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Abstrakt

Perzistentni bakterie, zkracené perzistefi, jsou bunky vyzna¢né predevSim svou
odolnosti Kk antibiotikim. Nejedna se o rezistentni bakterie, jelikoz takové maji svou
rezistenci zapsanou v genetickém kodu. Perzistefi jsou geneticky neodlisitelni od jinych
bunék, senzitivnich k antibiotikiim, a jedna se tedy spise o pfechodnd fenotypova stadia.
Schopnost tvorby perzistentnich bun¢k neni druhové limitovana a perzistence byla
popsana u fady bakteridlnich druhti. Divodem vzniku perzisterdt mtze byt nahly stres,
kdy jde o indukovany vznik perzistence, ¢i mize jit o stochastickou fenotypovou
variabilitu. Pfi stochastickém vzniku rozliSujeme Vv rdmci geneticky uniformni populace
fadu fenotypové odlisnych subpopulaci liSicich se ristovymi vlastnostmi a také odolnosti
k antibiotikiim. Jak vysvétluje tzv. bet-hedging strategy hypotéza, jedna se o pojisténi
pfed nebezpecim fluktuace vnéjSich podminek. Pfi indukovaném vzniku perzistence
dochdzi k hromadéni alarmonu guanosintetrafosfatu ¢i guanosinpentafosfatu, ktery
upozorfiuje buitku na nepfiznivé podminky a zahajuje piechod do odolngjsiho stavu.
Existence téchto odolnych subpopulaci nabyva na vyznamu zejména pii rekurentnich
chorobach, kdy malé subpopulace perzisteri davaji vznik nové stabilni populaci,
komplikuji 16¢bu a znemoziiuji uzdraveni. Casto se tak déje prostiednictvim tvorby

biofilmu.

Kli¢ova slova: Perzistence, antibiotika, (p)ppGpp, bet-hedging, biofilm



Abstract

Persistent bacteria, shortly persisters, are cells that are characterized by their
tolerance to antibiotics without containing resistance genes. These are not resistant
bacteria, because resistant bacteria are determined by genetic code. Persisters are
indistinguishable from other antibiotic sensitive bacteria, and they are rather transient
phenotypic subpopulations. Probably all types of bacteria can create a persistent stage,
the ability is not species-bound and persistence has been described in a number of
bacterial species. The reason for the formation of persistence may be sudden stress, then
it is induced formation, or the reason may be an insurance for the future, then we call it
stochastic phenotypic variability. Then a variety of phenotypes of different
subpopulations within a genetically uniform population can be distinguished. They differ
in growth properties and tolerance to antibiotics. Bet-hedging strategy is a hypothesis that
describes persistence as insurance against the risk of external fluctuations. During stress
an alarmon guanosine tetraphosphate or guanosine pentaphosphate is accumulated to alert
the cell to unfavorable conditions and it initiates transition to a more tolerant state.
The existence of these tolerant subpopulations is important in recurrent diseases because
small subpopulations of persisters can give rise to a new stable population, complicate

treatment and prevent healing, often through biofilm formation.

Keywords: Persistence, Antibiotics, (p)ppGpp, Bet-hedging, Biofilm
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1. Uvod

Bakterialni perzistence oznacCuje obecné schopnost bunky pieckat plisobeni
nepftiznivych podminek a po jejich odstranéni obnovit riist. Perzistujici bakterie se ¢asto
nachdzeji ve stavu utlumené¢ho metabolismu, nékdy oznacovaném jako semidormance
(Balaban et al. 2004). Perzistence muze vznikat spontanné, pficemz mluvime
0 tzv. strategii bet-hedging, tedy pojisténi proti mozné fluktuaci podminek prostiedi,
nebo indukovang, kdy je nutny stresovy stimul, kterym muize byt nedostatek Zivin (Fasani

a Savageau 2013).

Sohledem na klinicky vyznam pro 1écbu bakteridlnich infekci hovotfime
0 perzistenci nejcastéji ve vztahu k antibiotikim. Na rozdil od rezistence nejde vsak
0 vlastnost dédi¢nou. Po pfidani antibiotika k citlivé kultufe bakterii si mala frakce
bakterii zachova zivotaschopnost — je perzistentni, a po odstranéni antibiotika a obnoveni
rastu vznikne opét senzitivni populace Se stejnym podilem perzistentnich bun¢k (Balaban
et al. 2004). Nedédicnost a obvykle velmi nizky podil perzistentni subpopulace tak ¢ini
komplikovangj$i vyzkum a mensi zajem védeckych pracovnikli. A¢ byl fenomén popsan
pted vice nez 70 lety, stale je pro vefejnost i Iékafe téméf nezndmy 1 presto, Ze spolu
s toleranci ma neoddiskutovatelny potencial pfispivat ke vzniku a Sifeni antibiotické

rezistence a s tim spojenému nardstu selhavani 1éCby.

Predkladana prace si klade za cil literarni reSersi dosavadnich znalosti o fenoménu
perzistence. Schopnost perzistence je univerzalni a neni vazana na konkrétni bakterialni
druh ¢i kmen (Goneau et al. 2014). To podtrhuje klinicky vyznam tohoto fenoménu,
pusobiciho potize zejména v podobé chronickych a rekurentnich infekci. Prace se
V tvodni ¢asti zabyva problematikou definic, popisuje odliSnost perzistence od tolerance
a rezistence, vlastni text se pak zamétuje zejména na molekularni mechanismy vzniku
s dirazem na systém interakce toxinu a antitoxinu, ktery hraje Ustfedni roli pfi vzniku
perzisterii. V zavéru prace je popsan klinicky vyznam a soucasné nedostatky v 1é¢bé
bakterialnich infekci. Stejné tak je snahou piedlozit mozna feSeni efektivngjsi 1écby

a vyhledy do budoucna.
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2. Vymezeni definic

Z hlediska odolnosti bakteridlnich populaci k latkdm s baktericidnim u¢inkem
muzeme rozli§it schopnost tolerance, rezistence a perzistence. Citlivost bakterialni
populace k antimikrobni latce je vyjadiena pomoci tzv. minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC), coz je nejnizsi koncentrace antimikrobni laky, kdy je inhibovén viditelny rist
testované bakterie (Andrews 2001). Tolerantni populace se od citlivé nelisi v hodnoté
MIC, ale v dynamice hynuti po vystaveni antibiotiku (obr. 1). Zatimco u citlivé populace
dochazi v intervalu n¢kolika hodin k rychlému poklesu poctu zivych buné¢k, u tolerantni
populace je tento pokles mnohem pomalej$i a uplnd eliminace tolerantni populace miize

trvat nasobn¢ déle (Kester a Fortune 2014).

Rezistenci nazyvadme dédi¢nou schopnost mikroorganismii odolavat vysokym
koncentracim antibiotik, pficemz tuto schopnost charakterizuje MIC, ktera je vyssi nez
pro citlivou populaci. Rezistentni bakterie jsou schopny rustu pii koncentraci
antimikrobnich latek, kterd by pro senzitivni bakterie byla letalni, a to bez ohledu na dobu

trvani 1é¢by (Brauner et al. 2016).

O fenoménu perzistence, ktery je tématem této prace, se vibec poprvé nepiimo
zminili Hobby, Meyer a Chaffee v roce 1942, kteti v ramci svého vyzkumu s bakteriemi
rodu Streptococcus nedokazali v in vitro podminkach eradikovat beze zbytku k penicilinu
senzitivni bakterie (Hobby, Meyer a Chaffee 1942). Jev vsak poprvé pojmenoval
az Joseph Bigger ve své studii z roku 1944, kterému se taktéz nepovedlo kulturu
senzitivnich bakterii usmrtit penicilinem, a pfezivajici bakterie nazval perzistentnimi
(Bigger 1944). Perzistence u bakterii byva také nazyvana fenotypova tolerance nebo
adaptivni rezistence (Tuomanen a Tomasz 1990; Barclay, Begg a Chambers 1992). Vice
se pak tématem mikrobidlni perzistence zabyval McDermott, ktery 14 let po Biggerovi
popsal perzistentni bakterie jako bunky, jez dokézi ptezit 1é€bu antibiotiky, a¢ nejsou vici
pouzitym 1é¢iviim rezistentni a pii op€tovné 1é¢be se u nich opét projevi citlivost. Uvadi
také, Ze perzistence je Casto chiapana vice obecné, tedy jako schopnost bakterii piezit.
McDermott ve své praci zminuje, ze perzistence pravdépodobné souvisi se stavem
pacienta a nema vliv na genotyp, jde tedy pouze o adaptivni fenotypovou plasticitu
(McDermott 1958). Podle recentni studie vSak perzistence ¢i tolerance muze byt

mezi¢lankem vedoucim ke vzniku antibiotické rezistence (Levin-Reisman et al. 2017).
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Balaban a kolektiv ve své studii uvadi, ze bakterie, které jsou kultivovany
Vv pfitomnosti antibiotik, hynou, ale po odstranéni antibiotika existuje populace bakterii,
ktera stale pfeziva. Tyto bunky nenesou geny pro rezistenci k tomuto antibiotiku a je
mozné je nakultivovat do nové populace se stejnym podilem bunck, které pieziji
opétovnou expozici antibiotikim. Tyto bakterie nazyvaji perzistentnimi. Ve své praci
popisuji fenotypové prepindni mezi rychlym rGstem vegetativnich bunék a stavem
snizené¢ho ¢i zcela zastaveného ristu bunc€k perzistentnich. Déle definuji dva typy
perzistentnich bakterii: typ I, ktery potfebuje impuls k piechodu do perzistentniho stavu,
a typ II, u n¢jz vznikaji perzistentni bakterialni buniky kontinualné a nezavisle na vnéjsich
podminkach. Popisuji tedy uvnité bakterialni populace 3 subpopulace, a to buiky
vegetativni, perzistery typu I, kteti se vyskytuji v ramci stacionarni faze a po inokulaci
na cerstvé a nutricn¢ bohaté médium spontanné ptrechdzi do faze obnoveného rustu,
apomalu rostouci perzistery typull, ktefi se mohu vyskytovat i vramci faze
exponencialni (Balaban et al. 2004). U populace bakterie Borrelia burgdorferi bylo
pozorovano zvySovani odolnosti vi¢i antibiotikim se starnutim kultury, kdy
vV exponencialni fazi se nachazeji bakterie méné odolné V porovnani s bunkami
stacionarni faze (Feng et al. 2014). S tim souvisi i morfologickd zména ze spirochét
(ptitomnych zejména v exponencialni fazi) na koky ¢i bakterie tvofici mikrokolonie
ve fazi stacionarni. Z experimentl vyplynulo, Ze kultura nachazejici se ve stacionarni fazi

obsahovala vys§i mnozstvi perzistujicich bunék (Feng, Auwaerter a Zhang 2015).

