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ABSTRAKT

Perzistence piedstavuje ptfechodny stav, ve kterém jsou bakteridlni buiiky schopny
prezivat antibiotickou 1écbu. Nastava stochasticky u malé ¢asti populace a umoziuje prezivsim
bunkam opakované vyvolat infekci. Velikost subpopulace perzisteri mtze byt ovlivnéna
adapta¢nimi mutacemi vzniklymi v dobé chronické infekce v genech souvisejicich s regulaci
prechodu mezi virulentni formou a tvorbou biofilmu. Pro regulaci vstupu a vystupu z
perzistence ma vyznamnou roli téZ mezibunécna komunikace a molekuly produkované
buiikami do prostiedi. Predpokladda se, ze perzistence u S aureus je ovliviiovana predevSim
PSM moduliny a molekulami AIP, jez se Gi€astni mechanizmu Quorum sensing.

Hlavnim cilem préace bylo objasnit, jak adaptacni mutace vzniklé u klinickych izolata
ziskanych od dvou pacientek s diagnostikovanou cystickou fibrézou ovliviiuji schopnost
perzistovat. Déle bylo cilem stanovit, jak se v souvislosti s perzistenci méni membranovy
potencial a metabolicka aktivita a urcit, jaky vliv maji extracelularni molekuly produkované do
kultiva¢niho média na riistové parametry studovanych izolata.

Metodou TD testu a urenim miry perzistence stanovenim CFU bylo zjisténo, Ze u
izolati pacientky 2 nedoSlo v pribchu chronické infekce ke vzniku adapta¢nich mutaci
ovlivitujicich perzistenci, zatimco u tfech pozdéji odebranych chronologickych izolath
pacientky 1 byla prokézéana zvySena schopnost perzistovat. Stav perzistence nastaval u téchto
bunéénych populaci na pratokovém cytometru potvrzen rozdilny ucinek na ztratu
membranového a redox potencidlu u antibiotik s odliSnym mechanizmem pisobeni a byla
méfena velikost populace exprimujici gen sigB. Podafilo se optimalizovat metodu
kontinudlniho méfeni optické denzity, kterd umoznila prokdzat vliv extraceluldrnich molekul
obsaZenych ve sterilnim supernatantu na rychlost riistu, hynuti po plisobeni antibiotik a na
vyrlstani z perzistence po odeznéni ucinku antibiotik. V zavislosti na zjisténych datech byly

diskutovany hypotézy vlivu vzniklych adaptacnich mutaci.

Klic¢ova slova:  Staphylococcus aureus, Perzistence, Adaptacni mutace, Agr systém, PSM, AIP



ABSTRACT

Persistence represents a transient state during which are bacterial cells able to survive
antibiotic treatment. Only a small subpopulation of cells enter this state, these cells are then
capable of causing disease recurrence. The size of a persister subpopulation is influenced by
adaptive mutations formed during a chronic disease in genes related to transition of cells
between a virulent form and biofilm formation. Regulation of entering and exiting persistence
is also influenced by intercellular communication and by molecules produced into the cell
surroundings. It is assumed that this effect is caused by PSM modulines and AIP molecules
which take part in Quorum sensing mechanism.

The main aim of this thesis was to clarify how adaptive mutations of clinical isolates
obtained from two patients diagnosed with cystic fibrosis influence the ability to persist.
Another aim was to determine changes in membrane potential and metabolic aktivity while
entering persistence and to establish the effect of extracellular molecules produced into the
culture medium on growth parameters of the studied isolates.

By using techniques of TD test and establishment of persistence rate by CFU
determination, it was found that the isolates obtained from patient 2 did not acquire adaptive
mutations affecting persistence whereas three last obtained chronological isolates from
patient 1 showed increased ability to persist. These isolates formed deeper persisters with
reduced transition into a growing form. By measuring cell populations using flow cytometer,
differences within membrane and redox potential between antibiotics with diverse mechanisms
of action were confirmed. A method of continuous measurement of optical density was
successfully optimized due to which it was possible to demonstrate the effect of extracellular
molecules produced into a sterile supernatant on growth rate, the slope of killing curve and on

waking up from a state of persistence.

Key words: Staphylococcus aureus, adaptive mutations, Persistence, Agr system, PSM, AIP
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SEZNAM ZKRATEK

Agr

AIP

BHI

CFU

GFP

HTH motiv

CHIPS

MIC

MRSA

NETSs
oD
PBP

PIA
PSMs
PVL
ROS
RPM
RSH
SCCmec
SCv
TSB

TD test

VISA

VRSA

,Accessory gene regulator, dvoukomponentovy systém regulujici virulenci
»2Auto-Inducing-Peptide, molekuly Agr systému ucastnici se Quorum sensing
Bujon ,,Brain-Heart-Infusion®, zivné médium

,,Colony forming units*, jednotky tvofici kolonii

Zeleny fluorescencni protein

Helix-turn-helix, strukturni motiv proteinu schopny vazat se na DNA

Chemotaxis Inhibitory Protein of Staphylococcus aureus*, protein blokujici receptory

neutrofill
Minimalni inhibi¢ni koncentrace, nejnizsi koncentrace antibiotika potlacujici rist bakterii

Methicillin-Resistant ~ Staphylococcus ~ aureus,  kmeny S aureus  rezistentni
k protistafylokokovym penicilinim, u nichz je rezistence zptsobena zménou aktivniho mista

transpeptidaz

Neutrofilni extracelularni pasti (Neutrophil Extracellular Traps)

Opticka denzita

,,Penicillin-Binding Proteins*, enzymy zodpovédné za transpeptidaci pii syntéze
peptidoglykanu

Polysacharidovy intracelularni adhezin

,,Phenol Soluble Modulin-like peptides®, peptidy zptsobujici lyzi neutrofilti
Panton-Valentiniv Leukocidin

,,Reactive Oxygen Species®, kyslikové radikaly poskozujici DNA
,»Revolutions per minute®, otacky za minutu

RelA—SpoT homolog, syntaza (p)ppGpp

Stafylokokova chromozomova kazeta mec, mobilni geneticky element
,»Small Colony Variants*, varianty kmeni tvofici malé kolonie
,,Iryptophan Soy Broth®, komplexni zivné médium

Diskovy test pro detekci perzistentnich a tolerantnich bun¢k

,,Vancomycin-Intermediate Staphylococcus aureus “, kmeny S. aureus se siln€jsi vrstvou

peptidoglykanu méné citlivé k vankomycinu

»Vankomycin-Resistant Staphylococcus aureus “, kmeny S. aureus rezistentni k vankomycinu,

rezistence je zpusobena zménou koncového dipeptidu pii syntéze peptidoglykanu



UVOD

Staphylococcus aureus je ¢astym oportunnim patogenem zpuisobujicim rtiznorodé typy
onemocnéni, od méné zdvaznych koznich infekci az po Zivot ohrozujici sepse. U vice nez jedné
tretiny lidi kolonizuje kazi bez vyvolani onemocnéni, avSak muze zptisobovat sekundarni
infekce komplikujici 1é¢bu jinych nemoci. Mezi takové onemocnéni patii mimo jiné také
cysticka fibréza, u které je spolu s bakteridlnim druhem Pseudomonas aeruginosa hlavnim
puvodcem plicnich infekci. Béhem cystické fibrozy se v plicich produkuje zvySené mnozstvi
hlenu, jenz vytvaii optimalni podminky pro osidleni bakteriemi. Malé mnozstvi bakterii
S. aureus zde v perzistentnim stavu pretrvava i po antibiotické 1é¢be a po jejim odeznéni jsou
tyto bakterie schopné opakované vyvolat onemocnéni. Navic se u téchto izolatl z chronickych
infekci kumuluji adapta¢ni mutace zlepSujici schopnost v organizmu perzistovat.

Perzistentni buiiky jsou takové bakteridlni buiiky, jez v dormantnim stavu dokézi ptezit
pusobeni antibiotik a dalsi neptiznivé vlivy prostiedi. Po jejich odeznéni se perzistentni buniky
navrati do svého metabolicky aktivniho stavu, ve kterém jsou opét schopny reprodukce. Vstup
do perzistence je ndhodny proces, ke kterému dochézi stochasticky u malé subpopulace bunck,
nicmén¢ stresové podminky zvySuji pravdépodobnost prechodu do perzistentniho stavu. Na
rozdil od rezistence neni tato schopnost geneticky kodovana a populace vznikla délenim bun¢k
prezivsich perzister nejevi vyssi pravdépodobnost tvofit perzistery.

U Staphylococcus aureus se hlavnim regulatorem pro piechod do perzistentniho stavu
zdé4 byt dvoukomponentovy systém Agr, ktery fidi mechanizmus Quorum sensing pro vnimani
hustoty buné€k v okoli. Aktivovany Agr systém pozitivné reguluje virulenci a zarovei inhibuje
ptechod do perzistentniho stavu. Inaktivovan byva béhem stresové odpovédi nepiimo ptes
alternativni sigma faktor ¢® RNA polymerazy kodovany genem sigB. Ackoliv schopnost
perzistovat neni dana geneticky, mutace v souvisejicich genech Agr systému mohou zvySovat
¢i snizovat frekvenci pfechodu do stavu perzistence. V této diplomové praci byly zkoumané
1zolaty s mutacemi v operonu sigB a v genu agrA pro regulator odpovédi dvoukomponentového
syst¢tmu a byl porovndvan jejich vliv na schopnost izolath perzistovat. Celkem devét
testovanych izolatlh pochézelo od dvou pacientek s cystickou fibrézou, pfic¢emz primoizolaty
byly odebrané v momenté€ stanoveni diagnozy a dalsi chronologické izolaty byly odebrany
s pulrocnim aZz ro¢nim odstupem. Izolace probé&hla v nemocnici FN Motol a ptibuznost

ziskanych izolath byla stanovena MLST genotypizaci.
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CILE PRACE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo stanovit miru perzistence a posoudit, zda u
chronologickych izolati dochazi ke zmén€ ve schopnosti kmenil perzistovat v zavislosti na
zjisténych adaptacnich mutacich.

DalSim cilem bylo ur¢it podil bunék se snizenym membranovym potencidlem a nizsi
metabolickou aktivitou po plisobeni vybranych antibiotik a vysledky porovnat se
zjisténou mirou perzistence jednotlivych izolatu.

Cilem, ktery vyplynul béhem experimenti, bylo provéfit vliv extracelularnich molekul

produkovanych do kultiva¢niho média na riistové parametry studovanych izolata.

