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ABSTRAKT

Perzistence predstavuje schopnost bakterii piezit plisobeni antibiotik, i kdyz bakterie
nekdduji geny rezistence. Jedna se o velice komplexni proces, ktery je pravdépodobné
dasledkem omezeni fyziologickych déji u dané subpopulace bakterii. Cilem této prace
bylo ovéfit vhodnost nové vyvinutého testu ,, Tolerance Disk test (TD testu, Gefen et
al. 2017) k detekci perzistentni nebo tolerantni subpopulace bakteridlnich bunék u
klinickych izolati Staphylococcus aureus. TD test jsme provedli u tohoto druhu
bakterie, kterd je vyznamnym podminén€ patogennim organismem cloveka, a jeho
vysledky jsme porovnali s vysledky kiivek hynuti. Zjistili jsme, Ze i v tomto piipad¢ 1ze
semikvantitativné sledovat schopnost perzistovat a tento test tedy povazujeme za
vhodny pro zavedeni do klinické praxe. Krom¢ toho navrhujeme, ze by TD test mohl

umoznit rozliSeni perzistentni a tolerantni subpopulace.

Kli¢ova slova: Staphylococcus aureus, perzistence, antibiotika, tolerance



ABSTRACT

Persistence is the ability of bacteria to survive the impact of antibiotics even when the
bacteria do not encode resistance genes. This is a very complex process, which is
probably consequence of a reduction physiological process in subpopulation of bacteria.
The aim of this study was to verify the suitability of the newly developed “Tolerance
Disk Test” (TD test, Gefen et al. 2017) for detection of persistent or tolerant
subpopulations of bacterial cells in clinical isolates of Staphylococcus aureus. We
performed TD test for this kind of bacteria, which is a significant oportunistic
pathogenic organism in humans, and compared its results with the killing curves. We
have found that the ability to persist can be monitored semi-quantitatively also in this
case and we consider this test suitable for introduction into clinical practice. In addition,
we suggest that TD test could distinguish between persistent and tolerant
subpopulations.

Key words: Staphylococcus aureus, persistence, antibiotics, tolerance
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1 UVOD

1.1 Perzistence

Pojem perzistence oznacuje schopnost bakterii piezit plisobeni antibiotik, pficemz tato
schopnost neni kodovana v genetické informaci bakterie a nemtize byt tudiz dédéna
z buiiky na buiiku. Perzisteii se dostavaji do fyziologického stavu, ktery jim umozni
pfezit pusobeni antibiotik, aniz by tato schopnost mohla byt pfenaSena v ramci
populace. Vétsina védceu se shoduje na tom, Ze jde o stav dormance, kdy bakterie tlumi
nékteré fyziologické procesy, na které antibiotika cili (Keren et al. 2004; Kwan et al.
2013). Existuje vSak i1 nazor, ze stav perzistence je proces aktivni, protoZe bakterie
aktivné pumpuje antibiotika ven z buiiky a tim se brani jejich uc¢inku (Pu et al. 2016).
Pojem perzistence mize byt chapan jesté v uz§im smyslu a to takovém, ze bakterie
preziva antibiotickou 1écbu skryta v hostitelské bunce, ktera ji chrani piimému
vystaveni antibiotiku (Fisher et al. 2017). N¢kdy jsou v literarnich pramenech pojmy
perzistence ne zcela piesné pouzivany, coz svéd¢i o tom, Ze 1 piesto, Ze je tento fenomén
dlouho zndm, pozndni neni dostatecné a védeckd komunita je v mnoha otdzkach

nejednotna.

1.1.1 Navozeni perzistentniho stavu

Pokud je bakterialni populace vystavena antibiotiklim, k nimZ je citlivd, dojde na
populacni trovni k rychlému ubytku poctu bunék. Subpopulaci bunék, kterd tento
nepiiznivy zasah 1éCby prezije, oznaujeme jako perzistery a pribeh vzniku perzistert
charakterizuje tzv. bifazicka kfivka hynuti (Balaban et al. 2004). Dle jejiho prubéhu Ize
kvantifikovat kolik perzister se v dané populaci tvofi. Tolerantni bakterie se od
perzisterti 1181 minimalni dobou zabiti 99 % bunék z celkového poctu piivodni populace
(MDKyo), jak je ukdzano na obrazku ¢islo 1. U tolerantnich bakterii je tato doba delsi

nez u perzisterti (Brauner et al. 2016).
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Obrazek ¢. 1: Pribéhy kiivek hynuti charakteristické pro perzistery, tolerantni bakterie a
populaci bakterii na ATB citlivou (podle Brauner et al. 2016)