Vyznamu slova perzistentni se v lékaiské terminologii uzivd také jinak, a to
ve smyslu rekurentni, tedy zpiisobujici opakovand a chronickd onemocnéni. Pfi¢inou
chronicity infekce mohou byt i small-colony varianty (SCV) u Staphylococcus aureus,
coz jsou intraceluldrni auxotrofni bunky, které kvili své neschopnosti syntetizovat
esencialni ziviny tvoti odliSnou fenotypovou variantu vyzna¢nou zejména mensi velikosti
kolonii oproti normalné rostoucim extracelularnim variantam této bakterie. Intracelularni
fenotypova varianta byva taktéz oznacovana jako perzistentni, jelikoz tvoii metabolicky
utlumena stadia schopna pfezit expozici antibiotikim (Schwerdt et al. 1995; Proctor et al.
2018). Terminu perzistentni nemusi byt uzito jen ve spojeni s bakteriemi. Stejny princip
ve formé perzistentnich bun¢k a nasledné jsou pfic¢inou obnoveni nadoru (Ramirez et al.

2016).
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Obrazek 1. Srovnani reakce na lécbu rezistentnich, tolerantnich a perzistentnich bakterii viici citlivym.
Bakterialni strategie nazorné shrnuje vyse uvedeny obrazek 1, z néjz je patrné, ze rezistentni bakterie oproti
tolerantnim, perzistentnim i citlivym rostou i za vyssich koncentraci antibiotik, a maji tedy posunutou
hranici MIC smérem k vyssim hodnotam. Pro tolerantni, perzistentni a citlivé bakterie ziistava hranice MIC
totozna a lisi se v dynamice hynuti, kterd je charakterizovana minimalni dobou piisobeni antibiotika, ktera
Jje potiebna k likvidaci 99 % populace bakterii (MDKgg — minimum duration for killing). MDKgg
pro tolerantnich bakterie je vyssi nez MDKog bakterii citlivych, z cehoz vyplyva, ze k zahubent tolerantnich
bunek je treba delst doby piisobeni antibiotik. Perzistentni bakterie do urcitého bodu kopiruji vyvoj bakterii
citlivych, ale poté miizzeme pozorovat znacné zpomaleni hynuti. MDKag g9 citlivych bakterit je znacné nizsi
nez perzistentnich a kiivka hynuti perzistentnich bakterii je typicky dvojfazova. Prevzato z (Brauner et al.

2016), upraveno.

Spojeni mezi perzistenci, dormanci a metabolickou inaktivitou bylo nékolikrat
zpochybnéno (Orman a Brynildsen 2013a). A¢ je toto pravidlem pro vétSinu dosud
poznanych bakterialnich perzister, byly nalezeny i vyjimky. Piikladem mohou byt
mykobakterie, jejichZ populace obsahuji perzistentni builky mezi rychle rostoucimi
I pomalu rostoucimi bunkami (Wakamoto et al. 2013). Experimenty, které zpochybnuji
pozadavek utlumeni aktivity a dormanci pro vznik perzistence, vSak byly nasledné
oznaceny za nespravn¢ provedené a V soucasnosti se opét zacind preferovat nutnost
dormance (Wood, Knabel a Kwan 2013). Je tfeba si vSak uvédomit, Ze tvorba
perzistentniho stavu je pro kazdou bakterialni linii specifickd a existuje vice

ptrekryvajicich se mechanismtl, jak ho dosahnout.
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Ackoliv neni Vv soucasné dob¢ ustalena interpretace slova perzistentni, ve své
bakalaiské praci budu vyznamu uzivat ve zminéném uz$im smyslu, jak jej nazvali
Balaban a kolektiv ve své praci z roku 2004. Perzistentni bakterie definovali jako malou
subpopulaci bunék, ktera preziva vystaveni koncentraci antibiotika vys$si nez je MIC
pro danou bakterii, a¢ ve svém genomu nenesou geny rezistence a fenotypoveé se nelisi

od bakterii citlivych (Balaban et al. 2004).

3. Mechanismy vzniku perzistence

3.1. Indukovany a stochasticky zptsob vzniku

Bakteridlni perzistence mize byt zcela ndhodna, pficemz mluvime o spontannim
stochastickém vzniku, ¢i indukovanid vnéj$imi podminkami jako je napiiklad stres
pii nedostatku zivin (Kussell a Leibler 2005). V literatufe se ¢asto diskutuje nad indukci
vlivem antibiotik. Pii experimentech s bakterii Escherichia coli bylo zjisténo, Ze v ¢asné
exponencialni fazi ani v lag fazi nedochdzi k navySovani mnozstvi perzistentnich stadii
ani za pritomnosti oxacilinu a ampicilinu, a perzisteti se objevuji prevazné az ve fazi
stacionarni (Keren et al. 2004). Oproti tomu experimenty se S. aureus dokazuji,
Ze bakterie vystavené subletalnim davkam gentamicinu a ciprofloxacinu po nasledném
léCeni gentamicinem, ciprofloxacinem, vankomycinem ¢i oxacilinem V letalnich
koncentracich vykazuji zvySeny nardst perzistentnich forem oproti bakteriim, které
antibiotikim vystaveny nebyly (Johnson a Levin 2013). Tato Sirokospektralni odolnost
muze byt vysvétlena tak, Ze ovlivnéni translace ¢i transkripce plisobenim jednoho 1é¢iva
muize mit tlumici G€inky na nasledné procesy, které jsou potencidlnim cilem jiného
antibiotika (Goneau et al. 2014). Podobna snasenlivost vii¢i mnoha antibiotikim byla
pozorovana i u Pseudomonas aeruginosa, jejichz kultury byly izolovany od pacientt
s cystickou fibrézou (Mulcahy et al. 2010). Pacienti s cystickou fibrézou trpi kvuli
naruseni funkce imunitniho systému chronickymi infekcemi. Z bakteridlnich ptvodct
patii P. aeruginosa mezi nejobavangjsi patogeny u téchto pacientii a je na ni cilena
antibioticka terapie, kterd ovSem v mnoha ptfipadech nedosahne tplné eradikace (Doring
a Gulbins 2009). Bakterie pochazejici z pozdnich izolatli vykazovaly nardst perzistence
nejen vici oxacilinu, ale i tobramycinu a karbenicilinu. To je pravdépodobné zptisobeno
selekci vysoce perzistentnich hip (high-persistence) mutantd, kteti byli identifikovani
V exponencialni i stacionarni fazi rustu (Mulcahy et al. 2010). Tito hip mutanti vznikaji

pravdépodobné jako odpovéd na poskozeni syntézy peptidoglykanu, a nikoliv v reakci
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na specifické antibiotikum (Moyed a Bertrand 1983). Recentni studie vSak potvrdily
indukci perzistentnich E. coli pfi expozici subletalnim davkam rifampicinu a zaroven
autofi pozorovali k rifampicinu méné odolné mutanty, kteii obsahovali defekty zejména
v genech pro opravy DNA, syntézu efluxnich pump ¢i lipopolysacharidu. Tyto geny lze
oznacit za geny perzistence (Cui et al. 2018). Nazory na problematiku tedy jesté nejsou

zcela ucelené.

| v nutricné bohatém médiu musi bakterie zhodnotit, zda je spravnou strategii
aktivni mnozeni a rychly rlst, pti¢emz jim ale pfi nenadalém stresu hrozi eradikace, nebo
zda je vyhodnéjsi riist zpomalit a ptipadné neptiznivé podminky v tomto stadiu preckat,
avSak za cenu snizeni celkového fitness populace. Po vzniku perzistentniho stadia vSak
bakterie v tomto stavu nemusi zistat natrvalo, nybrz mohou opét piejit do stadia citlivého
k antibiotikim, a stavaji se tak nerozeznatelnymi od béznych citlivych bakterii ve zbytku

populace (Kussell et al. 2005).