Podle vyuzitych experimentalnich ptistupti byly hlavni cile rozdéleny do nasledujicich

dil¢ich cila:
e Pomoci TD testu porovnat schopnost izoldtii prechdzet do perzistentni formy

e Monitorovanim priibéhu kiivek hynuti po piisobeni antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu

a vankomycinu metodou stanoveni CFU urcit miru perzistence jednotlivych izolatii

e Porovnat u izolatii podil bunék se snizenym membranovym a redoxnim potencidalem po
pusobeni antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu. Zaroven stanovit miru

exprese genu sigB v jednotlivych subpopulacich

e Porovnat ucinky piisobeni sterilnich supernatantii od vybranych izolatii na riistovou
rychlost, na rychlost hynuti po piisobeni oxacilinu a schopnost vyrustani z perzistence

po piisobeni ciprofloxacinu a oxacilinu.
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PREHLED LITERATURY

1 Charakteristika Staphylococcus aureus

Bakterie rodu Staphylococcus jsou grampozitivni a fadi se do kmene Firmicutes, tfidy
Bacilli a tfadu Lactobacillales. Jedna se o nesporulujici a nepohyblivé koky. Po rodu
Propionibacterium jsou stafylokoky druhou nejcastéjsi komenzalni skupinou bakterii osidlujici
lidskou kiizi (Byrd et al. 2018). Rozdélujeme je na koagulaza-negativni a koagulaza-pozitivni
podle jejich schopnosti rozkladat fibrinogen na fibrin. Tento fenomén se projevuje shlukovanim
bunck v tekutém médiu po pfidani plazmy. Nejcastéji se vyskytujicimi stafylokoky
byvaji koagulaza-negativni  S. epidermis, S. hominis, S. haemolyticus, S. capitis nebo
S. lugdunensis. Staphylococcus aureus je jednim z mala koagulaza-pozitivnich stafylokokt a
1ze ho proto snadno urcit (Finkelstein & Sulkin 1958, Sperber & Tatini 1975).

Oportunné patogenni Staphylococcus aureus je bakterie kolonizujici nejen kizi, ale i
hrdlo, a pfedevs§im nosni dutinu. Vyskytuje se u 20 az 30 % lidské populace, aniz by hostitelim
zpusoboval zdravotni komplikace, av§ak kolonizace zvySuje riziko vzniku onemocnéni (Parlet
et al. 2019). Byva pivodcem koznich infekci jako jsou abscesy, impetigo, celulitidy,
folikulitidy, furunkly a karbunkly. Zplisobovat miZe i infekce jinych tkdni a organd, z nichZ je
mozno jmenovat endokarditidy, sinusitidy, sekundarni pneumonie, osteomyelitidy,
enterokolitidy ¢i bakteriémie. K rozvoji infekce dochédzi vétsSinou u imunokompromitovanych
pacienti, po chirurgickém zakroku nebo po zranéni kize. Je zodpovédny piredev§im za
nozokomialni infekce vzniklé v nemocni¢nim prostfedi a piedstavuje zvysené riziko také pro
novorozence a pacienty s cystickou fibrozou. V souvislosti s nemocni¢nim prostiedim muze
dochazet k tvorbé biofilmu na chirurgickych implantatech a cizich télesech (pf. katetr, kanyla,
kardiostimulator, endoprotéza). Biofilm poskytuje bakteriim ochranu pfed imunitnim

systémem, proto je pii 1€€be nutné cizi teleso nebo implantat opét vyjmout (Tong et al. 2015).
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2 Patogenita Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus napada tkan¢ a organy po celém téle. Pi priniku do organismu
spousti prozanétlivou imunitni odpoveéd’. Svymi toxiny a bunécnymi strukturami indukuje
tvorbu interleukinu IL-8, ktery aktivuje migraci neutrofilnich granulocytli do mista infekce.
Granulocyty po fagocytdze uzaviou bakterie do fagozomii a aktivuji mechanismy pro jejich
zni¢eni, mezi nez patii degranulace, produkce kyslikovych radikalti (ROS), sekrece cytokinii a
syntéza leukotrienti. S. aureus unikd rozpozndni imunitnim systémem tvorbou
polysacharidového pouzdra nebo biofilmu, ale brani se i aktivné€ produkci tzv. CHIPS molekul
blokujicich receptory neutrofili nebo molekul blokujicich komplement. Pokud dojde
k fagocytodze, je bakterie schopna zpusobit lyzi neutrofild svymi cytolytickymi leukotoxiny.
Oxidativnimu stresu se bakterie brani produkci kataldzy a superoxid dismutazy (DeLeo et al.
2009). Nékteré virulentni kmeny jsou schopny po fagocytdze uvnitt granulocytil piezit a zlstat
tak chranény pfed rozpoznanim imunitnim systémem. Zarovenl se timto zpisobem mohou
rozsitit do dalSich ¢asti téla (G. Y. C. Cheung et al. 2014).

Béhem cystické fibrézy, u které S. aureus Casto kolonizuje plice pacientd, dochazi
k imunitni odpovédi zvySenou tvorbou neutrofilnich extracelularnich pasti, tzv. NETs. Jsou
tvofeny extracelularni DNA a antimikrobidlnimi neutrofilnimi granulemi. S. aureus produkuje
nukledzy degradujici NETs a je tak schopny se jejich u¢inku aktivné branit (Herzog et al. 2019).

S. aureus se pii kultivaci na standartnich zivnych médiich, jako je BHI ¢i TSB, projevuje
typickym Zlutym zbarvenim, za n&hoz je zodpovédny produkovany karotenoidni pigment
stafyloxantin. Po chemickeé strance se jedna o membranové vazany triterpenoid, ktery se podili
na udrzovani integrity a stabilizaci cytoplazmatické membrany. K rigidité membrany ptispiva
zvySenim usporadani alkylovych fetézci membranovych lipidi. Také brani oxidativnimu

ucinku imunitniho systému detoxifikaci ROS, ¢imz pfispiva k virulenci (Mishra et al. 2011).
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2.1 Nozokomialni infekce

Staphylococcus aureus je ¢astou bakterii zptisobujici nozokomialni onemocnéni, tedy
infekce vzniklé v souvislosti s hospitalizaci v nemocni¢nim prostiedi. Jedna se o sekundarni
infekce, které mohou zhorSovat priitbéh a komplikovat 1é¢bu jinych probihajicich nemoci a
zpusobovat vyS$s$i morbiditu a mortalitu. Nejcastéji jde o pneumonalni infekce, méné Casto o
infekce krevniho fecisté nebo mocovych cest. Nemocnice je mistem, kde se nozokomialni
infekce snadno §ifi a Casto je piivodcem kmen S. aureus rezistentni k meticilinu, tzv. kmen
MRSA. Vysoké riziko pfenosu je nejen na operacnich sdlech a u dialyzacnich jednotek, ale také
ptes transfuzni jednotky, vodu nebo zavedeny katetr. Kolonizace bakterii S. aureus ve spojitosti
s podstoupenim invazivniho lékatského vykonu je vysokym rizikem vzniku nozokomiélnich

infekei (Nimer 2022).
2.2 Akutni a chronicky pribéh onemocnéni

Bakterialni bunky in vivo jsou v neustalém kontaktu s vnéjSimi podnéty, které rozhoduji
0 jejich specializaci a tim ovliviiji, k jakému prubéhu infekce bude dochazet. S. aureus je
schopen pfechazet mezi dvéma formami, které mohou vyvolat bud’ akutni nebo chronickou
infekci. Mohou zit jednak ve formé rozptylenych individudlnich bun€k, nebo jako soucast
spolecCenstva tvoficiho biofilm. Samostatné zijici buiky produkuji toxiny a zplsobuji
kratkodobé akutni infekce ¢i bakteriémii. Bunky v biofilmu vedou spiSe k trvajicimu
chronickému onemocnéni (Lister & Horswill 2014).

V téle se vyskytuji oba typy buné€k a priibéh nemoci zavisi na jejich vzajemném poméru.
V rozhodnuti o bunééném osudu je dilezity Agr regulacni systém, jehoz ptisobeni je detailné
popsané dale. Jeho zvySend produkce nejspise vyvold piechod na planktonni bunéénou formu
(Boles & Horswill 2008). Naopak tvorba biofilmu nastava spiSe pii expresi genu sigB
kodujiciho sigma podjednotku RNA polymerazy, jehoz produkt funguje jako represor agr. V
pripad€ chronické infekce je tvorba biofilmu podstatnd. Biofilm totiz bunky lépe chrani jak
proti mechanismim imunitniho systému, tak proti antibiotikiim, coz byva jednim z divoda
jejich obtizné 1éc¢by. U chronickych infekci jsou ¢asto nalézany izolaty s defekty v agr genech.
Tyto mutanty vykazuji snizenou hemolyzu a jsou schopny tvofit silnéjsi biofilm (Garcia-
Betancur et al. 2017).

Rozdily mezi osudy buné¢k jsou dany jejich fenotypem, prestoze genotypove jsou buiiky

identické. Pfechod mezi dvéma vySe zminénymi formami je odezvou na lokalni signaly béhem
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infekce. Ptikladem lokélnich signalfi, kterym jsou buiiky v téle vystaveny, mohou byt Mg?"
ionty, jejichz zvySena koncentrace vyvolava vyss$i miru exprese sigB a sméfuje k tvorbe
biofilmu. Mg?" ionty svou vazbou stabilizuji teichoové kyseliny a zvys$uji rigiditu bunééné
stény. Béhem dlouhotrvajicich infekci probiha kolonizace S. aureus predevSim v mistech
vyssiho obsahu Mg?*, tedy v kostech a ledvinach. Zde bakterie tvoii biofilm, jenz mize vést ke
vzniku chronickych infekci. Z téchto mist se builky periodicky rozptyluji a pfispivaji
k akutnimu pribéhu infekce. V srdeéni tkani, kde je naopak niz$i koncentrace Mg>*, se

vyskytuje vyssi podil bakterii s aktivnim Agr systémem. (Garcia-Betancur et al. 2017).
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3 Globalni regulatory virulence u Staphylococcus aureus

3.1 Agr systém

Agr lokus koduje dvoukomponentovy systém zodpovédny za mechanizmus Quorum
sensing a zda se byt centralnim regula¢nim systémem pro piechod mezi chronickou a akutni
infekci. Jeho aktivace je zavisla na zpétnovazebné smycce pies autoindukéni peptidy (AIP),
které saim koduje a na jejichz impulsy aktivuje faktory virulence. Obsahuje dva promotory
(P2 a P3) opacné sméfujicich transkripcnich jednotek RNAII a RNAIIL jejichz expresi reguluje
prostfednictvim kdédovaného regulatoru AgrA. Mechanismus tohoto dvoukomponentového

sytému je zobrazen na obrazku 1.