Ve starSich pramenech literatury byla perzistence chapana jako déj stochasticky, ktery
nastdva bez ohledu na vnitini a vnéj$i podminky kvuli variabilit€¢ v genové expresi
(Balaban et al. 2004, Maisonneuve et al. 2013). V soucasnosti je pfijiman spiSe nazor,
ze perzistence je navozena souhrou stochastickych 1 deterministickych (tzn.
nendhodnych) faktori (Michiels et al. 2016). Mezi tyto nendhodné faktory patfi
pfedev§im pusobeni strest, po jejichz plsobeni se frakce perzisterti zvysSuje. Vyssi
schopnost perzistovat byla prokdzédna po hladovéni a po vystaveni oxidativnimu,
tepelnému a osmotickému stresu (Murakami et al. 2005; Wu et al. 2012; Amato et al.
2013; Kubistova et al. 2017; Brown, 2019).

V soucasné dobé& bylo popsano nékolik moznych mechanismi navozeni perzistence, a
je tedy zfejmé, Ze ani mechanismus navozeni tohoto stavu neni jediny a rovnéz ze zavisi
na konkrétnim druhu bakterie. Nejznamé&j$im mechanismem navozeni perzistence
u E. coli je zastaveni proteosyntézy prostiednictvim toxin-antitoxin systémua (TA).
Naptiklad toxin HipA fosforyluje glutamyl tRNA syntetdzu, ktera ve fosforylované
podobé& nemiize vazat glutamat, ¢imz se hromadi nenabita tRNAS™ a akumuluje se
(p)ppGpp (Germain et al. 2013). To ma za nasledek pozastaveni proteosyntézy a
navozeni stavu dormance. DalSim piikladem je toxin HokB, na jehoz transkript se vaze
GTPaza Obg (vézajici (p)ppGpp), coz vede ke stabilizaci tohoto transkriptu. Jeho
pfevaha nad antitoxinem poté umoziuje vstup do stavu perzistence (Verstraeten et al.
2015). Delece vSech zndmych TA systémt u S. aureus (MazEF, RelBE a Axe/Txe) vSak
miru schopnosti perzistovat neovlivnila (Conlon et al. 2016). Proto se spekulovalo, zda
se tento mechanismus uplatiiuje i u grampozitivnich bakterii. V soucasnosti se uvazuje
o zcela novém TA systému TMCS, ktery ma vliv na vznik perzisterti u S. aureus (Habib
et al. 2020).



Na navozeni perzistentniho stavu se mohou podilet rovnéz regulatory, které se ucastni
regulace transkripce, translace nebo zakladnich metabolickych drah (napt. Krebsova
cyklu) (Hansen et al. 2008, Wang et al. 2018, Zalis et al. 2019), ackoliv piesny
mechanismus nebyl popsan. Zajimavy mechanismus pochézi i z prace Pu a jeho kolegt,
kde byla u perzistert E. coli pozorovana zvySena exprese genu pro efluxni pumpu TolC,
ktera bunku aktivné zbavuje antibiotika pienosem pies bunécnou membranu do
extracelularniho prostedi (Pu et al. 2016). Tyto dil¢i vysledky poukazuji na nelehkou,

a jesté hodné dlouhou cestu k pochopeni déji pro navozeni perzistence.

1.1.2 Resuscitace perzisteri a vybér mezi Zivotnimi strategiemi

Pro klinickou praxi neni dillezité jen mechanismus, jakym perzisteti vznikaji, ale i to,
jakym zptisobem je lze resuscitovat, tzn. navratit do neperzistentniho fyziologického
stavu. To by mohlo mit vyznam nejen v prognéze priabéhu onemocnéni, ale predev§im
v u¢inngj$i a rychlejsi 1é¢be. Na molekularni irovni miize resuscitace nastat obnovenim
proteosyntézy prostfednictvim obnoveni rovnovazného stavu traskripti pro dany TA,
ptipadné odstranénim funkcni skupiny z aminoacyl-tRNA, ktera blokuje jeji vazbu do
A-mista ribozomu (Overgaard et al. 2008; Cheverton et al. 2016).