3.2.  Strategie bet-hedging a buné¢né starnuti

Fasani a Savageau vytvofili model, ve kterém popisuji, ze i za normalnich
podminek existuje subpopulace bakterii, kterd predpoklada budouci zménu podminek,
tudiz vykazuje perzistentni fenotyp jako pojisténi proti eradikaci celé populace. Tato
strategie, kdy jde Cisté o jevy stochastické, se nazyva bet-hedging, volné pielozeno jako
sazka na jistotu (Fasani a Savageau 2013). Perzistentni stav jako nasledek bet-hedging
strategie, tedy utlumeni ristu, nahodné zvoli fadové asi jen jedna bakterie z milionu
(Moyed a Bertrand 1983). V souladu s touto teorii Thattai a Van Oudenaarden pozorovali
1zogenni bakteridlni populaci a zjistili, Ze se diky stochastickym mechanismim tvoii malé
subpopulace se snizenym rastem, a¢ vSechny ¢eli stejnym zivotnim podminkam. Tyto
pomalu rostouci subpopulace vykazuji odliSnou genovou expresi oproti zbytku
normalnich bakterii a snizené fitness. Za laboratornich podminek se uvedena heterogenita
zda byt spiSe nevyhodou, ovSem pfirozené prostiedi je typické zménami, které by

pro homogenni populaci bakterii mohly byt letalni (Thattai a Van Oudenaarden 2004).

Bunécné starnuti, jinak feceno ptechod do senescentniho stavu, miize byt taktéz
pfirozenym zpisobem, jak bakterie mohou v hostiteli prezivat. Projevy senescence vSak
vykazuji pouze asymetricky se délici buiky, kdy jedna z dcefinych bunék ztraci
schopnost u¢inné rist a rozmnozovat se (Ackermann, Stearns a Jenal 2003). Aldridge

a kolektiv zkoumali asymetrické prodluzovani a nasledn¢ i déleni v ramci klonalni
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populace Mycobacterium smegmatis. Bylo zjisténo, ze po asymetrickém déleni vznikne
rychle rostouci dcetina bunka, ktera je ve vétsing ptipadu vice senzitivni k antibiotikiim

nez druha dcefina burka, ktera roste pomalu (Aldridge et al. 2011).

3.3. Quorum sensing a jeho vyznam pfii perzistenci

Velky podil perzistujicich bunék tvoii populace bakterii E. coli ¢iS. aureus,
u kterych se fenomén perzistence nejvic studuje, nicméné jev byl pozorovan i u bunék
P. aeruginosa. Perzistentni stav P. aeruginosa mize byt vyvolan mechanismem znamym
jako quorum sensing (Moker, Dean a Tao 2010). Quorum sensing je Siroce uplatiiovany
zpusob komunikace bakterii, ktery prostfednictvim uvoliiovani signalnich molekul
umoziiuje bunikkam rozpoznat denzitu bakterii v okoli a zajistit koordinovanou reakci
na arovni celé populace. Finalni molekulou v ramci komunikace P.aeruginosa je
sekundarni metabolit patfici mezi fenaziny, pyocyanin, ktery je zaroven i faktorem
virulence a na jiné druhy bakterii ptisobi jako antibiotikum (Dietrich et al. 2006; Mahajan-
Miklos et al. 1999). Ve vyse zminéné komplexni studii Moker a kolektiv dale pozorovali,
ze populace P. aeruginosa vystavena béznym stresovym podminkam, jako je
hyperosmoticky a tepelny $ok, oxidativni stres ¢i ptitomnost antibiotika, netvoii vétsi
podil perzistujicich bunék. Nasledn¢ experimentalné¢ dokézali, Ze pfidanim 2 mM
pyocyaninu do exponencialné rostouci populace dojde az ke dvacetinasobnému nartstu
podilu perzistentnich bunék, naopak stejny experiment provedeny v ramci faze
stacionarni nevyvola zadné zmény. Fungovani pyocyaninu je specifické
pro P. aeruginosa, coz dokazuje skute¢nost, ze experiment zopakovany s kulturami E.
coli ¢i S. aureus danou populaci eradikuje, jelikoz pyocyanin zde figuruje jako
antibiotikum. Ptisobeni pyocyaninu vsak nejspi§ mize nahradit jind signalni molekula,
jelikoZ 1 mutantni kmeny neschopné latku produkovat mohou tvofit perzistentni stadia

ve stejnych koncentracich jako wild type kmeny (Moker, Dean a Tao 2010).

Vyse zminéné zavéry dale podpotil vyzkum vlivu 2-aminoacetofenonu (2-AA),
dalsi signalni molekuly produkované bakterii P. aeruginosa. Bylo zjisténo, ze mutanti
neschopni produkovat 2-AA vykazuji 10x nizsi vyskyt perzisterti nez nemutované (wild
type) kmeny. Po ptidani 2-AA K této populaci se hodnoty vyskytu perzisteri navraci
k hodnotam podobnym u wild type kmend. Pisobeni 2-AA vede ke snizeni translace, a to

zejména prostfednictvim utlumeni exprese genii pro ribozomalni proteiny, genl
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pro syntézu tRNA a transla¢nich faktord. 2-AA taktéz stimuluje tvorbu ribozomadlnich
modulacnich faktord, které ¢ini ribozomy inaktivnimi. 2-AA navic pozitivné ovliviiuje
tvorbu perzistentnich stadii i u jinych druha bakterii jako je Burkholderia thailandensis
¢i Acinetobacter baumannii, které byly izolovany spolu s P. aeruginosa (Que et al. 2013;
Yoshida et al. 2004).

Tvorba perzistentnich stadii pod vlivem quorum sensing byla pozorovana
I U grampozitivni bakterie Streptococcus mutans. Tyto buriky tvoii perzistentni stadia
zejména ve stacionarni fazi, kde €ini asi 1 % populace. Geny dllezité pro fungovani
quorum sensing byly vyrazné upregulovany za stresovych podminek, jako je teplota
nad 50 °C, kyselé prostiedi (pH 5) ¢i v ptitomnosti peroxidu vodiku, pficemz ve vSech
piipadech dochazelo k métitelnému nartistu podilu perzistentnich forem. Mutantni kmen
neschopny odpovédi na signalni feromon CSP, ktery v nemutovaném kmenu zajistuje
mezibunéénou komunikaci, tvoii vyrazné méné perzistentnich stadii. Z toho plyne,
ze tvorba perzistentnich stadii je odpovédi nejen na samotny stres nezavisle na systému
quorum sensing, ale je ovlivnéna i signalnimi molekulami Vv ramci mezibunééné
komunikace. Bakterie vystavené stresu tak pfipravuji dalsi bakterie v populaci na mozné
nepiiznivé podminky a umoziuji jim ptezivat prostfednictvim transkripénich zmén
a tvorby perzistentnich forem (Leung a Lévesque 2012). VySe zminéné ovSem neplati
obecné. U bakterie Staphylococcus epidermidis po indukci quorum sensing nedochazelo
K navySeni perzistentnich stadii (Shapiro, Nguyen a Chamberlain 2011). To podporuje
myslenku, Ze perzistentni stav neni vyvolan u vsSech bakterii stejnym zplsobem.
U bakterie S. aureus byl taktéz popsan vliv na pifechod do perzistence prostiednictvim
signalni molekuly, konkrétné¢ pusobenim toxinu PSM (phenol-soluble modulin).
V ptitomnosti tohoto virulentniho faktoru dochazi k nizsi tvorbé perzistentnich stadii, coz
se d¢je zejména pii akutnich infekcich. Pfi chronickych infekcich je naopak tvorba PSM
utlumena a perzistentni stadia mohou vznikat. Molekula PSM podle autorti studie pfimo
interaguje S membranami perzistentnich bunék a obnovuje jejich citlivost vaci
gentamicinu a ciprofloxacinu, Vyse uvedené poznatky vedou k zavériim, Ze perzistentni
stav S. aureus muze byt ovlivnén zménami v bunééné sténé (Bojer et al. 2018; Xu et al.
2017).
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3.4. Fagocytoza makrofagy

Bylo prokézéano, ze ptechod do perzistentniho stavu miize byt vyvolan fagocytézou
makrofagy. Tento jev byl zkouman na bakteriich rodu Salmonella, jejiz populace
po internalizaci makrofagem zvysila podil perzistentnich stadii az tisickrat v porovnani
s inokulem. Pro oznaceni téchto bakterii za perzistentni svéd¢i fakt, ze jejich potomstvo
je citlivé k antibiotikim. Populace fagocytovanych bakterii je heterogenni, kromé
mrtvych ¢i replikujicich se bunék obsahuje i1 nereplikujici se, avSak metabolicky aktivni
bunky, pfi¢emz ale jen ¢ast z nich mlize obnovit rist pii nové infekci naivniho makrofaga,
¢i pii pfechodu na cCerstvé médium. Tuto subpopulaci pak autofi studie oznacuji
za perzistery, jelikoz mize dat vznik nové senzitivni populaci se stejnym podilem
perzistujicich bunck, a byt tak pfi¢inou rekurentni infekce. Pokud uméle zabranime
fagocytdze, nedojde k vySe zminénému nariistu perzistentnich forem, coz naznacuje,
Ze internalizace ptechod k perzistenci podporuje. K tomu dochazi pravdépodobné vlivem
acidifikace, ktera u nékterych bunék umozni replikaci, u dal$ich naopak replikaci zabrani
a umozni dlouhodobé v hostiteli perzistovat. U bakterie E. coli nebyl pozorovan nartst
perzisterli po fagocytdoze makrofagy, ac se u této bakterie stejné jako u bakterii rodu
Salmonella vyznamné uplatiiuje systém toxin-antitoxin téidy II, ktery je zde aktivovan
mimo jiné pravé acidifikaci (viz kapitola 3.6.) (Helaine et al. 2014). Toxinem
u Salmonella enterica serovar Typhimurium je acetyltransferaza TacT, ktera vyuziva
acetylkoenzymu A K acetylaci ribozomalnich proteint a aminokyseliny pfipojené
k tRNA. Pokud je acetylovana aminokyselina na nabité tRNA, nemlze dojit k tvorbé
peptidové vazby, coz inhibuje translaci. Inhibice translace vede k zastaveni rdstu
a dochazi k prodlouZeni lag faze, resp. piechodu do perzistentniho stavu. Kfivka hynuti
je typicky dvojfazova a hodnota MIC se neméni, coz je jasnym znakem perzistence.
Ptechod do faze obnoveni riistu zlistava stale ne zcela jasny. Spekuluje se nad vyznamem
antitoxind, které neutralizuji toxiny. JelikoZ vSak toxiny brani translaci, dochazelo by
k pfevaze antitoxint jen stézi. Uplatiuji se nejspis dalsi detoxifikacni proteiny a peptidyl-
tRNA hydrolaza (Pth), kterd umoziuje recyklovat acetylované molekuly. Pro tvorbu
perzisterd totiZ neni dileZité absolutni mnoZstvi toxintl jako pfedevsim jejich pomér viici