o

A
AgrB d

AgrC

AgrD

PSM
P2 P3

‘—

| hypervariabilni oblast |
smal—psma2 mao, smad

Obrdzek 1: Mechanismus pusobeni a usporddani gent Agr systému

Z promotoru P2 se spousti transkripce operonu agrACDB. Produkty traslace jsou proteiny ucastnici se Quorum sensing mechanismu, kdy
AgrD je prekurzorem signalizacni molekuly AIP, AgrB je transmembrdnovy protein pro maturaci AlP a jejich pfenosu vné buriku, kde jsou
zachyceny histidinovou kindzou AgrC, jeZ se autofosforyluje a prendsi fosfat na protein AgrA. AgrA~P umoZriuje expresi genti operonu P2
a pfi prekroceni hranice ve své koncentraci aktivuje expresi RNAIll. Soucasné AgrA~P aktivuje expresi psm gend. Geny psmB81-2 se
nachdzeji na odlisSném lokusu neZ psmal-4 a gen hld pro & toxin (psmy) se nachdzi v ramci transkripcni jednotky RNAIIIL U gent AgrC,
AgrD a AgrB je vyznacena hypervariabilni oblast, kterd se lisi mezi Agr typy | - IV. llustrace byla vytvorena v BioRender.com
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Operonem P2 jsou kdédovany geny agrd, agrC, agrD a agrB. Gen agrD koduje
prekurzor cyklického oligopeptidu AIP. Je proteolyticky Stépen a sekretovan z bunky pies
transmembranovy protein AgrB, jenz v membrané tvofi pdér a soucasné plni funkci
endopeptidazy umoziujici maturaci AIP. Z AgrD dojde k odstranéni C-terminalniho konce,
zacyklenim C-koncové domény a cysteinu se vytvori thiolaktonovy kruh a posléze dojde
k proteolyze N-koncové domény. Maturované AIP peptidy jsou sloZzeny ze 7-9 aminokyselin a
obsahuji péti¢lennou strukturu thiolaktonu, ktery je ziejmé rozpoznavan receptorem. N-konec
slouzi k aktivaci AIP a jeho absence inhibuje virulenci (Lyon et al. 2000).

AgrC je 7x membranou prochazejici histidinova kinaza slouzici jako senzor. Svou N-
koncovou doménou interaguje s nahromadénymi AIP molekulami vné buiiky. Po navazani AIP
dojde k autofosforylaci koncového histidinu na C-termindlni domén¢ v cytoplazmé. Nésleduji
konformacéni zmény a fosforylace aspartatu u reguldtoru AgrA. Tim dochazi ke spusténi
kaskady pro aktivaci gent akutni faze a genl vlastniho operonu (L. Wang et al. 2014).
rozhoduje o tom, zda burika ptejde do disperzni formy a bude produkovat virulentni faktory ¢i
bude pfetrvavat ve formé biofilmu. Vazbou AgrA~P do promotoru P2 je tento promotor
aktivovan a dochazi k dal$imu zvySovani koncentrace AgrA. Soucasné aktivuje expresi geni
psma, ff pro virulenci a vaze se na promotor P3, ¢imz aktivuje expresi regulacni rnalll pro tvorbu
dalSich cytolytickych toxinli. Vazba do promotori P2 a P3 se odehravd v mistech pfimych
repetic intergenové oblasti. Promotorové oblasti jsou téméf identické, avSak k promotoru P2
ma AgrA~P vyssi afinitu. Podminkou aktivace méné citlivého promotoru P3 je prekroceni
hranice kritické koncentrace AgrA~P. Bunky, u kterych dojde ke zvySeni koncentrace AgrA~P
ziskavaji schopnost virulence a byvaji zodpovédné za akutni infekci. Naopak buriky, u kterych
nedojde k ptrekroceni této hranice v koncentraci AgrA~P nebudou mit aktivované geny pro
virulenci, zatimco geny spojené s tvorbou biofilmu, které jsou béZzn¢ Agr systémem inhibovany,
budou exprimovany (West & Stock 2001, Koenig et al. 2004).

Operon promotoru P3 kdduje molekulu RNAIIL. Je to regulacni SRNA podstatna
pro transkripci i translaci gent exotoxint a dal$ich virulentnich faktori akutni faze. Zarovei ve
své transkripcni jednotce obsahuje gen /ld pro hemolyzin delta, jeden z hlavnich virulentnich
faktorti schopny lyzovat lidské erytrocyty. RNAIII plisobi dvojim u¢inkem, jednak umoziuje
produkei virulentnich faktort akutni faze a jednak zplisobi snizeni exprese gend pro syntézu
extracelularnich polysacharidii a adhezivnich proteinti potfebnych k tvorbé biofilmu. Syntézu

proteinli pro adhezi bunék reprimuje RNAIII ptimo, zatimco transkripci gent kodujicich toxiny
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a genll pro disperzi bunck aktivuje nepfimo pies regulacni proteiny MgrA, Rot a dalsi
transkripcni regulatory. (Boisset et al. 2007).

Pti translaci a-toxinu piisobi RNAIII jako antisense RNA. Svou vazbou na #la mRNA
brani intramolekularnimu parovani bazi, ¢imz odkryvd misto pro nasednuti ribozomu a
umoziuje iniciaci translace. V jinych ptipadech pisobi jako antisense RNA tak, ze vazbou na
mRNA iniciaci translace inhibuje, tomu se déje u mRNA kodujici adheziny a jiné proteiny
spojené¢ s adhezi a biofilmem. Mezi inhibované patii mRNA pro protein A nebo pro
transkrip¢ni regulator Rot. K regulaci na translac¢ni urovni slouzi 3 doména RNAIII (Morfeldt

et al. 1995).

3.1.1  Varianty AIP

Kmeny bakterii S. aureus produkuji rizné varianty autoindukénich molekul, které jsou
kédovany genem agrD. Bylo zjisténo, Ze toto je zplsobeno genetickou variabilitou Agr
systému v genech nejen pro AIP (agrD), ale také pro kindzu AgrC i transportni protein AgrB.
Hypervariabilni oblast se nachazi v ¢asti agr operonu zobrazené na obrazku 1. Jedna se o 2/3
genu AgrB, gen AgrD a N-terminalni ¢ast AgrC. Protein AgrA je mezi vSemi kmeny S. aureus
naopak vysoce konzervovany (Ji et al. 1997).

U rodu Staphylococcus bylo nalezeno vice nez 20 rliznych alel Agr systému, z toho se
Ctyti vyskytuji u druhu Staphylococcus aureus. (Dufour et al. 2002) Kmeny se podle variabilni
¢asti Agr lokusu rozliSuji na Agr typy I-IV. Ackoliv na buiiky vlastniho kmene plisobi AIP
pozitivné a aktivuji virulenci, u kmeni s odlisSnym Agr typem aktivitu Agr systému inhibuji.
Inhibice jinymi variantami AIP je reverzibilni a umoznuje tak odezvu na vyskyt konkurence.
(Geisinger et al. 2009) Tento mechanismus funguje 1 mezi ostatnimi druhy bakterii a
v ptirozeném prostiedi vede k prevazeni pocetnéjsSiho druhu bakterii nad jinym. Struktura typa
AIP I a1V se lisi pouze v jedné aminokyseliné a vzajemné se neinhibuji, ba naopak pfidani AIP
typu IV k bunikkdm S. aureus typu I vede k mirné aktivaci Agr, asi o 2/3 slabsi neZ jakou mirou
dochazi k aktivaci vlastnimi AIP (Jarraud et al. 2000).

Nejcastéji se vyskytujicim typem u zdravych jedincii jsou bakterie Agr typu I, zatimco
u nemocnych pacientil byva cast&ji nalézan Agr typ III. Zastoupeni bakterii s odliSnymi Agr
typy muze byt typické také pro jednotliva onemocnéni. Agr Typ III byva nej€astéji spojovan se
syndromem toxického Soku a §. aureus typulIV casto zplisobuje stafylokokovy syndrom
opafené klize u novorozenct. Bakterie s Agr typem I byvaji spiSe pivodci bakteriémii. Tyto

vysledky vSak nejsou jednoznacné a neni jisté, zda Agr typ ovlivituje formu infekce. (Jarraud
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et al. 2000, Bibalan et al. 2014). Struktura oligopeptidi AIP vSech c¢tyf typl je zobrazena na
obrazku 2, kde je soucasn¢ zndzornéna jejich vzajemna interference, tedy inhibice nevlastnim

Agr typem s vyjimkou typt [ a IV, které¢ se vzajemn¢ aktivuji (Malone et al. 2007).

APl @
. | L
OO

Obrdzek 2: Rozdily v aminokyselinové sekvenci Ctyr typl autoindukcnich oligopeptidd (AIP) a jejich
vzdjemné plsobeni. AIP typy | a IV se lisi pouze v jedné aminokyseliné a vzdjemné se aktivuji, zatimco
mezi ostatnimi typy AIP dochdzi k inhibici Agr systému. Prevzato a upraveno podle Malone. et. al 2007.

In vivo pii pocatku infekce dochazi k rapidnimu pomnozeni bakteridlnich bun¢k a az
poté dochazi k aktivaci geni Agr systému, produkci toxini a dalSich faktor virulence a k
vyvolani nespecifické imunitni odpovédi. Virulentni faktory, pfedevsim exotoxiny, poskytuji

bakteriim ochranu proti leukocytim (Wright et al. 2005).
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3.1.2  Quorum sensing

Agr systém ma dilezitou ulohu v Quorum sensing mechanizmu. Quorum sensing
bakteriim slouzi jako forma vnitrodruhové komunikace mezi buiitkami, kterd jim umoznuje
vzajemn¢ si predavat signaly a reagovat na zmény v hustotdch populace. Bunky vyciti
pfitomnost dostatecného mnozstvi bunék v okoli po nahromadéni extracelularnich
autoinduktori a rozmanitymi mechanismy na signal reaguji. U gramnegativnich bakterii je
autoinduktorem nejéastéji acyl homoserin lakton. U Staphylococcus aureus jsou jim
oligopeptidy AIP (Bassler 2002).

Funkce Agr systému tkvi v rozpoznani ptfechodu populace do postexponencialni faze,
kdy ptepne produkci adhezivnich proteinid na produkci toxind a umozni disperzi bun¢k. Béhem
akutni infekce, kdy je Agr systém aktivovany, nedochazi k tvorbé biofilmu. Krom¢ vnimani
hustoty populace tento dvoukomponentovy systém slouzi rovnéz k detekci prostredi, naptiklad
nahromadéni AIP po endocytdze zpusobi aktivaci Agr systému a produkci virulentnich faktorii
napomahajicich tniku z endozomu (Jabbari et al. 2012, Jenul & Horswill 2018).

