekavani, kdy mira perzistence v Case
klesala. Rozdil v fadech nebyl vsak tak vyrazny Slo 1 -1,5 fadu mezi primoizolatem a nejdéle
odebranym izolatem, s tim, Ze mezi jednotlivymi biologickymi triplikaty byly velké odchylky
(viz grafy ¢ 1b, 2b, 3b). Toto mlze odkazovat na nedostatky této metody, kdy sledujeme pouze
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vyrustani z perzistence a kultura je pfed vysevem zaroven fedéna. Proto dochazi k tomu, Ze
adaptované izolaty vyrustaji haie. Tato metoda se jiz u mé predchidkyné ukazovala jako
nevhodnd, protoze pii vysokém fedéni kultury populace Casto viibec nevyrustaly. Zduvodnéni
bylo takové, Ze jeji izolaty byly jiz velmi adaptované a mély Casté mutace v Agr systému a takové
izolaty maji pravdépodobné sniZenou nebo Zadnou schopnost produkovat molekuly podporujici
resuscitaci perzistorti (Pascoe et al. 2014). Ja jsem se s takovymi problémy setkala pouze u izolatt
s mutaci v Agr u izolatu 38A. Dlivodem je nejspise fakt, ze moje izolaty tolik adaptované dosud
nebyly, a tudiz se nezhorSovala produkce molekul, které by mohly podporovat resustitaci
perzistort, a které jsou nejspise produkované Agr operonem. Dalsim divodem, pro¢ u druhého
pacienta nebyla vyrazna zména v mife perzistence v takto provedeném srovnavacim experimentu
muze byt skutecnost, ze pomérné vysokou schopnost perzistovat vykazuje jiz primoizolat (42A,
viz grafy €. 1b, 2b, 3b).

Mutace v Agr podle naSich vysledkt napomahaji schopnosti perzistovat, coz je v souladu
s literaturou (Goerke et al. 2003, Suligoy et al. 2018, Tan et al. 2019). Podobné srovnani provedla
minuly rok i ma predchidkyné s chronickymi izolaty S. aureus, kde sledovala, k jakym zménam
v urovni perzistence dochazi v ramci dvou klonalnich izolati od pacientii s CF. Pfisla téz na to,
7e mira schopnosti perzistovat je nejvice zvySena u agr mutanta. Z nasich vysledki dale vyplyva,
ze za schopnost perzistovat mohou byt zodpovédny i jiné mutace nez v Agr operonu.

V druhé casti prace jsem se pokusila ukazat, jak pusobeni studovanych antibiotik
ovlivitluje membranovy potencial (MP) v pribéhu kiivky hynuti. Snizeni membranového
potencialu bylo zjisténo u perzistentnich bunek. E. coli, kde je za to nejspise zodpovédna indukce
porotvorného toxinu HokB (Verstraeten et al. 2015). U S. aureus bylo popsano, Ze za snizeni
membranového potencidlu je zodpovédna zmena exprese enzymit TCA cyklu. Experimentatofi
vychazeli ze zji§téni, ze mutanti v TCA cyklu vykazuji vyrazné vyssi podil perzistorti (Ma, Chao
et al. 2010). Skupina pani Wang méfenim membranového potencialu pomoci DiOC(2)3 zaroveii
dokazala, ze mutanty v TCA cyklu vykazuji niz§i membranovy potencial po plsobeni
ciprofloxacinu (Wang et al. 2018).. Podle literatury tedy niz$i MP charakterizuje perzistentni
buiiky, a proto jsme se rozhodli MP u studovanych izolatl zméfit.

Membranovy potencial jsme méfili po plsobeni antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a
vankomycinu a vysledky jsou zaznamenany v grafech ¢. 3a, 3b, 3c a 4a, 4b, 4c pro kazdého
pacienta a kazdé antibiotikum zvlaste. Pro vétsi piehlednost neuvadim cas TO, kde bylo témer
100 % bunéck s potencidlem. Zjistili jsme, ze po pusobeni ciprofloxacinu dochazi ke ztrate
membranového potencialu v populaci bunék nejpomaleji (viz grafy ¢. 3a a 4a). Divodem je
pravdépodobné fakt, Ze ciprofloxacin puisobi na gyrazu, a ne na buné¢nou sténu jako zbylé dvé
antibiotika.