Pth a antitoxinu (Cheverton et al. 2016).

Podobny fenomén byl zkouman taktéz u mykobakterii, které vykazovaly

po vystaveni antibiotiku pro perzistery typickou dvojfazovou kiivku hynuti. Po pteléceni
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nakazené larvy Danio rerio isoniazidem v makrofazich stale piezivaly odolné bakterie
abylo taktéz prokazano, ze vhodné prostiedi uvnitf makrofiga napoméha odolavat
antibiotikiim. MIC populace se nezménila, coz vede k zavériim, Ze nejde o geneticky
podminénou rezistenci. Dalsi pokusy ukazaly, Zze odolnost vykazuji rostouci a délici se
bakterie, coz je vrozporu s predpokladem, ze jde o dormantni stadia. Zjistilo se,
ze intracelularni pobyt v makrofdgu indukuje tvorbu efluxnich pump, které jednak
pretrvava jesté nékolik dni po lyzi makrofaga a uvolnéni bakterii do extracelularniho
prostoru (Adams et al. 2011). Jiz existujici perzistentni buniky mohou taktéz byt
fagocytovany makrofagy. Vlivem zmén na bunécné stén¢ jsou vsak perzisteti huie
rozpoznatelni ve srovnani s aktivnimi stadii, coz ma za nasledek jejich nizsi fagocytézu
a problematickou eliminaci at’ uz ve stavu perzistentnim, ¢i po resuscitaci (Mina

a Marques 2016).

3.5.  Uloha alarmonu (p)ppGpp

Na neptiznivé podminky vyvolavajici stres reaguji bakterie prostfednictvim
tzv. stringentni odpovédi a tvorbou alarmont. Za alarmony povazujeme latky, jejichz
piitomnost signalizuje vliv stresového prostfedi na buniku. Cashel a kolektiv popsali
stringentni odpovéd’ jako reakci na nedostatek aminokyselin, kdy bakterie zvysi syntézu
proteolytickych enzymi, a naopak utlumi syntézu ribozomalnich a transferovych RNA.
Hlavnim mediatorem tohoto procesu je guanosin tetrafosfat ¢i guanosin pentafosfat,
souhrnné (p)ppGpp (Michael Cashel a Gallant 1969). Tato molekula vznika za Gcasti
proteinu RelA, naopak cytosolicky protein SpoT katalyzuje hydrolyzu alarmonu
(p)ppGpp, muze se vsak snizenou mérou podilet i na jeho syntéze (Avarbock, Avarbock,
a Rubin 2000; Heinmeyer a Richter 1977; Haseltine et al. 1972). Ulohu stringentni
odpovédi pro vznik perzistence prokazal Maisonneuve a kolektiv. Po provedeni knockout
mutace gend relA a spoT doslo piiblizné k Sedesatinasobnému poklesu poctu bakterii
vykazujici perzistenci po inkubaci s ciprofloxacinem a K pfiblizné tficetinasobnému
poklesu po inkubaci sampicilinem Vv porovnani s nemutovanym kmenem.
Pt experimentalni expresi konstitutivné aktivniho proteinu RelA v bakteriich doslo
ke zvySeni poctu perzistentnich bakterii pétatiicetkrat (Maisonneuve, Castro-Camargo,
a Gerdes 2013).
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Regulace piechodu do stavu perzistence prostfednictvim stringentni odpovédi je
zprostifedkovana skrze toxin-antitoxin systém a je zavisla na koncentraci anorganického
polyfosfatu. Navyseni koncentrace (p)ppGpp V cytoplasmé E. coli vede ke kompetitivni
inhibici polyfosfatazy, ktera polyfosfat hydrolyzuje, a tim k néarGstu koncentrace
polyfosfatu (Cashel et al. 1996). Polyfosfat nasledné tvoii komplex s Lon proteazou, ktera
degraduje ribozomalni proteiny (Kuroda et al. 2001), a zaroven degraduje nestabilni
molekulu antitoxinu, coz ma za nasledek navozeni stavu perzistence (Maisonneuve,
Castro-Camargo a Gerdes 2013), jak je blize popsano v nasledujici kapitole. Alarmon
(p)ppGpp také tlumi proteosyntézu inhibici transportu methioninu, ktery pak nemiize byt
inkorporovan do nové syntetizovaného polypeptidu (Svitil, Cashel a Zyskind 1993).

Ackoliv (p)ppGpp svou signalizaci muze vést k perzistenci, neni pro tento stav
nezbytnou molekulou. Chowdhury a kolektiv pti svych pokusech zjistili, Ze pfi absenci
alarmonu dochazi ke stonasobnému poklesu perzistence k ciprofloxacinu, nicméné jeho
knockout nema vliv na pocet perzisteri za pritomnosti ampicilinu. To naznaluje,
Ze perzistence muze byt navozena vice na sob& nezavislymi mechanismy. Pokud buika
postrada (p)ppGpp, tak prostiednictvim jinych typu regulace snizi ristovou rychlost, ¢imz

se stava perzistentni (Chowdhury, Kwan a Wood 2016).

3.6.  Systém toxin-antitoxin

Systém toxin-antitoxin (TA) je kdédovan na chromozomu ¢i plazmidu dvéma geny,
které davaji vznik toxinu a antitoxinu. V soucasnosti je popsano 7 typt TA systémt, jenz
se v rizném zastoupeni nachazi v genomu bakterii gramnegativnich i grampozitivnich
astejné tak i Archaea. Téméf vSechny volné zijici bakterie obsahuji systém
toxin-antitoxin (Pandey a Gerdes 2005; Gronlund a Gerdes 1999). Antitoxin je obecné
molekula méné stabilni, jelikoz odhaluje flexibilni C-konec, ktery se stava cilem proteaz
(Schumacher et al. 2009). S perzistenci je ¢asto spojovan TA modul typu Il (Keren et al.
2004), ktery je popsany nize na piikladu systému HipBA. Samotnad pfitomnost TA
operonu vsak jesté¢ nedeterminuje buniku k perzistentnimu stadiu, dilezitd je bunétna
koncentrace toxind, afinita k antitoxinim (Germain et al. 2015; Rotem et al. 2010)

a pomér toxint k antitoxinim (Korch a Hill 2006).

Jako prvni dali TA systém do souvislosti s perzistenci Moyed a Bertrand, ktefi

izolovali mutanty hip (high-persistence) s vyssi hladinou toxini u bakterie E. coli
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a popsali gen hipA jakozto mozny geneticky element zplsobujici stav snizené¢ho rustu
(Moyed a Bertrand 1983), jeho funkce vSak byla popsana az pozd¢ji. Mnoho kopii TA
modult vykazuji pomalu rostouci volné Zijici bakterie, zatimco jejich rychle rostouci
patogenni piibuzni jej obsahuji pouze v n¢kolika kopiich. Genomy obligatnich parazita
a dalsich symbiotickych organismua zijicich v tésné blizkosti s jinymi organismy TA
systém nekoduji, ¢i s vyrazné nizsi frekvenci oproti volné zijicim. Pomalu rostouci
bakterie s mnoha TA kopiemi rostou ¢asto na nutricné chudych médiich ¢i vyuzivaji
energeticky malo vyhodny metabolismus chemolitotrofie, tudiz kontrola genové exprese

prostiednictvim TA systému miize zajistit vyssi fitness. Naopak parazitické bakterie zijici

za vyhodnych a konstantnich podminek TA systém nepotiebuji (Pandey a Gerdes 2005).