Aktivni Agr systém je nutny pro rozpad biofilmu zpét na citlivé planktonni bunky. Pti
absenci agr operonu je produkce toxinil vyrazné snizena, zatimco produkce proteini pro adhezi
a proteinll spojenych s bunécnou sténou je zvySena (Xu et al. 2017). Buniky s nefunkénim Agr
systémem tvofi robustni biofilm, u kterého téméf nedochdzi k diseminaci. Rozpadu biofilmu
brani rovnéz pfidani glukdzy do média, kterd ma za nasledek snizeni pH a tim reprimuje RNAIII

(Boles & Horswill 2008).
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3.2 Rodina proteinii SarA

Jako rodina SarA proteina se oznacuji proteiny SarA, SarR, SarS, Rot, MgrA a jejich
dalsich 6 homologti (SarT, SarU, SarX, SarZ, SarV, SarY). Jsou to DNA vazebné proteiny,
které se svym HTH motivem (helix-turn-helix) vazou do velkého zlabku cilové DNA, zatimco
svym motivem winged helix, slozenym z né€kolika o helixti a B listli, interaguji s malym
zlabkem DNA (A. L. Cheung et al. 2008).

SarA spolu s Agr systémem slouzi k regulaci exprese genu pro virulenci. Je kodovan
ttemi prekryvajicimi se transkripty sarA lokusu s promotory P1, P2 a P3. Je zodpovédny za
regulaci dvoukomponentového regulacniho systému Agr, jehoz expresi v postexponencialni
fazi zvySuje vazbou do promotoru P2 a umoziuje syntézu toxini. Soucasné reprimuje tvorbu
exoprotedz, které by Stépily o toxin a PSM molekuly (phenol soluble moduline-like peptides),
¢imz umoziuje jejich akumulaci. (Zielinska et al. 2011) Béhem exponencionalniho ristu
naopak indukuje tvorbu proteini pro adhezi a proteinu A, ¢imZz pfispiva k tvorbé biofilmu.
(Lister & Horswill 2014).

SarR ma opacnou funkci nez SarA, byt se jeho vazebné misto v promotoru P2 Agr
lokusu Castecné prekryva. Plisobi jako represor, jelikoz na rozdil od transkripénich aktivatora
AgrA a SarA nezpusobuje ohyb DNA. SarR reprimuje transkripci nejen gentt Agr systému, ale
¢astecné i transkripci SarA (Reyes et al. 2011).

SarS je rovnéz DNA vazebny protein, jehoz hlavni funkeci je aktivace transkripce genu
spa pro protein A, jenz tvoii bunécnou sténu, ale je 1 soucasti matrix tvofici biofilm. Také brani
transkripci genu Ala pro a-hemolyzin.

Transkrip¢ni regulator Rot je povazovan za antagonistu Agr regulatoru, vzhledem k jeho
inhibi¢énimu ptsobeni na transkripci toxint. Pii pfechodu do virulentni formy je Rot protein
reprimovan molekulou RNAIII, dojde k umoznéni produkce genti toxint a proteintl pro disperzi
bunék a naopak je inhibovana exprese genli povrchovych proteinil. Za béznych podminek je
konstitutivné transkribovan. Jeho regulace probiha na transla¢ni urovni vazbou RNAIII na rot
mRNA, kde brani nasednuti ribozomu a iniciaci translace. Tento RNAIII-mRNA duplex je
rozpoznan RNazou III, ktera enzymaticky rot mRNA §tépi (Boisset et al. 2007).

MgrA je ziejmeé rovnéz z ¢asti regulovan pomoci RNAIII na translaéni urovni. V tomto
ptipadé¢ RNAIIl naopak stabilizuje mgrd mRNA a umozZiluje jeji transkripci. MgrA je
transkripéni faktor, ktery reguluje vice nez 350 gend a virulenci ovliviiuje analogicky
k aéinklim AgrA, tj. zpisobuje nadprodukei toxintl a dalSich virulentnich proteinli a naopak

snizuje expresi genil povrchovych proteinti (Gupta et al. 2015, Luong et al. 2006).
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4 Stresova odpoveéd’ u Staphylococcus aureus

4.1 Alternativni sigma faktor B

Gen sigB koduje alternativni sigma faktor obecné stresové odpovédi o® (SigB), jenz je
aktivovany pii prechodu do stacionarni faze. Jeho zvySena aktivita byla popsana po piisobeni
ruznych strest, véetné vystaveni bunék kyselému prostredi, alkoholu a teplotnimu Soku (Chan
et al. 1998). Bylo nalezeno minimdlné¢ 251 gend, jejichz exprese je pfimo ¢i nepiimo
ovlivilovana sigma faktorem B, znichz 198 genii je regulovéno pozitivné a 53 genl je
v pritomnosti SigB reprimovano (Bischoff et al. 2004).

Operon sigB se sklada ze 4 gend — rsbU, rsbV, rsbW a sigB. VSechny geny tohoto
operonu jsou exprimovany jiz béhem exponencidlni fiaze a regulace aktivity probiha
posttranslaéné pti ptfechodu do faze stacionarni. K transkripci genli sigB operonu dochézi
spole¢né s geny MazEF ze 3 promotorQ: Pwmazer, slabého promotoru P a na sigB zavislého Ps,
viz obrazek 3. Pmazer je aktivovan pies regulator SarA béhem teplotniho Soku ¢i pfi pisobeni
antibiotik a je negativné regulovan proteinem SigB, jenz reprimuje vlastni transkripci. Soucasné
jsou timto promotorem transkribovany geny MazEF toxin-antitoxin systému (Donegan &
Cheung 2009).

PhMazer Pa Ps
—

J:Maz> Maz> RsbU Rst> Ris> SigB >

Obrdzek 3: Operon sigB s geny RsbU, RsbV, RsbW a SigB, ktery je requlovany tfemi promotory Ppazer, Pa @ Pg. Soucdsti
operonu jsou geny pro MazEF systém. Obrdzek byl vytvoren v BioRender.com

Protein RsbW piedstavuje anti-sigma faktor, jenz za béznych okolnosti tvoii komplex
se SigB a tim jej inhibuje (Miyazaki et al. 1999). Za stresovych podminek je aktivovan jeho
antagonista RsbV, ktery vyvazanim RsbW aktivuje alternativni sigma faktor SigB. Aktivace
tohoto anti-anti-sigma faktoru probihd defosforylaci fosfatdzou RsbU, kterd tim reaguje na
vznikly stresovy signal (Senn et al. 2005). Mechanizmus aktivace SigB je znazornén na
obrazku 4.

Vliv SigB na virulenci neni prozatim zcela probadany. Bylo prokazano, Ze reguluje
expresi sarA, u néhoz se pravdépodobné jedna o pozitivni regulaci. Soucasné je jednim

z disledkti aktivniho SigB sniZeni exprese RNAIII, které vSak patrné probihd nezavisle na
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pusobeni SarA (Bischoff et al. 2001). SigB ma opacny ucinek nez molekula RNAIII,
tj. transkripce exoenzymu a toxinl je ovliviiovana negativné, zatimco geny pro adheziny jsou
naopak pfi zvysené koncentraci SigB exprimovany. Ve spojitosti s virulenci ma tedy opacnou
funkci nez Agr systém. Indukuje tvorbu biofilmu a smétuje spise k chronické infekci. Soucasné

zvySuje expresi genl pro zluty pigment stafyloxantin (Falkow et al. 2000).
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Obrdzek 4: Regulace aktivity alternativniho sigma faktoru B. Pri stresovych podminkdch je aktivni fosforyldza RsbU,
kterd defosforyluje anti-anti-sigma faktor RsbV. Ten je v defosforylovaném stavu aktivni a vdZe anti-sigma faktor RsbW,
¢imZ ho vyvazuje ze sigma faktoru SigB. Uvolnény SigB tvori komplex s RNA polymerdzou a umoZnuje transkripci gend
stresové odpovédi. llustrace byla vytvorena v BioRender.com
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4.2 Stringentni odpovéd u S. aureus

Stringentni odpovéd’ je vyvoldna stresem, na n¢jz se bakterie snazi piizptisobit zménou
fenotypu pomoci zvySeni syntézy molekul alarmonu guanozin tetrafosfatu a pentafosfatu
(P)ppGpp.

Signalem pro vznik stringentni odpovédi je piedevs§im limitace zivin, béhem které se do
ribozomu vazou nenabité tRNA a indukuji tvorbu (p)ppGpp, za jejichz syntézu je
u Staphylococcus aureus zodpoveédna syntaza RSH. Ta se vaze na ribozom s deacetylovanou
tRNA a katalyzuje ptfenos pyrofosfatu z ATP na rib6zu molekuly GTP pro syntézu pppGpp
nebo molekuly GDP pro syntézu ppGpp. Enzym RSH mé soucasné aktivitu pro degradaci
(p)ppGpp. V bazalni hladin€ je (p)ppGpp syntetizovano i béhem exponencialni faze. Béhem
stresovych podminek akumulace (p)ppGpp zptisobi v bunice pokles GTP, jehoz ubytek vyvola
snizeni replikace, transkripce i translace. VétSina gent stringentni odpovédi je pomoci
(p)ppGpp aktivovana neptimo pies CodY (Geiger et al. 2014).

Ke stringentni odpovédi dochazi také po fagocytdze, kde syntdza RSH nezévisle na
CodY béhem stringentni odpovédi aktivuje rovnéz syntézu PSMa,B peptidi. Molekuly PSM
napomahaji uniku z fagozomu, coz je pfi¢inou jejich schopnosti piezivat intracelularné
v buitkdch makrofagli a neutrofili. Aktivace syntézy PSM probihd mechanizmem, pii kterém

nedochéazi ke zménam v expresi genli Agr systému (Geiger et al. 2012).

24



5 Faktory virulence

Staphylococcus aureus produkuje velké mnozstvi virulentnich faktort, které jsou
zodpovédné za jeho schopnost zplisobovat zavaznd onemocnéni. Nékteré z nich byvaji
kodovany na mobilnich genetickych elementech a pfitomnost téchto faktorti se lisi u
jednotlivych kmenti v zavislosti na horizontalnim pfenosu. Jiné virulentni faktory naopak
byvaji kédovany v jadru genomu a vyskytuji se téméf u vSech kment. Mezi hlavni faktory

virulence se fadi PSM peptidy, a-hemolyzin a 6-hemolyzin (Hodille et al. 2016).
5.1 Leukocidiny a hemolyziny

Neutrofilni leukocyty v misté infekce fagocytuji bakteriadlni bunky, cemuz se S. aureus
brani tvorbou toxint, které bilé krvinky lyzuji. Tyto toxiny se obecn€ nazyvaji leukocidiny.
Jejich struktura je tvofena dv€ma charakteristickymi proteinovymi podjednotkami tvoticimi
pory v lipidické dvouvrstvé membrany cilové bunky. S. aureus zptsobujici infekce u cloveka
produkuje pét typi leukocidinti: Panton-Valentinv leukocidin (PVL), y-hemolysin AB a CB,
Leukocidin ED (LukED) a Leukocidin GH (LukAB) (Spaan et al. 2017).