U prvniho pacienta dochdzelo v pribéhu kiivky hynuti k procenutalnimu nartstu

populace bez potencialu, kdy nejvyssi nartst byl po 4 hodinach piisobeni. Lze zde pozorovat
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trend, kdy u adaptovanéjsich izolati dochézelo ke ztraté MP v populaci pomaleji a po 4 hodinach
stale pfevladala populace s potencialem. U adaptovanych izolati se pomér populaci s potencidlem
a bez potencialu vyrovnal. Primoiozolat oproti tomu mél jasné vic bun€k bez MP ve ¢tvrté hodiné
pusobeni ciprofloxacinu (viz graf ¢. 3a).

U druhého pacienta rozdil mezi izolaty vyrazny nebyl. A ve ¢tvrté hodiné plisobeni
ciprofloxacinu byly populace s potencidlem a bez potencialu ve stejném poméru u primoizolatu i
u naslednych chronologickych izolatd (viz graf ¢. 4a). Toto méfeni ¢astecné koreluje s pribéhem
ktivek hynuti, kde byly vétsi zmény v méfeném CFU mezi dvéma pacienty spiSe nez mezi
antibiotiky.

U antibotik inhibujicich bunétnou sténu doslo k pomérné rychlé ztrat¢ MP v celé
populaci bun¢k jiz v prvni hodiné jejich ptisobeni. Ve ¢tvrté hodin€ jiz byla vétSina bunék bez
potencialu (u oxacilinu $lo 80 % a u vankomycinu o 90 %), a to u obou pacientli (viz grafy ¢. 3b,
3c a 4b, 4c). Obecné lze jeste konstatovat, ze po pisobeni oxacilinu nedochazi ke ztrat¢ MP tak
rychle jako po ptisobeni vankomycinu.

Z vys$e uvedenych odstaveu vyplyva, ze kazdé antibiotikum plsobi na fyziologicky stav
prezivsich bakterii riznym zptsobem. Je také pravda, ze kazdé z téchto antibiotik ma rozdilné
pusobeni. Ciprofloxacin je fluorochinolové antibiotikum inhibujici gyrazu, Oxacilin je beta-
laktamové antibiotikum, které u rostoucich bun¢k inhibuje transpeptidaci a karboxypeptidaci pii
syntéze peptidoglykanu vazbou na proteiny vazajici penicilin (PBP). Poslednim pouzivanym byl
glykopeptidovy vankomycin, ktery inhibuje syntézu BS vazbou na sténové prekurzory, které tak
nemohou tvofit zesiténi pomoci transpeptidaz a dochazi tak k zastaveni rastu.

Podle téchto poznatkil je ziejmé, Ze oxacilin a vankomycin razantnéji indukuji snizeni
membranového potencialu Na snizeni membranového potencialu u S. aureus ma tedy vliv zvolené
antibiotikum spiSe nez genetické zmény izolath. Také jsme dosSli k zavéru, Ze méfeni
fyziologického stavu pomoci FC neni zcela vypovidajici, protoze ztrata membranového
potencialu se neda korelovat s mirou perzistence, kterou jsme ziskali stanovenim CFU. Ptikladem
je primoizolat 28 A, kdy mira perzistort po ptisobeni perzistorti byla nejnizsi pti stanoveni CFU,
ale podle udaji z FC ptfevazovala subpopulace bez potencialu a byla vyssi nez u u kmene 38A,
ktery naopak pii CFU vykazoval vyS$§i miru perzistence, ale vice bunék s potencidlem (viz grafy
¢. la, 2a, 3a). Toto zjisténi neni v souladu s literaturou, kdy perzistoii vykazuji vyrazné nizsi
membranovy potencial. Vhodnéjsi vyuziti priitokové cytometrie pro stanoveni perzistorit by
mohla byt kombinace méteni genové exprese gentl, které jsou jasné spojeny s perzistenci,
amefenim fyziologického stavu typického pro perzistory jako je pravé nzky membranova
potencial (Henry & Brynildsen, 2016).