V soucasnosti se uvazuje, Ze perzistence je jedna z mnoha Zivotnich strategii, kterou si
bakterie voli dle prostfedi, ve kterém se vyskytuje, pokud ma pro danou strategii
vhodnou genetickou vybavu. Napiiklad pro bakterii S. aureus bylo dokazano, Ze
bakterie dovede reverzibilné pfepinat mezi stavy chronické a akutni infekce (viz obrazek
¢. 2). Bakterie S. aureus aktivujici regulacni systém virulenc¢nich genti (Agr systém)
mohou vytvéaret virulen¢ni faktory, coz nasledné€ vede k akutni infekci (Abdelnour et al.
1993, Tan et al. 2018). Ty bakterie, které maji tento systém bud’ mutovany nebo
reprimovany, se nachazi ve stavu perzistence, neprodukuji virulen¢ni faktory a
charakteristicka je pro n€ exprese alternativniho sigma faktoru SigB (Moisan et al. 2006,
Tuchscherr et al. 2017). Tento projev onemocnéni se potom oznacuje jako chronicka
infekce. Jakym zpisobem bakterie S. aureus mezi témito dvéma strategiemi piepind a

co prepinani indukuje, dosud neni zcela jasné.
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Obrazek €. 2: ,,Prepinani mezi riznymi bakterialnimi strategiemi u S. aureus. Indukce exprese
agr gend ma za nasledek aktivaci transkripce toxintl, coz zvysSuje agresivitu infekce a dochazi
k invazi do epitelti. Naopak umlceni transkripce agr a aktivace trankripce sigB vede do stavu
bakterialni perzistence a tedy chronické infekci (ptevzato a upraveno podle Kahl et al. 2016).

1.2 Klinicky vyznam a metody studia perzistence

Perzisteti mohou byt pfi¢innou vzniku chronickych infekci, kdy je véSinou nelze
antibiotiky zcela eradikovat. Prvnim diivodem je jejich dormantni stav, kdy jsou obtizné
rozpoznatelné imunitnim systémem. Druhym dGvodem je to, ze Casto pretrvavaji
v biofilmech nebo pfimo v hostitelskych buiikach, ve kterém jsou chranéni pired
hostitelskym imunitnim systémem (Tuchscherr et al. 2010). Naptiklad plice cystickych
fibrotikli obsahuji vysoce viskézni hlen a toto prostfedi je proto velmi vhodné pro
osidleni bakteriemi S. aureus, Pseudomonas aeruginosa a Burkholderia cepacia.
Z davodu velkého selekEniho tlaku (vliv antibiotik) a oslabené imunity té€chto pacienti
jsou izolaty bakterii z plic cystickych fibrotikli vhodnymi modely pro studium
perzistence (shrnuto v review Hauser et al. 2011).

V literatufe je mozné najit hned nékolik snah o dosazeni Gplné eradikace perzistert,
ktera spoc¢iva piredevsim v jejich resuscitaci pridanim glukoézy, fruktdozy nebo manndzy
k vybranému antibiotiku (Allison et al. 2011; Prax et al. 2016). Dal$i moznosti je

vyvinout antibiotikum, které by bylo rovnéz u¢inné na perzistery (Schmidt et al. 2014).



SpiSe moZnosti budoucnosti je cilit na bakterialni regulatory a regulacni systémy, které
jsou pro vznik perzistence dulezité (regulator SigB nebo Agr systém u S. aureus).
Nejrozsitenéj$i metodou testovani perzistence pro védecké ucely je stanoveni kiivky
hynuti. Z mnozstvi perzisteri pirezivajicich pusobeni antibiotika lze porovnavat
schopnost perzistovat navzajem mezi jednotlivymi kmeny a izolaty bakterii. Detekce
perzistert se ale v klinické praxi dosud neprovadi, protoze stanoveni kiivek hynuti je
v klinické praxi neproveditelné.

Snaha zavést rychly test na schopnost perzistovat se poprvé objevila v publikaci
Nathalie Balaban a jejich kolegt z roku 2017 a tento test byl pojmenovan TD test
z anglického Tolerance Disk test (Gefen et al. 2017). Navazuje na klasicky diftzni test
rezistence a spoCivd v resuscitaci perzisterl v inhibi€ni z6n€ po nahrazeni
antibiotického disku diskem s glukézou (viz obrazek €. 3). Ve zminéné publikaci byl
tento novy test provedeny u klinickych izolatl i laboratornich kment gramnegativni
bakterie E. coli.