Dal$im virulentnim faktorem, ktery patfi do skupiny hemolyzini, je a-toxin, jinak
nazyvan a-hemolyzin. Tento cytolyticky toxin tvofici pory v membrané je hlavnim virulentnim
faktorem u komunitni pneumonie vyvolané kmenem MRSA. V téle ptisobi hemolyticky, tj.
zpusobuje rozpad cervenych krvinek naruSenim jejich cytoplazmatické membrany. Na
bunééném povrchu tvoii homoheptamer, ze kterého se posléze vytvofi transmembranovy por
v podobé B-barelu. Porem jsou propoustény draselné a vapenaté ionty, coz vede k nekrotické
smrti cilové bunky. a-toxin je ve formé polypeptidu kédovany genem hla. Jeho exprese je
regulovana pifes proteiny lokusti agr, sarA a sae, Dal§im hemolyzinem je P-hemolyzin
hydrolyzujici sfingomyelin v plazmatické membrané cilové buiky (Xiong et al. 2006,

Vandenesch et al. 2012).
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5.2  PSM peptidy

PSM peptidy rovnéz piisobi cytolyticky na leukocyty, mimo né i na erytrocyty a dalsi
buiiky, a to naruSenim jejich membran. Po chemické strance se jedna o kratké amfipatické
a helikalni peptidy. Své jméno ziskaly diky piechodu do fenolové faze béhem fenol-
chloroformové extrakce. V téle hostitele svym plisobenim vyvolavaji prozanétlivou odpovéed.
Vyskytuji se pfedevsim u kmenti komunitnich infekci, u nichz vedou ke zvysené virulenci,
nicméné je lze v mensi mife najit i u méné virulentnich kment, kde maji odlisnou funkeci.
Kromeé cytolytické aktivity jsou totiz zodpovédné také za strukturaci biofilmu a tvorbu kanalkt
pro dopravu zivin k niz§im vrstvam biofilmu. Dale byla prokazana jejich ucast na rozpadu
biofilmu béhem akutni faze infekce. Exprese téchto imunomodulini je pfimo pozitivné
regulovana pomoci regulatoru AgrA a absence agr geni ma za nasledek represi exprese psm
genu. To vede ke vzniku silngj$iho biofilmu bez schopnosti rozpadnout se na samostatné bunky
(G. Y. C. Cheung et al. 2014, Otto 2015) a k ptechodu do perzistence ve stacionarni fazi (Xu et
al. 2017). Béhem infekce jejich produkce tvoii az 60 % z celkové produkce proteinti (G. Y. C.
Cheung et al. 2014).

Zaroven jejich aktivitou dochdzi k pfechodu perzistentnich bunék do aktivni formy.
PSM molekuly se mohou vyskytovat samostatné ve volném stavu, nebo se seskupovat a tvofit
vlaknité struktury — fibrily. Fibrily na velikost perzistentni populace jiz vliv nemaji, jelikoz
ztraceji schopnost cytotoxické aktivity, naopak stabilizuji biofilm (Baldry et al. 2020). Jejich
transkripce mize byt spusténa 1 produkci (p)ppGpp béhem stringentni odpovédi, coz se pii
infekei v lidském téle ¢asto déje po fagocytdze, kde je jejich hlavnim t¢inkem tnik z fagozomu
destrukci fagocytujicich bunék. Kromé toho jsou zodpovédné za Sifeni bunék po epitelu pti
kolonizaci (Otto 2015).

Existuji 3 hlavni typy PSM molekul — PSMa, PSMB a PSMy (Pokorny et al.
2002). U kment rezistentnich k meticilinu je mozné nalézt také PSM-mec, kodovany na
mobilnim genetickém elementu, chromozomalni kazet¢ SCCmec. Exprese PSM-mec je rovnéz
regulovana pomoci AgrA (Qin et al. 2016). Siln¢ cytolytické PSMa jsou dlouhé 20-25
aminokyselin, vétSinou s pozitivnim nebo neutralnim nabojem. PSMf jsou slozeny z 43-45
aminokyselin a jsou zaporné nabité. U S. aureus jsou lokusem psma kdédovany Ctyii PSMa
peptidy a lokusem psmf dva PSMp peptidy. Uspotadani jednotlivych psm gentl je schématicky
zobrazeno na obrazku 1 spolu s Agr systémem, kde je zndzornéna transkripce peptidi PSMa1-4
a PSMpB1-2 z po navazani regulatoru odpovédi AgrA~P do jejich promotorti (Pokorny et al.
2002).
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PSMy je dnes znam jako hemolyzin delta, neboli d-toxin. Je soucasti transkripéni
jednotky RNAIII, sniz se spolecné transkribuje. Zptsobuje degranulaci mastocyti a
mechanismem jeho ucinku je tvorba porG v membrané. Delta hemolyzin je peptid tvoieny
a helixem slozenym z 26 aminokyselin s celkovym neutralnim ndbojem. Plsobi selektivné na
eukaryotické buiikky. Po vmezefeni do membrany se translokuje do vnitini vrstvy a zptisobuje
vyliti bunééného obsahu (Pokorny et al. 2002).

Podobnym zplisobem ziejmé plisobi i ostatni PSM peptidy. Jejich cytotoxicita je zavisla
na typu PSM molekuly, pticemz PSMa je z danych typi nejtoxictéjsi a souvisi se zavaznosti
akutniho onemocnéni. Plisobi zejména na eukaryotické butiky, ackoliv maji i antimikrobialni
aktivitu pro kompetici s jinymi bakterialnimi druhy. Samotné stafylokokové burnky jsou vSak
proti pisobeni PSM peptidll chranény exportnim systémem Pmt (G. Y. C. Cheung et al. 2014,
Bojer et al. 2018). Pmt ABC transportér, kodovany geny PmtA,B,C,D, slouZi pro export vSech
typt PSM peptidi. Absence Pmt transportéru je pro buiky letdlni, z divodu akumulace
vlastnich PSM molekul uvniti buniky. (Chatterjee et al. 2013). Peptidy PSMal,2 a 4 pozitivné
reguluji expresi pmt genu vyvazanim jeho represoru PmtR z promotoru. Jsou tak regulatory
svého vlastniho exportu (Joo et al. 2016).

Uvnitt hostitelskych endotelidlnich bun¢k jsou bakterie internalizovany do vacka
Gasnych a pozdnich endozomt a &eli nebezpedi autofagie. Unik z vackt do cytoplazmy
zprostfedkovany PSM peptidy je strategii bakterii pro zisk Zivin a ochranu pfed imunitnimi
mechanismy hostitele. Po pfechodu do cytoplazmy po case dochédzi k usmrceni hostitelské
buriky a bakterie jsou rozsifeny dale. OdliSny pribeh nastdva u bakterii SCV fenotypu, které po
uniku z autofagozomu piezivaji v cytoplazmé aniz by vyvolavaly hostitelské reakce. Kmeny
S. aureus s mutacemi v genech Agr systému nebo psmof pravdépodobné 1épe intracelularné
pfezivaji, a to pfimo uvnitf vacki vznikajicich z fagozomil a autofagozomi. (Siegmund et al.
2021). PSM moduliny soucasné plisobi jako surfaktin a pfispivaji k tzv. Sifeni kolonii (colony
spreading) po TSA médiu. V takovém ptipad¢ buniky S. aureus extrahuji z média vodu, po které
se na povrchu pohybuji klouzavym pohybem. PSM toxiny rozrusuji povrchové napéti vody a
usnadiiuji pohyb po agaru (Lin et al. 2016).

Odlisnosti v pomérech hladin téchto tii typh PSM peptidii se vyskytuji nejen mezi
riznymi kmeny, ale rovnéz mezi bunikami v akutnim a chronickém stadiu infekce. Rozdil
pravdépodobné neni zplsobeny odliSnou mirou transkripce, nybrz naslednou degradaci
protedzou aureolysinem, ktera je regulovana globalnimi regulatory SarA a SaeRS (Zielinska et

al. 2011).
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6 Perzistence

Perzistence byla poprvé popsana v roce 1944, kdy Joseph Bigger 1é¢il stafylokokové
infekce penicilinem a pozoroval malou subpopulaci piezivsich bakterii. Tyto buiiky popsal jako
perzistentni (Bigger 1944). Subpopulace perzistentnich bun¢k je charakterizovana pomalym
ristem a schopnosti piezivat antimikrobidlni 1écbu. Perzistentni stav byva spojen s dormanci,
kdy je bunika metabolicky neaktivni, coz je hlavni pfiinou jeji schopnosti piezit Gcinky
antibiotik puasobicich na aktivni bunécné procesy. Perzistence nastdva pouze u malé,
heterogenni casti populace a buniky piechazeji do stavu perzistence ndhodné. Perzistentni buiiky
maji vzdy stejnou genetickou vybavu jako ptivodni populace. To se projevuje stejnou velikosti
prezivsi subpopulace po opakovaném vystaveni populace vzniklé z perzistentnich bunck
antibiotiku (Balaban et al. 2004, Tuchscherr et al. 2020). Pfi indukované perzistenci je
subpopulace bun¢k uvedena do dormantniho stavu v reakcei na stresovy signal. K pfechodu do
perzistence dochazi Castéji u bunék ve stacionarni fazi, avSak nepatrna ¢ast populace bunck
muze do tohoto stavu piejit nejen béhem odpovédi na stres, ale i spontanné, kdy je prechod do
perzistence stochastickym déjem (Lechner et al. 2012, Brauner et al. 2016).

Perzistefi Casto vznikaji ptizpisobenim se intraceluldrnimu prostfedi hostitelskych
bunék. Tak se mize dit béhem chronické infekce, kdy buniky uvedené do perzistentniho stavu
pusobi jako rezervoar infekce. Perzistentni bunky v téle hostitele mohou ptezivat n¢kolik let a
kdykoliv mohou piejit do ptivodniho WT fenotypu zptisobujiciho akutni infekci. Na rozdil od
kratkodobé perzistence, u niz perzistefi pfi vhodnych podminkach snadno revertuji do
vegetativniho stavu, dlouhotrvajici perzistence u chronickych infekci byva spojena s mutacemi
v genomu (Eisenreich et al. 2021).