Hip operon bakterie E. coli obsahuje kromé regulaéni sekvence dva geny, a to
dlouhy hipA kodujici toxin a kratky hipB kodujici antitoxin, lezici ve vétSing piipada
upstream od toxinu (Black, Irwin a Moyed 1994; Pandey a Gerdes 2005). Pro spravné
fungovani toxinu HipA a nasledny pfechod do perzistentniho stadia je nutna pfitomnost
molekul (p)ppGpp, polyfosfatu i Lon proteazy (Germain et al. 2015). Pokud hladina
rastu (Rotem et al. 2010). To muze mit za nasledek odolnost k antibiotikiim cilenym
na aktivné rostouci buiky, tedy stav perzistence (Balaban et al. 2004). Toxin HipA je
serin/threonin proteinkinazou, tudiz je schopny vazat ATP a nasledné¢ fosforylovat
proteiny (Schumacher et al. 2009). Piikladem HipA fosforylovaného proteinu je enzym
glutamyl-tRNA syntetaza, ktera vaze aminokyselinu glutamat na tRNA. K fosforylaci
dojde na serinu pifitomném na konzervované smycce aktivniho centra, ¢imZ dochazi
K inhibici aminoacylac¢ni aktivity syntetazy (Germain et al. 2013). V piipadé pritomnosti
antitoxinu HipB se antitoxin vaze do velkého zlabku DNA na hipBA operon a funguje
jako transkripéni autoregulator. Nasledné se na komplex HipB-DNA vazou i dvé
molekuly toxinu HipA. Pokud je molekula HipA takto vdzana, dochézi k jeji neutralizaci
na zakladé konformacéni zmény, pficemz HipA jiz nemize indukovat perzistenci,
a zaroven dochazi k represi exprese hipBA operonu. K aktivaci operonu je nejprve nutné
degradovat ¢i odstranit HipB (Schumacher et al. 2009). A¢ se pivodné myslelo, ze vyskyt
toxinu HipA pii poskozeni genu hipB je pro bakterii toxicky a ma za nasledek bunécnou
smrt (Black, Irwin a Moyed 1994), pozdéji bylo prokazano, Ze dlouhodoba ptitomnost
toxinu HipA pfi absenci antitoxinu HipB ma za nésledek pouze vyssi pravdépodobnost

navozeni dormantniho stavu a nikoliv 1yzi buniky. Dormantni stav je pouze piechodny
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a k obnoveni ristu dochazi vlivem antitoxinu HipB zpravidla po odstranéni antibiotik
(Korch a Hill 2006). Feng a kolektiv publikovali studii, ve které popsali model bistability.
Podle autorti je pro vyvolani perzistentniho stavu potieba zvyseni hladiny toxinu HipA,
pricemz koncentrace HipB zlstdva za normalniho i perzistentniho stavu stejna. Jednim
stabilnim stavem oznacuji stav normalniho ristu, druhym pak stav perzistence. Urcujicim
faktorem je podle nich zied’ovaci rychlost, ktera udava, zda jedinym stabilnim stavem
budou bunky perzistentni, ¢i vegetativni, pfipadn¢ zda budou vzajemné koexistovat.
Pti ristu populace piechazi bunky do méné piiznivych podminek, zied’ovaci rychlost
klesd a stabilnim stavem se stava stadium perzistence. Za téchto podminek roste
I mnozstvi toxinu HipA, ktery piechod do perzistence umoziuje. Tento model zaroven

vysvétluje Castéjsi pfitomnost perzisterti v ramci stacionarni faze (Feng et al. 2014).
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Obrazek 2. Zjednodusené schéma mozné regulace prostrednictvim systému toxin-antitoxin. Na pocatku
staciondrni faze dochdzi k hromadeni alarmonu (p)ppGpp, vlivem toho dochdzi ke kumulaci polyfosfatu,
ktery aktivuje Lon protedzu. Lon protedza ndsledné degraduje antitoxin HipB a uvolni z HipBA komplexu
volny toxin HipA. HipA fosforyluje glutamyl-tRNA syntetdizu, tudiz nedochdzi k nabiti tRNA glutamdtem.
Kumulace nenabitych tRNA aktivuje protein RelA, coz ma za nasledek dalsi hromadéni (p)ppGpp a

ndsledny vznik perzistentnich stadii. Prevzato z (Kaspy et al. 2013), upraveno.

Bunky nesouci mutantni alelu hip, ktera obsahuje bodovou substituci v genu hipA,

vykazuji vyssi odolnost viici ampicilinu i jinym antibiotikiim, jako jsou aminoglykosidy
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tobramycin a kanamycin, stejn¢ tak jsou vice odolné k tepelnému Soku (Keren et al.
jako nadprodukce wild type toxinu HipA, ackoliv mutantni toxin HipA7 vykazuje
snizenou schopnost ovliviiovat proteosyntézu (Korch a Hill 2006). Germain a kolektiv
experimentalné potvrdili, ze pokud je pfitomna mutantni alela hipA7, jejiz produkt toxin
HipA7 vykazuje snizenou vazbu na antitoxin HipB, dochazi ke 100 az 1000ndsobnému
narastu vzniku perzistentniho stavu, ktery je takika nezavisly na pfitomnosti antitoxinu

HipB kvuli nizké afinité¢ (Germain et al. 2015).

Shan a kolektiv potvrdili vliv toxin-antitoxin systému na vznik perzistence
u bakterie E. coli, avSak zpochybnili drahu aktivace pies alarmon, polyfosfat a Lon
protedzu. Mutanti v Lon protedze podle nich nevykazuji niz$i perzistenci vici
gentamicinu (Shan et al. 2015), nicmén¢ autofi recentni studie tyto vysledky zpochybnili
a oznacili je za artefakty. Pfi experimentech s E. coli pak prokazali vyznam Lon proteazy
pti vzniku perzistence. Rozdilnou interpretaci vysvétlili tak, ze knockout enzymu Lon
vede Kk poskozeni DNA, na které buiika reaguje utlumenim rastu (Harms et al. 2017).
Moznou interpretaci rozdilnych vysledkli by byl také vyznam Lon protedzy pouze
ve specializovanych ptipadech, napf. za ptitomnosti vySe zminovaného HipA/HipB
toxin-antitoxin systému. Pro aktivaci jinych toxin-antitoxin systémi pravdépodobné jeji
vyznam klesa (Chowdhury, Kwan a Wood 2016). Diive piedpokladana hypotéza,
ze vSechny antitoxiny typu II jsou degradovany Lon prote4zou, je tedy diskutabilni a stale
se nepotvrdil jeji obecny vyznam pii vzniku perzistence (Ramisetty et al. 2016; Germain
et al. 2015).

Moznosti regulace proteosyntézy pomoci TA modull existuje vice druhti. HipBA
systém je oproti jinym TA systémtm typu II relativné pomaly. Regulace prostfednictvim
toxinu HipA trva priblizné¢ 40 minut (Korch a Hill 2006), kdezto odlisny toxin RelE
vyuzivajici §tépeni mRNA v A misté na ribozomu (Pedersen et al. 2003) reguluje fadove
Vv jednotkach minut (Kjelstrup et al. 2002). Mnozstvi toxinu musi pro navozeni
perzistence dosahnout urcité prahové hodnoty, ktera je zavisla na mnozstvi antitoxind.
Kvantita toxint navic urcuje i délku trvani perzistentniho stavu, tedy ¢im vice toxini, tim

pozdéji bakterie obnovi svij rust (Rotem et al. 2010).
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Geny pro toxin-antitoxin modul byly popsany na chromozomech i plazmidech
bakterii. Vyskytuji se vSak vyhradné u volné€ zijicich bakterii vystavenych ménicim se
zivotnim podminkdm. Obligatné patogenni, symbiotické, ¢i bakterie obecné zijici
za konstantnich podminek TA systémy postradaji. Vyjimkou z tohoto pravidla se zdaji
byt intracelularni bakterie Rickettsia conorii a Coxiella burnettii, které TA moduly
obsahuji. To vSak mlize byt zplisobeno jejich nedokonéenym evoluénim vyvojem, coz
potvrzuje i fakt, Ze piibuzna bakterie Rickettsia prowazekii s redukovanéjs$im genomem
TA systém neobsahuje (Pandey a Gerdes 2005).

Ackoliv u gramnegativnich bakterii hraji TA systémy dilezitou roli pfi tvorbé
perzistentnich stadii, u grampozitivnich bakterii ziistava jejich Gloha nezodpovézena.
U bakterie S. aureus byly provedeny experimentalni knockouty TA moduli, nicméné
nebyl pozorovan zadny vliv na tvorbu perzistentnich forem. Vysvétlenim muze byt
pritomnost jiného TA modulu, ktery pievezme ulohu knockoutovanych gent, ¢i jiny
mechanismus vzniku perzistence zavisly na nizké hladiné ATP, jako je tomu u bakterii

S. aureus ve stacionarni fazi (Conlon et al. 2016).

3.7.  SOS odpoved

Jako SOS odpovéd’ oznacujeme stresovou reakci bakterii na poskozeni DNA,
pii¢emz tato odpoveéd’ vyzaduje ur€ité genetické vybaveni (Radman 1975). Bylo zjisténo,
ze pokud experimentalné vyfadime nékterou z drah pro opravy DNA, vyznamné klesne
podil perzistert, a to cca 40x az 100x v zavislosti na typu vyfazené drahy. Z experimentt
také vyplyva, Ze po vystaveni bakterii antibiotiku ciprofloxacinu, které spadd mezi
fluorochinolony, je spusténa SOS odpovéd’, ktera vede k tvorbé perzistentnich stadii
(Dorr, Lewis a Vuli¢ 2009). Fluorochinolony jsou latky, které znemozZiluji spravnou
funkci topoizomerazy a gyrazy. Tato antibiotika se umi vadzat na oba zminéné enzymy,
nasledkem ¢ehoz dojde k fragmentaci DNA, inhibici jeji syntézy a zastavé bunéného
rastu (Malik, Zhao a Drlica 2006). Pti blokaci SOS drah dochazi k poklesu perzisterd
vV podobném mnozstvi jako pii knockoutu drahy pro opravy DNA. VysSe uvedené
potvrzuje i skuteCnost, ze bakterie s nepfetrzitou indukci SOS odpoveédi formuji
perzistentni stadia v 20X vétSsim mnozstvi nez wild type kmen. Sila SOS odpovédi
u perzistentnich bun¢k vSak neni pfili§ vysoka. Naopak buriky se silnou urovni exprese