V nasi praci jsme tento test vyzkouseli s referenénim kmenem S. aureus ATCC 25923
a s klinickymi izolaty S. aureus. Vysledky z tohoto testu jsme porovnali s vysledky
ktivek hynuti. Timto jsme chtéli ovéfit, zda TD test ma obecné pouziti a zda se da

perzistence TD testem sledovat i u tohoto podminéné patogenniho organismu.

Citlivy kmen - krok 2

Tolerantni kmen - krok 2

Obrazek ¢. 3: Ukazka provedeni TD testu. TD test u citlivcho (E, F) a
perzistentniho/tolerantniho kmene (G, H). Antibioticky disk umistény na kultufe rozetfené na
misce (E, G) se nasledn€¢ vyméni za disk s glukézou; (F, H). V inhibi¢ni zon€ Ize po kultivaci
24 — 48 h pozorovat resuscitované perzistery (pfevzato a upraveno podle Gefen et al. 2017).



2 SHRNUTI A DIZKUZE VYSLEDKU

V nasi praci jsme se pokusili ovéfit, zda TD test vyvinuty skupinou védct pod vedenim
N. Balaban a publikovany v jejich ¢lanku v roce 2017 (Gefen et al. 2017), je vhodny i
pro testovani perzistence/tolerance u podminéné patogenni grampozitivni bakterie
S. aureus. Tuto schopnost jsme testovali u referencniho kmene S. aureus ATCC 25923
a na klinickych izolatech. Ovéteni jsme provedli na zdklad¢é provedeni kiivek hynuti
(podle Kubistova 2015), kdy jsme sledovali jejich korelaci s vysledky TD testu. Z této
korelace ndm vyplynula moZnost rozliSeni na perzistery a tolerantni bakterie.
Perzistence a tolerance je v mnoha publikacich zaménovana, ackoliv v soucasnosti
existuji snahy tyto dva terminy odliSit (Brauner et al. 2016).

Z fakultni nemocnice Motol jsme ziskali soubor 12 klonalnich chronologickych dvojic
izolat S. aureus pochézejicich od pacientii s cystickou fibrézou Z nich jsme k
otestovani pomoci TD testu na zdkladé mnozstvi mutaci a citlivosti k antibiotikiim
vybrali 6 izolatl, tedy 3 chronologické dvojice, odebrané vzdy s dvouletym odstupem.
Zamérem bylo vyzkouset, zda by tento test mohl vypovidat o schopnosti perzistovat i u
S. aureus a pokud ano, pokusit se porovnat, zda v prub¢hu dvouletého obdobi doslo u
klonélni dvojice ke zméné této schopnosti (tim se zabyva diplomova prace Kotkova
2019). Jako referen¢ni kmen jsme pouzili S. aureus ATCC® 25923™,

Experiment probihal tak, Ze jsme rozetteli definovanou bakterialni suspenzi na BHI agar
a poté jsme na n¢j vlozili pfisluSny antibioticky disk. Pro otestovani jsme pouZili
antibiotika, kterymi se 1é¢i infekce u cystickych fibrotiki: gentamicin, ciprofloxacin,
vankomycin a oxacilin. Jednalo se o antibiotika s odliSnym mechanismem u¢inku. Po
24 hodinové¢ kultivaci jsme antibioticky disk vyménili za disk s gluk6zou, po kterém, na
zaklad¢ pivodni publikace skupiny N. Balaban, by mélo dojit k resuscitaci perzisterii v
inhibi¢ni zon€. Po nasledujici 48 h kultivaci jsme odecetli vysledky. TD test jsme se
pokusili provést i na jinych médiich: Muller-Hinton agar, cokolddovy agar, Columbia
krevni agar, avSak na zddném z nich jsme oproti BHI nepozorovali perzistery.

Zda skutecné ziskané vysledky vypovidaji o schopnosti perzistovat, jsme u pfislusnych
1zolatl ovérili kvantitativnim stanovenim pomoci kfivek hynuti po 1 az 5 hodinach
pusobeni studovanych antibiotik v koncentraci 100x MIC. Kazdé stanoveni bylo
provedeno v triplikatu. Koncentrace antibiotik pouzitych pti provadéni kiivek hynuti se
lisily od koncentraci pouzitych pti TD testu, coZ mohlo zkreslit nasledné vyhodnoceni.
Zpusob vyhodnoceni TD testu jsme pievzali z vychozi publikace (Gefen et al. 2017),
kde pro slabého perzistera plati, Ze v inhibi¢ni z6né roste v poctu 1 — 10 kolonii, u

sttedniho v nékolika desitkach koloniich, v ptipad¢ silné¢ho perzistera se pocet kolonii