V literatuie byva Casto perzistence zaménovana za toleranci, kterd se rovnéz projevuje
schopnosti bakteridlnich bun¢k piezivat antibiotickou 1é¢bu. Zcela jinym mechanizmem je
potom rezistence, kterd umoziluje pieZivat ptitomnost antibiotik a jinych baktericidnich latek
celé populaci bakterii. Rezistence je dana genotypem, jedna se o dédi¢ny znak umozZiujici
bakteriim pfekonat antibiotickou 1é€bu pomoci mnoha riznych mechanizmt odrazZejicich se na
typu piisobeni antibiotik. Citlivost k antibiotikim je charakterizovana minimalni inhibi¢ni
koncentraci antibiotika (MIC), ktera je u rezistentnich bakterii vyssi, a je charakterizovana tzv.
breakpointem. V piipad¢ tolerance a perzistence nedochéazi u izolati ke zméné MIC a jsou

vvvvv

pied tcinkem antibiotik, svym dormantnim stavem jsou nezéavisle na koncentraci antibiotik
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hufe zasazitelné pro antibiotika cilici na aktivni procesy buné€k (Brauner et al. 2016, Matsuo et
al. 2019).

Perzistence se projevuje tzv. bifazickou kiivkou hynuti, kterd odrazi odliSnou miru
hynuti u perzistentni a ne-perzistentni ¢asti populace. Oproti tomu, tolerance vede k selhani
antibiotické 1écby na celou populaci. Tento stav je pouze piechodny a po odeznéni antibiotik
se bunky vraci do svého aktivniho stavu, ve kterém jsou k antibiotikiim opét citlivé (Gefen et
al. 2017). Prab¢eh kiivek hynuti u populaci bun€k jsou zobrazeny na obrazku 5, kde je znazornén
rozdil prabéhu hynuti mezi citlivymi, tolerantnimi a perzistentnimi bunikami. Citlivé buiky po
pfidani antibiotika prudce hynou. Velikost populace obsahujici buiiky v perzistentnim stavu
zpocatku klesa se stejnym prubéhem jako u citlivych bun¢k, avsak po urcité dobé z populace
citlivé bunky vyhynou a populace zlistava tvofena pouze perzistery. Velikost této populace se
v ¢ase po dobu pusobeni antibiotika jiz pfili§ neméni. U populaci s vy$§im mnozstvim bunck
prechazejicich do perzistentniho stavu ma hynuti stejny pribéh, ovSem v populaci pieziva vice
perzisterd. Oproti tomu tolerantni bunky vykazuji pomalejsi pribéh hynuti jiz od samotného
ptfidani antibiotika, protoZe se tolerance tyka celé populace. Tolerance milize a nemusi byt dana
geneticky. U extrémné tolerantnich bunék je pribéh hynuti populace velmi pomaly a preziva

velké mnozstvi bun€k (Shrnuto v Ronneau et al., 2021).
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Obrdzek 5: Rozdily v priibéhu hynuti u perzistentnich, tolerantnich a citlivych bunék. Citlivé buriky po priddni antibiotika rychle
hynou, zatimco tolerantni populace bunék hyne pozvolnéji. Perzistentni buriky jsou charakteristické bifdzickou krivkou hynuti,
kdy v prvni fazi vétsina populace hyne se stejnym prubéhem jako citlivé buriky a ve druhé fazi se hynuti vyrazné zpomali a pocet
prezivsich bunék se jiz prilis nemeéni. Prevzato a upraveno od Ronneau et al., 2021.

Pocet bunék (log méfitko)
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Ptesny mechanizmus vstupu do perzistence u S. aureus neni doposud zcela odhalen.
Nepiimé diikazy poukazuji na Agr systém jako na hlavni regultor perzistence (Fowler et al.
2004). Bylo dale zjisténo, Ze vstup do perzistence je regulovan spiSe PSM peptidy namisto
piimého plusobeni AgrA ¢i RNAIIL, jak se diive myslelo. Psmal-4 a psmPB1-2 jsou ziejmé
hlavnimi inhibitory perzistence (Xu et al. 2017).

6.1 Biofilm u S. aureus

Chronické infekce, u nichz se ptedpokladd vysoky vyskyt perzisterd, jsou z vétSiny
zpisobeny rustem bakterii v biofilmu. Biofilm piedstavuje specifické prostredi, ve kterém se
vyskytuje zvySena koncentrace bunck, jez maji odliSnou fyziologii. Pfestoze biofilm buiikdm
poskytuje ochranu pied vngjSimi vlivy a imunitnimi mechanizmy, bylo prokazano, ze
antibiotika jsou schopny do buné¢k penetrovat i pies slizovou vrstvu. Buiiky tvofici biofilm jsou
sice vici antibiotikim odolnéjs$i, avSak diivodem nejspise neni nedostate¢ny prinik antibiotik,
jak se zprvu myslelo (Walters et al. 2003). Velka ¢ast bunék v ramci biofilmu se nachézi
v dormantnim, perzistentnim, stavu. Cast&jsi tvorba perzisterii by mohla byt vyvolana snizenym
mnozstvim zivin a nedostatkem kysliku. Po rozptyleni biofilmu se metabolizmus bunék opét
aktivuje a navraci se senzitivita k antibiotikiim (Waters et al. 2016).

Biofilm u S. aureus miize vznikat zavisle na ica genech kddujicich N-acetylglukosamin
(Cramton et al. 1999), nebo pies regulaci globalnimi regulatory AgrA a SarA, ale také pomoci
sigma faktoru B (Lauderdale et al. 2009). In vitro byl pro tvorbu biofilmu prokazan také vliv
molekul PSM, které polymeruji a tvoti fibrilarni struktury. V monomernim stavu naopak
biofilm strukturuji a vytvaii kanalky potfebné pro proudéni Zivin (Schwartz et al. 2012).

Mikrobialni povrchové komponenty rozezndvajici adhezivni molekuly matrix
(MSCRAMMs) jsou proteiny zakotvené do bakteridlni membrany, které slouzi k vazbé na
fibrinogen a fibronektin a umoznuji tvorbu biofilmu. Tyto proteiny jsou negativné regulovany
Agr systémem, proto pokud je v burice aktivovan dvoukomponentovy systém Agr, nemélo by
dochazet k tvorb¢ biofilmu a ke vstupu bunék do biofilmu dochézi v dobé, kdy je Agr systém
reprimovany. K rozvolnéni biofilmu dochazi pii jeho reaktivaci zvySenim molekul AIP
v prosttedi (Boles & Horswill 2008). Tvorba biofilmu by mohla byt zavisla i na Agr typu. S. S.
Khoramrooz a spol. ve své studii zjistili, Ze nejlépe tvoii biofilm bakterie Agr typu III

(Khoramrooz et al. 2016).
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6.2 SCV fenotyp

Perzistentni populace bakterii izolovanych z klinickych vzorkii chronickych infekci
Casto na agarovych plotnach tvoii mensi kolonie nez bézné buriky. Z tohoto diivodu se fenotyp
téchto perzisteri nazyva SCV (small colony variants). Tyto bunky S. aureus perzistuji
predevsim intraceluldrné. Dostavaji se do hostitelskych buné¢k, kde prezivaji obranné imunitni
mechanismy hostitele a v reakci na ménici se podminky snadno revertuji zpét do ptivodniho
fenotypu. Na agarovych miskach typicky rostou pomaleji a vzhledem k absenci stafyloxantinu
vétsinou tvoii kolonie bez pigmentu, nebo se snizenym zbarvenim. Také jsou charakteristické
snizenym membranovym potencidlem (Mates et al. 1982). SCV fenotyp muliZe byt zplsobeny
mnoha riznymi genotypovymi znaky, Casto je nachdzen u kment se snizenou expresi genli Agr
systému, jenz se zda byt hlavnim prvkem pro pieziti v hostitelskych bunkach, a proto tyto
bakterie byvaji mén¢ virulentni. Naopak mivaji vyssi expresi sigB a genil pro tvorbu biofilmu
(Mitchell et al. 2013). Vysvétlenim pro snizenou expresi genii Agr systému mitiZze byt jeho
inaktivace pfi oxidativnim stresu. Jednim z obrannych mechanizmil fagocytujicich bunék
imunitniho systému je produkce ROS, ktera méa za nasledek tvorbu disulfidického mistku
v molekule AgrA. Ta v oxidovaném stavu neni schopna vazat se na promotory P2 a P3 (Sun et
al. 2012).

Staphylococcus aureus je kromé& aerobni respirace schopen také fermentace a nitratové
respirace, a to za podminek nedostupného kysliku a pfitomnosti nitratu. SCV varianty jsou
schopny snadno pfejit do anaerobniho metabolizmu a byva u nich €astéji nalezen deficientni
dychaci fetézec s mutacemi v genech kodujicich enzymy pro biosyntézu menachinonu a hemu
(Proctor 2019). Mnohdy byva nalezena také sniZena aktivita akonitazy, kterd pres defektni
Krebstv cyklus zpisobuje nizsi produkci enzymti elektrontransportniho fetézce (Y. Wang et
al. 2018). Behem anaerobni respirace byva snizena exprese rnalll. Takové bakterie nejsou
schopny hemolyzy z diivodu snizené produkce a-hemolyzinu, jenZ je ptes RNAIII pozitivné

regulovany (Coleman 1985, Yarwood et al. 2001).
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7 Membranovy a redoxni potencial

Membranovy potencial buiiky je dan rozdilem elektrického potencidlu mezi vnitini a
vngjsi stranou membrany. Funguje jako hnaci sila pro pohyb iontl pfes membranu a je pro
buniku zdrojem volné energie. Na membrané se vytvari protonmotivni sila pohanéjici syntézu
ATP. Mimo to ma membranovy potencial mnoho dulezitych funkci, mezi néz patii také
transport, udrzovani homeostazy pH, interakce mezi buiikami ¢i vnimani okolniho prostiedi
(Benarroch & Asally 2020). Pfi tvorbé porti v membrané dochdzi k iniku ATP z bunky a
membranovy potencidl je naruSeny. Vznikly membranovy potencial také pohani vstup
aminoglykosidovych antibiotik do bunék a bakteridlni bunky s depolarizovanou membranou
ztraceji k antibiotikiim citlivost (Bryan & Kwan 1983). Membranovy potencial je dynamicky a
jeho zménami v reakci na molekularni a elektrochemické signaly burka reguluje fyziologické
procesy. Depolarizace membrany vede, zfejm¢ z diivodu ztraty protonmotivni sily (Boulet et
al. 2018), ke vstupu bunc¢k do perzistentniho stavu, kdy soucasné¢ dochazi ke sniZeni
biosyntetickych procest (Benarroch & Asally 2020). Snizeny membranovy potencial ma piimy
vliv na syntézu ATP.