SOS odpovédi sice umi né&jaky cCas odolavat, ale pii dlouhodobém vystaveni
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ciprofloxacinu hynou. Ztoho Ize usuzovat, ze bakterie sice spousti v reakci
na antibiotikum SOS odpoveéd, ale samotné spusténi SOS odpovédi neni pro vznik
perzistence dostatecné. Jelikoz perzistentni bakterie vykazuji reakci v podobé SOS
odpovédi, nemizeme je oznacit za striktné dormantni. Mechanismy, jak pfezit vystaveni
riznym typum antibiotik, jsou vSak odlisné. Tedy pokud vyfadime drahu vedouci
K tvorbé perzisteri za pritomnosti ciprofloxacinu, jejich vznik za ptsobeni jiného
antibiotika nemusi byt ovlivnén. Zavéry, ze perzistentnimi se stavaji bunky se slabé
poskozenou DNA, které vykazuji pouze mirnou SOS odpoveéd’, vyplynuly z poznatkt
ziskanych z rostoucich kultur exponencialni faze (Dorr, Lewis a Vuli¢ 2009). V roce
2015 vsak byly zpochybnény diky experimentiim na nerostoucich kulturach. Voélzing
a Brynildsen zjistili, Ze perzistenci vykazuji jak buiiky obsahujici enzym RecA, ktery je
typickou molekulou pro SOS odpovéd, tak buriky bez néj, jez na zlomy DNA v pribéhu
expozice antibiotiku neodpovidaji. Vyznam SOS odpovédi podle nich nartsta az v ramci
regenerace, tedy po odstranéni antibiotika, a zalezi spi§ na umisténi a povaze poskozeni

chromozomu nez na jeho rozsahu (Vélzing a Brynildsen 2015).

Alternativnim vysvétlenim vlivu SOS odpovédi na vnik perzistence mutize byt
pusobeni na Grovni regulace toxin-antitoxin modulu, pficemz po aktivaci reakce na stres
dochazi i k indukci toxinu TisB. Pokud neumoznime bakterii produkovat TisB toxin,
¢i znemoznime SOS odpoveéd’, miiZzeme pozorovat pokles v tvorbé perzistentnich forem
(Dorr, Vuli¢ a Lewis 2010). Toxin TisB tvofi péry v membrang, ¢imz dojde k poklesu
protonmotivni sily a tvofi se méné ATP. Nasleduje prechod do stavu podobného
dormanci a vznikaji perzistentni stadia (Gurnev et al. 2012). Vyznam SOS odpovédi

na vznik perzistence tedy neni jesté zcela objasnén a je tieba dalsiho vyzkumu.
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4. VBNC buriky a jejich odliSnost od perzistentnich

Stav bakterii, které za normalnich okolnosti tvofi na béznych kultiva¢nich médiich
kolonie, ale za jinych okolnosti stejny kultivaéni postup selhava a buiky nerostou,
oznacujeme jako ,,viable but nonculturable* (VBNC). Za normalnich podminek jde v§ak
o rostouci a metabolicky aktivni buiiky, které lze pievést do faze obnoveného rlstu

(Oliver 2005).

Mezi buniky, které ¢asto tvoii VBNC formy, spada mnoho vyznamnych, zejména
lidskych patogenii z fad grampozitivnich i gramnegativnich bakterii. Po vystoupeni
Z VBNC stavu, ktery je velmi blizky dormanci, mohou tyto patogenni bakterie reiniciovat
infekci. Piikladem mize byt Vibrio cholerae (Colwell et al. 1996), Legionella
pneumophila (Steinert et al. 1997), Listeria monocytogenes (Gido a Keevil 2014),
Mycobacterium tuberculosis (Salina et al. 2006), Pseudomonas aeruginosa (Khan et al.
2010) ¢i bakterie rodu Salmonella (Liao, Jiang a Zhang 2018). VBNC stav muze tvofit

i S. aureus v ramci biofilmu v reakci na pfitomnost vankomycinu (Pasquaroli et al. 2013).

Stejné jako perzistence 1 VBNC stav bakterii komplikuje lécbu a umoziuje
bakteriim prezit letalni davky antibiotik produkci odolnych stadii vlivem snizeného rtstu
(Nowakowska a Oliver 2013). Bunky ptechazi do stavu VBNC vlivem stresovych
podminek, ke kterym jsou i nasledné odolnéjsi. Indukéni U¢inky ma pravdépodobné
nadmérna salinita, hladovéni na nutri¢né chudych médiich a nizka teplota, zejména pak
kombinace téchto faktord (Wong a Wang 2004; Colwell 2000). Bylo zjisténo,
Ze na tvorbu obou typd odolnych stadii ma taktéz vliv ptitomnost lidského séra, které
signifikantné zvySuje podil VBNC i perzistentnich bakterii prostfednictvim aktivace
toxin-antitoxin systému. Bylo tak potvrzeno, Ze toxin-antitoxin modul ma podstatnou roli
nejen pii tvorbé perzistentniho, ale i VBNC stavu (Ayrapetyan et al. 2015). Zatimco vS§ak
perzistentni builky jsou schopny obnovit sviij rist kratce po odstranéni stresového
faktoru, VBNC bunky vyzaduji delsi ¢as a specifické podminky, které jsou odrazem
podminek, za kterych VBNC stadia vznikala. Pfikladem mohou byt VBNC buiky
vznikajici ve 4 °C, které obnovi sviij rist pouhym pfechodem na nutri¢né bohaté médium.
Naopak VBNC stadia ze stejné populace, ktera ovSem vznikla za pokojové teploty,

neobnovila rist na zadném z dostupnych médii (Pinto et al. 2011).

Kultura s VBNC stadii vykazuje podobnou dvojfazovou kiivku hynuti jako kultura

s perzistery. Ackoliv jsou oba stavy malokdy ddvany do vzajemné souvislosti, v roce
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2015 byla vyslovena hypotéza o tzv. dormantnim kontinuu. Tato teorie piedpoklada,
ze perzistence je pfechodnou fazi mezi stavem normalniho ristu a stavem VBNC, tedy
hluboké dormance. VBNC buiiky maji podle autor jesté¢ vyssi podil toxinid vici
antitoxinim neZ bunky perzistentni, jelikoz byly vystaveny dlouhodobé&jsimu stresu.
A zatimco perzistefi mohou po odstranéni stresu (antibiotikum) diky relativné nizkému
podilu toxint rychle obnovit rist, VBNC buiikdm trva odstranéni vysokého podilu toxint
a prechod do rostouciho stddia mnohem déle. Existuji tedy dva prahy podilu
toxinll — niz§i, ktery zapfiCifluje perzistenci, a vys$i, umoziujici pfechod do VBNC

(Ayrapetyan, Williams a Oliver 2015).

Legenda

h Volny toxin

s = » m Doba resuscitace

Kultivovatelnost
na médiu

Dormantni kontinuum

TRENDS in Microbiology

Obrazek 3. Hypotéza dormantniho kontinua, ktera popisuje perzistentni bunky jakozto mezistadia mezi
metabolicky aktivnimi, rostoucimi a kultivovatelnymi bunikami a bakteriemi ve stavu VBNC, tedy hluboké
dormance. VBNC bunky podle této hypotézy maji vyrazné vyssi podil toxiniu viivem dlouhodobéjsiho
vystaveni stresovym podminkam, coz md za nasledek delsi ¢as nutny pro odstranéni toxinii, a tedy delsi
dobu resuscitace. Perzisteri jsou naopak schopni rychlého prechodu do kultivovatelnych a metabolicky

aktivnich forem. Prevzato z (Ayrapetyan, Williams a Oliver 2015), upraveno.

Nejnovéjsi studie vSak piedkladaji myslenku, ze VBNC a perzistence popisuje ten
samy bakterialni stav. Kim a kolektiv ve svych experimentech vystavili buiiky nutri¢ni
deprivaci, ¢imz ziskali VBNC formy, perzistenci pak indukovali antibiotikem
rifampicinem. Bunky, které vytvofily kolonie na médiu vystavenému podminkam
indukujicim VBNC stav, se shodovaly s perzistentnimi a sviij rist obnovily kratce
po ptreneseni do vhodnych podminek. Podobnost VBNC a perzistentnich bunék potvrdilo

I pozorovani bakterialni morfologie. Zatimco bunky exponencialni faze, které slouzily
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jako pozitivni kontrola, byly ty¢inkovitého tvaru, VBNC i ¢ast perzistentnich vykazovaly
tvar sféricky. Nékteré nove zformované perzistentni buiiky byly zpocatku ty€inkovité, ale

se starnutim podstupovaly morfologickou zménu a zkracovaly svij tvar (Kim et al. 2018).