V dalsi ¢asti jsme provedli méfeni miry genové exprese u tif izolati od prvniho pacienta,
u kterych vime, ze ovlifiuji miru perzistence. Exprese genu pro protein s hypotetickou funkci

(hyp) a genu glmU u izolath 28A a 37A se po plisobeni antibiotik nezménila oproti kontrole
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(kultura bez antibiotika), pfestoze u 37A jiz mutace pro Ayp byla. U izolatu 38A doslo u obou
gent k vyraznému nartistu exprese po ptisobeni vSech antibiotik (viz graf €. 5 a 6). Tento vysledek
muizeme interpretovat tak, Ze protein kdédovany genem hyp miliZze reagovat na antibiotikum
zvysenou produkci prekurzorti pro bunéénou sténu a tim zvysSovat odolnost vii¢i antibiotiku.

U genu agrA jsme zaznamenali mirné zvySenou expresi po puisobeni antibiotik u izolatu
28A. O AgrA je znamo, Ze podporuje tvorbu biofilmu a vznik chronické infekce (viz kapitola
2.4.2)). U izolatu 37A doslo naopak ke snizeni exprese agrA v desaté a tficaté minuté ptisobent,
v devadesaté minuté naopak k jeho nartstu. U 38A ke zvySeni exprese nedochazi, coz diky deleci
v promotorové casti Agr operonu se da predpokladat (viz graf ¢. 7). Vzhledem k této deleci
dohromady s kolisavym pribéhem exprese u izolatu 37A se bohuzel neda dojit k néjakému
jasnému zavéru. Dalo by se spekulovat, ze AgrA né&jak ovliviiuje expresy genu pro hypoteticky
protein a genu glmU.

Z vysledkt pro gen rnalll mizeme dedukovat, ze se béhem perzistence neindukuje,
protoze nedochazelo k jeho vyssi expresi oproti kontrole ani u primoizolatu (viz graf ¢. 8). Toto
zjisténi je v souladu s literaturou, kdy bylo nékolikrat prokazano, ze rnalll je silné exprimovano
v akutni infekci, a naopak béhem chronické, kde se vyskytuji perzistofi je jeho produkce
potlacena (Vaudaux akol., 2002). Tento gen by proto mohl byt vhodny pro rozliseni perzistujicich
bunck spolecné s dal$imi metodami. Napiiklad by to mohl byt jeden z genl fuzovany
s fluorescenénim proteinem pro pouziti v pratokové cytometrii s dal§imi metabolickymi
indikétory.

Metoda stanoveni genové exprese je tedy vhodna ke zkoumani molekuldrnich
mechanizml perzistence, o jeji mife vSak mnoho nevypovida. Vzhledem k heterogenité
perzistort se neda prili§ ocekavat, Ze mira exprese jednoho nebo i vice gend bude v budoucnu
dostate¢né prukazna pro pouziti v klinické praxi pti detekovani perzistort.

Pro sledovéani dynamiky vyrtstani z perzistence jsme pouzili kontinudlni méfeni OD
pomoci spektrofotometru VarioSkan. Zde jsme charakterizovali ristovou rychlost bez ptisobeni
antibiotika a nasledn¢ také po ctyfech hodinach plsobeni antibiotika. Podle rustové kiivky bez
pusobeni antibiotika sem urcila dobu zdvojeni, kde jsem zjistila, Ze mutanty v Agr operonu maji
vyssi riustovou rychlost (viz tabulka ¢. 4). Doba zdvojeni pod urcity Cas by tak také mohla
indukovat zvySenou schopnost perzistovat. Pro takové trvrzeni by bylo tfeba ud¢lat statistiku pro
mnohem vétsi pocet izolatli. Navic tato spojitost kratsi doby zdvojeni s mutaci v Agr operonu
dosud publikovana nebyla.

Pfi vyrtstani po plsobeni antibotik jsme narazily na technicé problémy. Byl zde
vyznamny vliv fedéni, kdy vice jak 10x fedéné izolaty nevyristaly ani po deseti hodinach
sledovani. Po dilc¢im fedéni, které jsme aplikovali na izolaty 38C a 44A (viz grafy €. 13 a 14)
biomasa jiz nardstala. Zde se da spekulovat o tloze molekul mezibunééné komunikace (quorum