NAD" je pienae¢ elektront oxidaéné-redukénich reakei. Po pfijeti hydridového aniotu
z metabolickych drah je redukovan na NADH, ktery plni funkci donoru elektronu a podili se
na tvorbé ATP pii oxidativni fosforylaci. Prevod redukovaného NADH zpét na jeho
oxidovanou formu NAD" je provadén NADH dehydrogenazami, které udrzuji rovnovahu v
poméru NADH:NAD". Tento pomér je mozné vyuZit jako indikator aktivniho bunétného
metabolizmu a viability bun¢k (Xie et al. 2020). Bakterie bézn¢ obsahuji 2 typy NADH
dehydrogenaz. Staphylococcus aureus vlastni pouze druhy typ, u kterého nedochézi
k translokaci protontll pfes membranu a vzniku protonmotivni sily se uc¢astni jen nepfimo skrze
menachinon. Tyto dehydrogenazy jsou sloZeny pouze z jedné podjednotky kodované geny ndh.
(Schurig-Briccio et al. 2020) Uvnitf bun€k hostitele se nachdzi aerobni prostfedi s nizkym
redoxnim potencidlem. V té&chto podminkach dochazi ke zvySeni poméru NADH:NAD" a

piechodu k fermentativnimu metabolizmu (Benarroch & Asally 2020).
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MATERIAL A METODY

8 Material

8.1 Bakteridlni kmeny

Pro vypracovani této diplomové prace byly vyuzity klinické izolaty Staphylococcus
aureus poskytnuté FN Motol izolované od dvou pacientek s cystickou fibrézou. K dispozici
bylo celkem 9 chronologickych izolatl, jejichz pfibuznost byla zjisténa MLST genotypizaci.
Prvni izolat byl odebrdn po stanoveni diagnoézy do Sesti tydnu po narozeni, ostatni byly
odebirany pfi pravidelnych kontrolach v pfiblizn€ ptlro¢nich az ro¢nich intervalech (viz
tabulka 1). Dale byly vyuzity tii izolaty od jinych pacientek, se kterymi pracovaly pfedchozi
studentky, z diivodu jejich mutaci a Agr typi. VSechny tyto izolaty byly typu Agr I kromé
jednoho, ktery byl typu Agr I1.

Pacientka 1 byla narozena v lednu 2019, izolaty byly izolovany ctytikrat, z nichz pred
prvni a tfeti izolaci probéhla antibiotickd 1écba ko-amoxicilinem. Primoizolatem byl izolat
68VI. Pacientka 2 byla narozena v inoru 2017 a byly odebrany izolaty ve tfech datech. Tato
pacientka nebyla pfed odbéry lé¢ena antibiotiky. Primoizolatem byl izolat 29A. V tabulce 1
jsou vypsany pouZité izolaty a jejich data izolaci, hvézdickou jsou oznaCeny primoizolaty. Dale
jsou zde uvedeny mutace izolati, které by potencialn€ mohly souviset s perzistenci.

Detailné&ji jsou zjisténé mutace uvedeny na obrazcich 6 a 7. VSechny izolaty od prvni
pacientky obsahovaly substituéni mutaci v rsbhU, izolaty 86A a 86B nesly navic posunovou
mutaci v agrd a 86B jesté posunovou mutaci v rshU. U druhé pacientky nesl izolat 77A
trunka¢ni mutaci v GTP pyrofosfataze, jez se podili na vzniku stringentni odpovédi. 1zolat 38A
mél deletovanou oblast mezi geny agrD a hid, a tedy pln¢ nefunkéni Agr systém. Izolat 39A

s jinym typem Agr byl bez mutaci.
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Tabulka 1: Vycet klinickych izolatii poskytnutych FN Motol véetné dat jejich izolace a mutace potencionalné souvisejici s

perzistenci. Izolaty oznacené hvezdickou (294, 68VI a 39A4) jsou primoizolaty.

Oznaceni

izolatu
PACIENTKA 1
68VI*
69A

70A

86A

86B

PACIENTKA 2
29A*

S57TA

TTA

77C
Dalsi izolaty

39A*

38A

Datum odbéru

26.3.2019

20.8.2019

26.11.2019

7.9.2020

15.1.2018

23.8.2019

25.2.2020

8.3.2017

17.12.2018

Mutace

Substituce 77 F—Y
v rsbU

Frameshift u 170 bp
v agrA
Frameshift u 170 bp
v agrA
Frameshift u 25 bp
v rshU

Trunka¢ni mutace v

GTP pyrofosfokinaze

Delece oblasti mezi

geny AgrD a hld
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8.2  Plazmidy

Plazmid pCNsigBtet byl metodami genového inzenyrstvi piipraven z vysokokopiového
plazmidu pCN56 diivejsi studentkou Hanou Kotkovou. Tento plazmid ma vlozenou
promotorovou sekvenci sigB a piivodni kazeta s erytromycinovou rezistenci v plazmidu pCN56
byla nahrazena kazetou s tetracyklinovou rezistenci. Plazmid ma velikost 6772 bp (Kotkova

2019). Mapa plazmidu zobrazujici pofadi genti je na obrazku 8.

pCNsigBtet pT181cop-623 repC > tet(M) > amp ColE1 ori > PsigB gfpmut2 >

Obrdzek 8: Mapa plazmidu pCNsigBtet
pT181cop-623repC je replikacni pocdtek S. aureus, tet(M) je kazeta pro tetracyklinovou rezistenci, ampColElori je replikacni pocdtek

Escherichia coli s kazetou ampicilinové rezistence, PsigB je vloZeny inzert promotorové sekvence sigB, gfpmut2 je gen kodujici GFP,
TT je transkripcni termindtor

8.3 Bakteriofagy

Pro nespecifickou transdukci byl vyuzit stafylokokovy bakteriofag ®11. Tento
lysogenni fag séroskupiny B s linearni dsDNA obsahuje ptiblizné€ 45 kb. (Lee & Iandolo 1988)
Sklada se z polyhedralni hlavy a z kontraktilniho bi¢iku se zakoncenim komplexni bazalni

ploténkou (Kretschmer & Egan 1975).
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8.4  Antibiotika

8.4.1  Antibiotika pfiddvana k rostouci kultute

Pro navozeni hynuti byla pouzita troje antibiotika: ciprofloxacin, oxacilin a
vankomycin. Pfidavana byla vzdy ve stondsobku hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) daného izolatu. Tato antibiotika jsou v praxi vyuzivana pii 1é¢bé pacienti s cystickou
fibrozou. Byla vybrana pro své odlisné mechanizmy piisobeni.

Ciprofloxacin  je Sirokospektré fluorochinolonové antibiotikum. Cili na
topoizomerazu IV a DNA-gyrazu, kterym sféricky brani ve vazbé na DNA Sroubovici, ¢imz
inhibuje replikaci DNA. Pusobi baktericidné. Obvykle je pouzivan spiSe pro 1écbu
gramnegativnich bakterii. Pii 1é€bé stafylokokovych infekci je volen ptredevSim tehdy, je-li
pivodcem kmen MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) (Bene§ 2018).

Oxacilin je vsoutasné dobé (k roku 2022) v CR jedingym registrovanym
protistafylokokovym penicilinem. Jeho mechanismus ucinku, podobné jako u dalSich
B-laktamovych antibiotik, zavisi na B-laktamovém kruhu napodobujicim posledni dvé
aminokyseliny D-Ala-D-Ala v peptidovém fetézci peptidoglykanu. Funguje jako falesny
substrat pro transpeptidazy PBP (Penicllin binding proteins), to je pfi¢inou jejich schopnosti
inhibovat syntézu bunécné stény. Na bakterie plisobi baktericidné. Na rozdil od béznych
penicilinil je oxacilin a jeho analogické ptipravky (meticilin, kloxacilin, flukloxacilin) odolny
vuci penicilindzam, avSak nelze ho pouZit na rezistentni kmeny MRSA (Benes 2018).

Glykopeptidové antibiotikum vankomycin rovnéz inhibuje syntézu peptidoglykanu,
avSak jeho ptisobeni je zalozeno na jiném mechanizmu. Vazbou na koncovou ¢4ast pentapeptidu
(D-Ala-D-Ala) zamezuje vzniku pti¢nych propojeni v bunééné sténé. Jedna se o uzkospektré
antibiotikum uc¢inkujici svym piisobenim pouze na grampozitivni bakterie, protoZe pies poriny
vnéj§i membrany gramnegativnich bakterii neprochdzi. Jeho ucinek na Stafylokoky je
baktericidni. Casto se vyuziva se k 1é¢bé infekei zptisobenych kmeny MRSA. Dnes je viak
vyuzivan pouze jako zaloZni antibiotikum, jelikoZ se objevuji i kmeny S. aureus k vankomycinu

rezistentni, tzv. VRSA kmeny (Benes 2018).
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Zasobni roztoky antibiotik byly v nésledujicich koncentracich:

Nazev antibiotika Koncentrace zasobniho roztoku Vyrobce
Ciprofloxacin 25 mg/ml Fluka
Bristol — Myers
Oxacilin 50 mg/ml ‘
Squibb
Vankomycin 50 mg/ml MP Biomedicals

Ciprofloxacin byl pfipraven rozpusténim v 0,1M HCI, oxacilin 1 vankomycin byly

rozpustény ve vode¢. Zasobni roztoky byly uchovéavany pii teploté -20 °C.
8.4.2  Antibiotika pro selekci na pevnych médiich

Pro selekci bun¢k s plazmidem po transdukci bylo pouzito pevné TSB médium
s tetracyklinem ve findlni koncentraci 5 pg/ml. Zasobni roztok antibiotika byl uchovavan

v -20 °C.

Nazev antibiotika Koncentrace zasobniho roztoku Vyrobce

Tetracyklin 10 mg/ml Fluka
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8.4.3  Antibiotické disky

Pro TD testy byly vyuzity antibiotické disky o nasledujicich koncentracich.
Ciprofloxacin byl pouzit ve dvou koncentracich.
Disky byly uchovavany pii teploté -20 °C.

Mnozstvi antibiotika

Nazev antibiotika Nazev disku Vyrobce
v disku
Ciprofloxacin CIP 1 1 pg
Ciprofloxacin CIP 10 10 pg )
Oxoid
Oxacilin OXA l pg
Vankomycin VAN 5ug

8.4.4 Stanoveni MIC

Souprava ke stanoveni MIC jednotlivych izolati pro ciprofloxacin a vankomycin byla

dodana vyrobcem Microlatest.

8.5 Kultivacni média

Vsechna pfipravena média byla sterilizovana v autoklavu po dobu 20 minut pfi teploté

120 °C a ptetlaku vodni pary 0,15 MPa.