Vztah mezi VBNC a perzistenci tedy zlistava nejasny, nicméng je jisté, ze oba stavy
sdili mnoho spole¢nych znakti. Obé odolnéd staddia naptiklad vznikaji jako odpovéd
na stresové podminky, ale i1 stochasticky v ramci exponencialni riistové faze, tedy jako
tzv. bet-hedging strategie ¢ili pojisténi do budoucna (Ayrapetyan, Williams a Oliver
2015).
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5. Klinicky vyznam tvorby perzisteri

5.1.  Uloha perzisterii pii chronickych infekcich

V soucasné dobé se mikrobiologické laboratofe vénuji spiSe otdzkam rezistence.
Vzhledem k jasné méfitelnému nartistu MIC u rezistentnich bakterii jde v porovnani
s perzistenci o snadno pozorovatelny fenomén. Pti 1é€b¢ chronickych infekci se vSak
1€kari Casto potykaji s problematickou eradikaci bakterii, u kterych neni z pohledu jejich
citlivosti k antibiotikim duvod k selhani 1é¢by. Po 1é¢bé vysokymi davkami antibiotik
sice dojde k vymizeni citlivych bakterii, nikoliv vSak perzistentnich. Souvislost mezi
perzistenci a selhanim 1é¢by byla poprvé pozorovana u populace bakterii P. aeruginosa
izolované od pacienta s cystickou fibrozou. Pacienti s cystickou fibrézou byvaji 1é¢eni
pravidelnymi vysokymi davkami antibiotik, coz vede k selekci high-persistence (hip)
mutantll, a tedy Knardstu perzistert, ktefi se v dusledku selekce objevuji zejména
Vv pozdnich izolatech. Sekvenace genomii bakterii z pozdnich izolati ukazuje hromadéni
mutaci (mezi néZ patii i hip mutace), které snizuji virulenci, ¢imz nedochazi k adekvatni
odpovédi hostitelova imunitniho systému. Tyto mutace vedou také k nartistu rezistentnich
bakterii, vys$i narlst vSak vykazuji také multitolerantni perzistefi, kteti zplsobuji
recidivu infekce dychacich cest u pacienti s cystickou fibrozou (Mulcahy et al. 2010).

Goneau a kolektiv testovali uropatogenni kmeny E. coli, které byly izolovany
jednak z akutni (Al) a jednak z recidivujici (RI) infekce. Perzistentni bakterie ptivodem
z rekurentni infekce vykazovaly mirny rist i pres letalni koncentraci antibiotik v davkach
béZné pouZzivanych v ramci 1écby. Stejny trend byl vSak pozorovan i pii desetinasobném
navySeni letalni davky. Naopak z vysledki bylo patrné, ze Al kmeny mély nizsi
Zivotaschopnost, a stejné¢ tak 1 mén& tvofily perzistentni stadia. Pfi inkubaci
se subletalnimi davkami ciprofloxacinu a gentamicinu byl pozorovan narGst
perzistentnich forem zejména u RI izolatd, pfi kultivaci za subletdlnich koncentraci
samotného gentamicinu vznikd vys$i procento perzistentnich stadii 1 u Al izolath.
To podporuje myslenku vzniku perzistence v reakci na antibiotika. Z vySe popsaného
plyne také fakt, Ze profylaktické uzivani antibiotik mize vést k naristu rekurentnich

a chronickych infekci (Goneau et al. 2014).

V soucasnosti se zdd byt pro eradikaci perzisteri vhodnou lécbou specificka
kombinace dvou az tii antibiotik, pficemz ¢ast je Gc¢inna na rostouci a ¢ast na nerostouci

bunky. Prikladem mize byt studie provedena na bakterii B. burgdorferi, ktera ukazala,
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ze kombinace daptomycinu, doxycyklinu a cefoperazonu byla schopna zcela vymytit
nejodolngjsi perzistentni subpopulace, coz mize mit v budoucnu vyznam pro pacienty
nakazené lymskou boreliozou (Feng, Auwaerter a Zhang 2015). Jinou moznosti terapie
jsou biologické ptipravky. Piikladem muze byt fagoterapie. Bakteriofag lambda je
schopny infikovat perzistentni buiiku a zabit ji ihned po ptechodu do faze rustu (Pearl

et al. 2008).

Dalsi z moznosti eradikace je také zpétny ptrechod do citlivého stavu, tedy
probuzeni perzistera z dormance (Kim et al. 2011), ¢i navozeni protonmotivni sily, coz
ma zanasledek zvySeny import aminoglykosidi do perzistentni buiky (Allison,
Brynildsen a Collins 2011). Protonmotivni sila muze byt vyvolana piidanim glycerolu
¢i glukozy, jelikoz perzistentni E. coli tyto substraty metabolizuje, a stava se tak citliva
Kk antibiotikiim. Terapeuticky lze vyuzZit i jiné Ziviny jako mannitol ¢i pyruvat, nicméné
ucinek je niz8i (Orman a Brynildsen 2013b). Prax a kolektiv ve své studii uvedli,
Ze expozice S. aureus daptomycinu a glukdze vede az k pétinasobné vys$simu G¢inku
tohoto antibiotika oproti expozici bez glukozy. Pii pouziti nemetabolizovatelné 2-deoxy-
glukdzy tento trend nebyl pozorovan (Prax et al. 2016). Oproti tomu pro laktozu existuje
prahova hodnota, nad kterou se stdva pro buniky toxickd a bakterie rychle piechazi
do stavu utlumeného ristu, tedy tvoii perzistentni formy Vv reakci na jeji pfitomnost (Ray,

Wickersheim a Jalihal 2016).

5.2.  Problematika tvorby biofilmu

Problematika biofilmu je téma velmi rozsahlé, proto se v nasledujici podkapitole
budu vénovat pouze biofilmu ve vztahu k perzistentnim bakteriim. Biofilmem myslime
spolecenstvo nepohyblivych bakterii vazajici se k ur¢itému povrchu, které je obklopeno

polymery, jenz samo vylucuje (Percival et al. 2011).

Bakterie P. aeruginosa pusobi potize u pacientil s cystickou fibr6zou mimo jiné
pravé tvorbou biofilmu (Singh et al. 2000). Zatimco volné planktonické formy této
bakterie byly eradikovany za prispéni vysSich davek ciprofloxacinu, biofilm nebylo
mozné beze zbytku vyhubit ani po dlouhé expozici ¢tyfnasobné ddvce antibiotika, které
bylo ucinné proti planktonickym formam. Ackoliv pii dlouhodobém vystaveni
antibiotiku velikost biofilmu znacné klesa v porovnani s kratkodobou expozici, nebylo
mozné biofilm zcela odstranit. Z uvedeného vyplyva, Ze biofilm je v porovnani s volnymi
stadii zna¢né€ odolné&jsi. Stejnou citlivost jako u planktonické formy vSak pozorujeme vuci

kovovym kationtim, které jsou schopny pii dlouhodobé expozici vyhubit jak
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planktonickou kulturu, tak biofilm (Harrison, Turner a Ceri 2005). Podle studie, kterou
provedl Mulcahy a kolektiv v ramci experimenti s bakteriemi P. aeruginosa izolovanymi

od pacient s cystickou fibrozou, je vSak pro zvySenou odolnost viéi antibiotikiim

vvvvvv

biofilm (Mulcahy et al. 2010).

Experimenty se S. epidermidis ukazaly, ze perzistentni bakterie se tvoii jak
Vv planktonické kultufe, tak v biofilmu. V biofilmu vsak jejich produkce roste pomaleji,
jelikoz je nutné dozrani biofilmu pro maximalni produkci perzistert. Perzistentni stadia
Vv biofilmu se podobaji pomalu rostoucim buiikdm stacionarni faze. To ma za nasledek
jejich zvysenou odolnost K antibiotikiim cilenym na aktivné se délici bunky, divodem
tedy neni obtizny pfistup antibiotika k bunikdm v ramci biofilmu (Shapiro, Nguyen
a Chamberlain 2011).

Stimulace perzistence v biofilmu miZe byt vyvolana napiiklad péstovanim bakterii
na diauxickém médiu, kdy po vyc€erpani preferované¢ho zdroje uhliku bakterie prechdzi
na zdroj sekundarni. Toto bylo pozorovano u populace E. coli péstované za piitomnosti
ofloxacinu ¢i ampicilinu, pfi¢emz rizné sekundarni zdroje uhliku vyvolavaly odliSnou
miru tvorby perzisterd, k ¢emuz podobné jako v planktonickych podminkach dochazelo
za podpory alarmonu (p)ppGpp. Nejsilngjsi produkce perzistentnich bunék byla
pozorovana pii kombinaci gluk6zy jako priméarniho zdroje a fumaratu jako sekundarniho
(Amato a Brynildsen 2014). Stejné tak pfi hladovéni dochazi v biofilmu ke vzniku
perzistence. Pii nedostatku zivin bakterie zpomaluji riist, coZ znemozZni spravnou G¢innost
antibiotika na aktivné rostouci buiiky. To vSak samo o sobé nestaci, hladovéni je spojeno
I s fyziologickymi zmé&nami v bakterialni bunice, které vyvolavaji stringentni odpoveéd
aumoznuji prechod k perzistenci. Pfi experimentalni inaktivaci stringentni odpovédi
navic dochazi k poklesu mnozstvi enzyml kataldzy a superoxiddismutdzy, coZz
ve vysledku vede k vyssi citlivosti viic¢i antibiotikiim (Nguyen et al. 2011). Pro tvorbu
odolného biofilmu v nutriéné chudém prostiedi je navic vyzadovana aktivace SOS
odpovédi, avsak pii experimentalnim knockoutu SOS-dependentnich toxin-antitoxin
moduld nebylo pozorovano snizeni perzistentniho biofilmu. To vede k zavéram, ze bud’
existuje vice dosud nepoznanych toxin-antitoxin drah, ¢i se perzistence biofilmu zavisla
na SOS odpovédi indukuje jinym zptisobem. Pfechod do perzistence je tedy aktivni d&j,