pohybuje v fadu set. Pozorovali jsme vSak, ze perzistefi n€kdy nerostou rovnomérné v
celé plose inhibi¢ni zony (viz obrazek ¢. 4 B), ale mohou rist jen po jejim okraji nebo
okolo gluk6zového disku (jak je ukdzano na obrazku €. 4 A a C). Domnivame se, Ze tyto
bakterie (viz obrazek ¢. 4C) lze povaZzovat za tolerantni, nebot’ pfi porovnani vysledka
z kiivek hynuti u nich nedoSlo k ndhlému poklesu populace, ktery je charakteristicky
pro perzistenci, ale k postupnému ubytku, ktery je charakteristicky pro toleranci (viz
obrazek ¢. 1, Brauner et al. 2016)
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Obrazek €. 4: Mozné rozmisténi perzistentnich/tolerantnich bakterii uvnitt inhibi¢ni zony: A)
okolo antibiotického disku B) po celé plose zony C) okolo inhibi¢ni zony

Vysledky TD testt ptiblizn¢ korelovaly s vysledky kiivek hynuti jednotlivych izolatd
(viz obrazek ¢. 5). Nejvice perzisteri jsme pozorovali pro antibiotikum oxacilin,
prakticky kazdy z izolati se nam jevil k oxacilinu vice ¢i méné¢ perzistentni. Po plisobeni
vankomycinu byly kolonie bakterii velmi $patné detekovatelné, coz vSak mlze byt tim,
ze vankomycin je pomérné velka molekula a obtizné€ difunduje v médiu. Kolonie proto
rostou pomaleji. Pii provedeni TD testu je proto dulezité zvazit vybér a koncentraci
testovaného antibiotika, nebot’ pro vSechna nemusi byt tento test vypovidajici. Dosud
neni jasné, zda a jakym zplisobem ma koncentrace ATB vliv na schopnost perzistovat
(Balaban et al. 2019).
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Obrazek €. 5: Porovnani vysledkd TD testi s vysledky kiivek hynuti po ptisobeni oxacilinu (1),
vankomycinu (2), ciprofloxacinu (3) u klinickych izolatd sal, sa2, sa5, sa6, piip. sa23 a sa24 a
referenéniho kmene ATCC 25923. Obrazky TD testli (horni tadek) zachycuji vytvorené
inhibi¢ni zény po 24 h kultivaci s antibiotikem (OXA, 1 pg; VAN, 5 pg; CIP, 1 ug) pred
vyménou ATB disku za disk s glukdzou, spodni fadek ukazuje inhibi¢ni zony po 48 h kultivace
s gluk6ézovym diskem (gluc). Chybové usecky kiivek hynuti znaci standardni odchylku ze tfi
biologickych replikati.

Jak je vidét na obrazku €. 5 kiivky hynuti byly v ramci klonalni dvojice izolati podobné,
v ramci dvojic vSak odlisné. U nékterych izolath (napft. sas pro ciprofloxacin) se pribeh
kiivky hynuti blizil pribéhu charakteristickému pro toleranci, coz by podle nas mohlo
souviset s nerovnomérnému rozloZeni perzisterti v inhibi¢ni zoné pfi TD testu. Kazdé
antibiotikum vytvarelo rizné mnozstvi perzistert, které pravdépodobné souviselo
s vlastnosti izolatu perzistery na dané antibiotikum tvofit. Z toho vyvozujeme, ze TD
test je vhodny na semikvantitativni testovani perzistence nebo tolerance na jednotliva

antibiotika u klinickych izolatd S. aureus, ptipadné na rozliSeni téchto dvou rtiznych



zivotnich strategii. Je vhodnou a velmi rychlou metodou, kterd by se mohla vyuzit
v klinické praxi pro stanoveni vhodné antibiotické 1é¢by zejména chronickych infekei.
V soucasnosti se zadné takové stanoveni neprovadi a z Casové a financni narocnosti
nelze v klinické praxi vyuzit kiivek hynuti. Proto je rozvoj rychlych a jednoduchych

metod na stanoveni schopnosti bakterii perzistovat zcela zasadni.
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3 ZAVER
Tato prace ovéfila, ze TD test zalozeny na publikaci skupiny N. Balaban (Gefen et al.
2017), je vhodny k otestovani schopnosti perzistovat i u klinickych izolata S. aureus.

Podle naseho nazoru muze navic tento jednoduchy test rozlisit stav perzistence od

tolerance.
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