sensing), které by podporovaly resustitaci perzistorti, protoze téch pii fedéni kultury v médiu
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ubyva. Toto zjisténi se nachazi jiz v publikaci, kde se za resustitaci perzistort zdaji byt odpovedné
faktory PSM, jejichz exprese je pod pfimym vlivem Agr systému (Bojer et al. 2018). Horsi
resustitace u izolatli s mutaci v Agr tuto domnénku potvrzuje. Také to mize 1épe vysvétlit horsi
vyrustani na agarovych plotnach pfi vys$im fedéni kultury béhem stanoveni CFU, viz vyse. Dale
je tfeba zminit, Ze ani méfeni v intervalu 10 hodin nebylo dostatecné pro zaznamenani nartistu
biomasy v nizSim fedéni. V experimentu, ktery méfil vyristani Listeria monocytogenes
v mikrotitraéni desti¢ce po vystaveni rozlicnym stresim, byl opétovny nardst biomasy
zaznamenan aZ po 20 hodinach a vice (Guillier, Pardon & Augustin, 2005). V dalSich podobnych
experimentech by bylo tfeba tedy otestovat delsi dobu kultivace s kontinualnim méfenim OD.

Po vypocéteni doby zdvojeni po plsobeni antibiotik, coz mélo predstavovat vyrustani
z perzistence, jsem sledovala jeji vyrazné prodlouzeni oproti stavu pied ptisobenim antibiotik (viz
tabulka ¢. 5). Toto zjiSténi, ale neni v souladu s literaturou, kde bylo pomoci pritokové cytometrie
mefeno vyrlstani z perzistence na kmeni E. coli a zjistilo se, Ze pii vyristani po plsobeni
ampicilinu nedochazi ke zmén¢ v dobé zdvojeni oproti normalnimu stavu, kdy populace zddnému
antibiotiku vystavena nebyla (Mohiuddin et al. 2020). Ja jsem vSak méla jiny druh bakterii, a
navic adaptované izolaty, kde mohla byt situace odlisSnad. Také jsem k zjisténi rstové rychlosti
vyuzila metodu méfeni OD v rdmci celé populace, ktera je jisté méné piesnd, nez méfeni na Grovni
jedné bunky pomoci priutokové cytometrie jak to provedl pan Mohiuddin a spol.

Dale jsem zjistila, ze nase primoizolaty maji u obou pacientd delsi dobu zdvojeni pii
vyristani z perzistence oproti pozdnéj$im izolatim. To by se dalo vysvétlit tak, ze adaptovangé;jsi
izolaty ziskavaji vyssi odolnost proti piisobeni antibiotik. V literatufe je mnohokrat uvadéno, ze
izolaty z chronickych infekci jsou odoln€jsi proti mnoha vliviim (viz kapitola 2.4.1.).

Pii vyrGstani z perzistence jsme pozorovali téZ vyrazné zmény v délce lag faze mezi
jednotlivymi antibiotiky a mezi chronologickymi izolaty. Po ptisobeni ciprofloxacinu byla lag
faze biomasy nejmén¢ vyrazna (pfiblizn¢ 60 minut), po oxacilinu byla jiz delsi (100 minut) a po
pusobeni vankomycinu se biomasa rozristala nejpomaleji (200 minut) (viz graf ¢. 15). Rozdily
mezi antibiotiky v rdmci jednoho izolatu pfisuzuji postantibiotickému efeku, kdy se bakterialni
suspenze rozrista pomaleji z divodu obnovy poskozeni struktur nebo syntézy novych enzymt, a
to ma za nasledek delsi lag fazi v ristové kiivce (MacKenzie & Gould, 1993), viz graf ¢. 15. O
fluorochinolonech, mezi které patii ciprofloxacin je znamo, ze na jejich plsobeni ma vliv
bakteridlni denzita a to takovy, Ze jejich ucinek s roustouci denzitou klesa. Timto by se dala
vysvétlit nejkratsi lag faze biomasy po plisobeni ciprofloxacinu v nulovém fedéni. Bakterie
nejspise nebyly antibiotikem tolik zasazeny. Dale i nase zjisténi, ze u vétSiny bunék nedochazi ke
ztraté membranového potencialu. Naproti tomu vankomycin je antibiotikum s velmi razantnim
baktercidnim ucCinkem (viz nami naméfend ztrdta MP v celé populaci jiz poprvni hodiné