nejedna se 0 pouhé zastaveni rustové rychlosti (Bernier et al. 2013).
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Pfi analyze biofilmu bakterie S. epidermidis bylo zjisténo, ze 99,99 % bakterii je
ve stavu senzitivnim k ciprofloxacinu. Zbytek populace vsak zahrnoval perzistentni
bunky, pfi¢emZz nejodolngjsi z nich byly ve stavu hluboké dormance, které byly
pfechodné odolné k 1é¢bé. Autofi studie predpokladali, Ze kombinace ciprofloxacinu
a vankomycinu bude mit lepsi eradikacni u€inky nez ciprofloxacin samotny. Vysledky
vSak ukazaly, ze vys$§i u¢innost byla po expozici samotnému ciprofloxacinu. Z toho lze
usuzovat, ze perzistefi se v biofilmu tvoii také pod vlivem stresu, v tomto piipadé
v reakci na vankomycin. Biofilm S. epidermidis lze stejné jako v jinych piipadech
eradikovat dlouhodobym uzivanim vhodn¢ vybraného 1é¢iva o spravné koncentraci, coz
by mélo byt i nadale predmétem dalsiho vyzkumu (Yang et al. 2015). Vybér vhodné 1écby
se odviji nejen od mechanismu vzniku perzistentniho stavu, ale i od maximalni rychlosti
pirechodu mezi stavem senzitivnim a pezistentnim. Pokud napiiklad piepinani zavisi
na slozeni substratu, je pro dosazeni vyssi ucinnosti antibiotik mozné do substratu ptidat
antimikrobni latku. Vyss$i ucinek antibiotik se vSak neprojevi, pokud rychlost ptechodu
mezi bakteridlnimi stavy bude piili§ nizka. Naopak pfitomnost stresového stimulu
Vv podobé antibiotika by mohla mit opacny Uc¢inek, tedy podpoieni rlstu biofilmu.
Carvalho a kolektiv ve své studii dale uvedli, Ze u¢inného obnoveni biofilmu dosahuji
perzistefi indukovani antibiotiky, ktefi se stavaji senzitivnimi a obnovuji infekci

v podminkach nizké koncentrace antibiotika (Carvalho et al. 2018).

5.3. Nekultivovatelny krevni mikrobiom

Na zaklad¢€ metagenomové analyzy vyskytu sekvenci pro 16S rRNA bylo zjisténo,
ze krev jinak zdravého jedince, dlouho povaZzovana za sterilni prostiedi, obsahuje
mikrobiom. Erytrocyty, trombocyty a leukocyty pak pojimaji prevaznou Cast bakterii,
zatimco plazmatickd slozka jich obsahuje méné. Z uvedeného vyplyva, Ze krevni bunky
mohou slouzit jako nosiCe patogend, Cinit potize pii transfuzich a byt
puvodcem perzistentnich infekci. Bakterie v bunééné slozce krve totiz zahrnuji mnoho
kment lidskych patogenti. PfevaZnou ¢ast tvofi bakterie kmene Proteobacteria (Paissé
et al. 2016) a velka ¢ast krevniho mikrobiomu nejspi$ pochazi z travici soustavy (Ono
et al. 2005). Tyto jinak zivotaschopné bakterie jsou vSak na béznych agarovych médiich

nekultivovatelné (McLaughlin et al. 2002).

Z krve byly izolovany i bakterie S. aureus, pricemz pravdépodobnost bakteriémie
vyvolané témito patogeny byla nizs$i u pacientli se snizenym mnozstvim neutrofild

(Velasco et al. 2006). Na zakladé téchto poznatkl bylo zjisténo, ze bunky S. aureus
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ptezivaji intracelularné ve vakuole krevnich bun¢k (Gresham et al. 2000), a jsou tak
chranény pied extracelularnimi antibiotiky (Lam a Mathison 1983). Tato intracelularni
stadia lze oznacit jako perzistentni, jelikoz odoldvaji antibiotikim a mohou pulsobit
chronicka a opakovana onemocnéni (Craven a Anderson 1979), a to na mnoha mistech
hostitelova organismu, kam jsou krvi roznasena (Prajsnar et al. 2012). Obecné
intracelularni stadia S. aureus mohou tvofit tzv. small-colony varianty, ¢imz se zvysi
jejich snasenlivost vuci 1é¢ivam (von Eiff et al. 2001), ktera jsou navic uvnitf bun¢k
Vv niz8§i koncentraci a maji mensi ucinnost vlivem nizkého pH. Existuje hypotéza,
ze odolnost mize byt zptisobena taktéz bakterialni dormanci (Lam a Mathison 1983).
za reakci na stresové podminky (Moisan et al. 2006; Horsburgh et al. 2002). Bakterie je
schopnd adaptovat se na stav uvnitt bun€k a brani jejich apoptoze, diky cemuz muize
v bunice dlouhodobé perzistovat a nakonec ji opustit (Kubica et al. 2008). Shrnuté
poznatky ohledné perzistentniho krevniho mikrobiomu mohou v budoucnu vést
k efektivnéjsi 1éébé a duslednéjSimu piedepisovani antibiotik cilenych nejen
na extracelularni, ale taktéz na intracelularni bakterie. Vyskyt perzistentnich stadii v krvi
I jinde v lidském organismu naznacuji i vysledky molekularné biologickych metod
Vv klinické mikrobiologii. Molekularné biologické metody maji obecné vyssi zachyt oproti
kultiva¢nim metodam. Jednim z vysvétleni miZe byt technicky dand vyssi citlivost,
ptfipadné fakt, Ze je detekovdna DNA, a ne nutné Zivé bakterie. Nicméné& alternativnim
vysvétlenim miize byt také pritomnost bakterii v nerostoucim ¢i perzistentnim stadiu. To
také odpovida vySe zminénému efektu lidského séra na vznik perzistence. Zaroven
molekularné biologické metody vykazuji vysokou citlivost, i pokud se pro izolaci
nukleovych kyselin pouzije postup, ktery eliminuje DNA z mrtvych bakterii. V recentni
studii Jonsson a kolektiv detekovali opakované S. aureus pomoci vysoce citlivé
technologie spojujici PCR s ESI-MS (ElectroSpray lonisation Mass Spectrometry) v Krvi
u 3 pacientt jest¢ 2 a 7 dni poté, co byla po prvotnim zachytu bakterie nasazena terapie,

a to i presto, ze kultivacni vySetfeni byla opakované negativni (Jonsson et al. 2018).
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Zaveér

Vsechny druhy bakterii, jak z fad grampozitivnich, tak gramnegativnich, umi tvofit
odolna stadia, a pfezit tak ve stavu utlumeného rlstu vystaveni antibiotikiim.
K uspésnému vyléCeni infekce je tfeba jak spravného antibiotika, tak fungujici imunitni
systém. Antibiotika brani rychlému mnoZeni bakterii a umozni jejich eradikaci
prostiednictvim hostitelova imunitniho systému. Problém perzistence pak nastava
U pacientil s defektnim imunitnim systémem, kde se neschopnost eradikace bakterii

projevuje chronickou a recidivujici infekci (Goneau et al. 2014).

Z hlediska molekularni podstaty perzistence Ize shrnout, ze pro kazdou bakterii
existuji specifické mechanismy vzniku perzistence, které se 1isi podminkami své indukce,
mechanismem i u¢innosti. K formovani perzisteru existuje vice moznych prostiedkd,
ustfedni roli hraje zejména systém toxin-antitoxin (Keren et al. 2004), SOS odpovéd’
(Dorr, Lewis a Vuli¢ 2009) a bunééna komunikace quorum sensing (Moker, Dean a Tao
2010). Pro perzistenci ma vyznam reakce na stres, tzv. stringentni odpovéd’ spusténa
alarmonem (p)ppGpp, nicméné piesny ucinek neni jesté zcela znam (Chowdhury, Kwan
a Wood 2016). Mechanismy jsou vzajemné provazané a pii knockoutu jednoho z nich
dochazi k ndhradé za jiny, coZ znesnadnuje experimentalni zkouméni fenoménu

perzistence.

Perzistentni buiiky jsou ve stavu blizkém dormanci, proto se v poslednich letech
davaji do souvislosti s Zivotaschopnymi ale nekultivovatelnymi bunkami, které podle
soucasné hypotézy funguji stejné jako perzistentni, ale obsahuji vétsi podil toxint, tudiz
se nachazi ve stavu hluboké dormance, zatimco perzistentni jsou schopné rychle obnovit

rast (Ayrapetyan, Williams a Oliver 2015).

V zavéru prace je soustfedén dliraz na moZnosti efektivnéjsi lécby, pricemz
V soucasnosti se zda byt nejlepsim feSenim kombinovani vhodnych antibiotik, které jsou
schopné eradikace jak rostoucich, tak nerostoucich stadii (Feng, Auwaerter a Zhang
2015). Porozuméni fenoménu perzistence je vSak stale v zacatcich, je tifeba dalSiho

vyzkumu molekularnich mechanismt pro efektivnéjsi zacileni antibiotik.
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