pusobeni), a nejspise praveé proto je zde opetovné rozristani nejpomale;jsi.
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Postupné prodluzovani lag faze u perzistujich bunék bylo pozorovéno v nékolika
nezavislych experimentech zminénych v prehledu literatury v kapitole ¢. 2.2. Prodlouzena lag
faze je brana jako zvyhodnujici adaptace spojovana s vyssi toleranci k antibiotikiim, ktera mtize
vést az k rezistenci (Fridman et al. 2014; Levin-Reisman et al. 2017). V téchto studiich byly
bakterie vystavovany antibiotikim v cyklech, mezi kterymi byla antibiotika odstranéna a
nasledn¢ opét pridavana. Ukézalo se, Ze u bakterialni populace doslo k prodlouzeni lag faze jiz
po né¢kolikatem cyklu. Tedy dochazelo k postupné adaptaci bakterii na plsobeni antibiotika.
Z toho diivodu jsem porovnala, zda dochazi k vétSimu prodlouzeni lag faze po piisobeni antibiotik
u adaptovangjsich izolatli oproti primoizolatu. Zjistila jsem, ze ani u jednoho pacienta nedoslo u
adaptovangjsich izolati k vyzanemnému prodlouzeni lag faze, a tedy pozdné&jSimu nardstu
biomasy, a to po piisobeni zadného antibiotika. Ukazkovy graf uvadim pro vankomycin, a to pro
trojici izolat od prvniho pacienta (28A, 37A, 38A, viz graf €. 16). Pro odhaleni zmén v lag fazi,
jak bylo popsano v literatufe by bylo nejspise tfeba zkoumat adaptovanéjsi izolaty nebo na toto
stanoveni pouZit piesnéjsi metody, naptiklad ScanlLag, viz kapitola 2.5. Také nemam informace
o tom, kdy a kterymi antibiotiky byli pacienti 1é¢eny, a na které antibiotikum tedy u studovanych
izolatlh mohla vznikat tolerance.

Proto, aby se stanoveni pomoci kontinualniho méfeni OD dalo pouzit v praxi, by metoda
musela byt vice optimalizovana, zejména na stejnou pocatecni koncentraci biomasy, viz rozdilna

pocate¢ni OD u grafu ¢. 15 a 16.

76



7. Souhrn

Cilem mé prace bylo porovnat jednotlivé metody studia perzistorii, které by se mohly v
budoucnu pouzivat v klinické praxi, a také rozsifit znalosti o chovani perzistorit diky témto
metodam. Zaroven jsem sledovala, jak se schopnost perzistovat méni béhem adaptace na

hostitele, a jak je tato zména ovlivnéna ziskanymi mutacemi.

V moji diplomové praci bylo dosazeno téchto cili:

1. Pomoci kiivky hynuti jsem zjistila miru perzistence u klinickych chronologickych
izolat od dvou pacientil s cystickou fibrozou a zjistila jsem, Ze schopnost perzistovat
stoupa s adaptaci izolatu. Také jsem zjistila, Ze mutanti v genech agr a hyp vice

perzistuji.

2. Sledovala jsem vliv antibiotik na membranovy potencial pomoci pritokové cytometrie
a urcila jsem zastoupeni subpopulaci v pribchu piisobeni antibiotika. Zjistila jsem, Ze

takovéto odliSeni subpopulaci se neda korelovat s mirou perzistence.

3. Stanovila jsem miru genové exprese pro geny, v kterych byly izolaty mutované.
Zjistila jsem, ze geny, které se ti€astni syntézy bunéncné stény jsou béhem plisobeni

antibiotik v adaptovanych izolatech vyrazné vice exprimovany.

4. Pomoci stanoveni genové exprese jsem dale potvrdila, ze gen rnalll, ktery je soucasti

Agr operonu, je v chronickych infekcich potlacovan.

5. Otestovala jsem metodu kontinualniho stanoveni OD pro zjisténi dynamiky vyrtstani
z perzistence. Zjistila jsem, Ze méa na toto vyrlstani zasadni vliv fedéni, a ze mutace

v agr genech zvySuji ristovou rychlost.

6. Kontinudlnimu méfenim OD jsem u izolatd sledovala prodluzovéni lag faze po

vyrustani z perzistence v zavislosti na pouzitém antibiotiku.
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