8.5.1 BHI médium

BHI médium bylo dodévano od firmy Oxoid v nasledujicim sloZeni:
12,5 g mozkovy extrakt, 5 g extrakt z hovéziho srdce, 10 g pepton,
2 g glukoéza, 5 g chlorid sodny, 2,5 g fosfore¢nan disodny
Dodané dehydratované BHI médium bylo v mnoZzstvi 37 grozpusténo
v 1 litru destilované vody. V ptipad¢ pevného BHI média byl ve vod¢ navic rozpusStén agar na

konec¢nou koncentraci 2 % (w/v) a médium bylo pfivedeno k varu pro Uplné rozpusténi.

8.5.2  Obohacené BHI médium

Pii méfeni OD s pfidanym sterilnim supernatantem z no¢ni kultury bylo pro vylouceni
vlivu snizeného mnozstvi Zivin pouzito BHI médium obohacené o 10 %. V 1 litru bylo

rozpusténo 40,7 g dehydratovaného BHI média.
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8.5.3  TSB médium

TSB médium bylo dodano firmou Sigma v nésledujicim slozeni:
17 g trypton, 3 g s6ja, 5 g chlorid sodny, 2,5 g fosfore¢nan didraselny,
2,5 g gluk6za
V1 litru destilované vody bylo rozpusténo 30 g dehydratovaného TSB média a

ptivedeno k varu.

8.54  Top Agar

K transdukci plazmidu byl z TSB média pfipraveny TopAgar obohaceny citratem.
K 1 litru TSB média bylo pfidano 30 g citronanu draselného a 7 g agaru.

Citronan draselny

Citronan draselny byl dodan firmou Roth.
Agar

Agar byl dodan firmou Oxoid.

8.5.5 SM médium

Ptipravené SM médium pro kultivaci bunék ke stanoveni MIC jiz bylo soucasti

soupravy od vyrobce Microlatest

40



8.6  Roztoky a chemikalie

DMSO

DMSO byl dodén firmou Merck.
8.6.1 Konzervace kmenu

Glycerol

Glycerol od vyrobce Sigma byl v 40% (v/v) koncentraci. Pro konzervaci kmenti byl

fedén v pfislusném médiu na findlni koncentraci 15-20 %.

8.6.2  Priatokova cytometrie

PBS (phosphate buffer saline)

Zasobni roztok 10X PBS byl dodan vyrobcem ThermoFisher Scientific. Zasobni roztok

bylo zfedén destilovanou vodou na vyslednou koncentraci 10 % (v/v) a byl ptefiltrovan pies

0,22um PVDF filtr.
DiOC,(3)
150uM pracovni roztok DiOCz(3) byl pfipraven ziedénim 10 ul 3mM zasobniho

roztoku od firmy ThermoFisher Scientific ve 190 ul DMSO.

Cip-resazurin

Vyrobcem ThermoFisher Scientific byl C12-resazurin dodan ve formé lyofilizovaného
prasku ve vialce (40 ng), jejiz obsah byl pro pfipravu 1mM zasobniho roztoku rozpus§tén ve
100 ul DMSO. Cerstvy 50uM pracovni roztok byl pfipraven ziedénim zasobniho roztoku
v DMSO v pom¢éru 1:19.

CCCP

CCCP (karbonyl kyanid 3-chlorofenylhydrazon) byl doddn firmou Sigma a byl
rozpu$tén v DMSO na koncentraci 500 pM.
TO-PRO-3

Zasobni roztok o 1mM koncentraci od firmy ThermoFisher Scientific byl zfedén
v DMSO v poméru 1:1000. Ptipraveny pracovni roztok byl pro méfeni na pratokovém

cytometru dale v DMSO ziedén 1:9.
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8.6.3  TD test a kiivky hynuti

2M Nac(Cl

Pro ptipravu 2M roztoku bylo 116,88 g NaCl dodaného firmou Roth rozpusténo v 1 litru
destilované vody a roztok byl sterilizovan v autoklavu po dobu 20 minut pii teploté 120 °C a
pretlaku vodni pary 0,15 MPa.

Glukéza

Glukoza byla v dehydratovaném stavu dodéna firmou Merck a byla ziedéna na

koncentraci 20 % (w/v).

8.6.4  Transdukce

CaCl,

CaCl; byl dodan firmou Sigma a zdsobni roztok byl rozpustén na 1M koncentraci.
8.6.5  Izolace plazmidu

TSM pufr

TSM pufr byl pfipraven smichdnim 6 g Tris, 500 pl 2M MgSOg4 a 17,1 g sachardzy se
100 ml destilované vody a sterilovan filtraci.

Tris byl dodéan vyrobcem Sigma.

MgSO;4 a sachar6za byly dodény vyrobcem Penta.

Lyzacéni roztok

Lyzaéni roztok byl pfipraven vzdy cerstvy smichanim 1 ml 1M NaOH a
0,5 ml 10% SDS s 3,5 ml destilované vody.

Neutraliza¢ni roztok

Neutraliza¢nim roztokem pro izolaci plazmidu byl 2M octan sodny, jenz byl dodan

firmou Lachema.
Izopropanol

[zopropanol byl dodan firmou Lachema.

Ethanol

Ethanol byl dodan firmou Lach Ner a zfedén na 75% roztok.
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8.6.6  Horizontalni gelova elektroforéza

S0X TAE pufr

50x koncentrovany TAE pufr byl pfipraven smichanim 36,3 g Tris, 8,57 ml kyseliny
octové a 15 ml 0,5M EDTA ve 126 ml destilované vody.
Kyselina octova a EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) byla dodana vyrobcem

Lachema.

1X TAE pufr

1x koncentrovany TAE pufr byl pfipraven nafedénim 50X TAE v destilované vod¢
v poméru 1:49.
Agardza

Top Vision Agardza byla dodana vyrobcem ThermoFisher Scientific.

Ethidium bromid

Ethidium bromid byl dodan firmou Sigma ve formé 1% (v/v) roztoku.

GeneRuler, DNA Ladder Mix

GeneRuler, slouzici jako marker, byl dodan firmou Fermentas.

DNA Loading dye

Barvici roztok 6X TriTrack DNA Loading Dye byl dodan firmou Fermentas.
8.7 Enzymy

Lyzostafin

Zasobni roztok lyzostafinu o koncentraci 2 mg/ml byl dodan firmou Sigma.

RNaza A

Zasobni roztok RNazy A o koncentraci 10 mg/ml byl dodan firmou ThermoFisher

Scientific.
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9 Metody

9.1 Sterilni prace

Staphylococcus aureus je patogenni bakterie, kterd dle rozdéleni biologickych agens
podle miry rizika pro ¢lovéka patii do bezpecnostni tiidy 2 a je nutné s nim zachéazet obezietné,
pracovat podle zasad sterilni prace a dodrzovat hygienicka pravidla. Zaoc¢kovani na Petriho
misku i do tekutého média probihalo vzdy v UV boxu. VSechna pouzitd media s kulturami byla

likvidovana podle zéasad likvidace GMO.
9.2 Konzervace kmenii

Veskeré kmeny ziskané od FN Motol byly zakonzervovany pienesenim biomasy
z pevného média do smési glycerolu a BHI média o finalni koncentraci glycerolu 20 %. Takto
zakonzervované kmeny byly dlouhodobé uchovavany hluboce zmrazené pii -80 °C. Pro
kratkodobé uchovani byly kmeny nao¢kovany na Petriho misku s pevnym médiem, kultivovany

v termostatu a uchovany pfi teploté 4°C.
9.3 Priprava bunécné kultury

Kazdy kmen byl nejprve ze zmrazené konzervy naockovan na Petriho misku se
zpevnénym zivnym médiem a inkubovan pfes noc v termostatu. Narostlé kolonie byly
pfeockovany do 10 ml ptislusného tekutého média a inkubovany do druhého dne na vzdusné
ttepacce pii 180 RPM. Takto kultivované buniky jsou dale oznacovany jako noc¢ni kultura.
Veskeré kultivace v termostatu i na tfepacce probihaly pii teplot¢ 34 °C. Pokud neni

specifikovano jinak, byly buiiky kultivovany v BHI médiu.
9.3.1  Priprava sterilniho supernatantu z no¢ni kultury

Pro pfipravu sterilniho supernatantu byla no¢ni kultura zcentrifugovéana pti 4600 x g,
4 °C po dobu 10 minut. Supernatant byl zfiltrovan pfes 0,22um PVDF filtr a uchovavéan
v lednici pfi 4 °C maximalné do druhého dne. Béhem experimentii, u kterych byly supernatanty
pouzivany bylo vzdy vyseto 200 pl zfiltrovaného supernatantu na Petriho misky s BHI médiem
pro kontrolu jejich sterility. Pfedpoklada se, Ze timto zpisobem piipraveny filtrat obsahuje PSM

moduliny a AIP molekuly, které by mohly ovliviiovat vyrlstani z perzistence.
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9.4  Stanoveni MIC

Stanoveni MIC pro ciprofloxacin a vankomycin probihalo za pomoci komeréné
dostupnych sad Microlatest. Sada zahrnovala 96 jamkové desticky, v nichz kazdy sloupec
obsahoval 8 postupné vzriistajicich koncentraci antibiotika.

Kultivace no¢ni kultury probihala v SM médiu. Do téhoz média byla no¢ni kultura rano
pieoCkovéana v poméru 1:100 a kultivovana na tfepacce do ODeoo 0,5. Kultura byla néasledné
v SM médiu 10x zfedéna a do kazdé jamky s riznou koncentraci antibiotika bylo napipetovano
100 pl této kultury.

Pro oxacilin nejsou k dispozici komeréné dodavané sady, proto bylo nutné nanést si do
desticky vlastni fedici fadu oxacilinu od koncentrace 0,6 pg/ml do 4 pg/ml a ke kazdé
koncentraci bylo opét naneseno 100 pl 10x zfedéné kultury.

V obou piipadech byly vzorky v desti¢kach kultivované v termostatu po 24 hodin a
nasledné odecten vysledek. Za minimélni inhibi¢ni koncentraci se povazovala posledni

koncentrace antibiotika, v jejiz jamce nebylo zjevné zakaleni.

9.5 TD Test

TD Test (Tolerance Disk Test) je pozménénou obdobou diskové diftizni metody pro
testovani citlivosti bakterialnich kmeni na antibiotika. Jedna se o metodu, jez popsal v roce
2017 Orit Gefen skupiny N. Balaban (Gefen et al. 2017). Na rozdil od difuzni metody umoziuje
TD test detekovat tolerantni a perzistentni buiniky uprostfed inhibi¢ni zoény. Kromé detekce
perzisterd bylo mozné soucasné stanovit, zda izolaty k antibiotikiim nejsou rezistentni a urcit
velikost inhibi¢ni zony.

Nocni kultura byla v poméru 1:100 pfeockovéana do tekutého BHI média a nechala se
nartist do ODgoo 0,5. Odebrany vzorek se ziedil v 2M NaCl a dekadickou fadou byly vytvoteny
fedéni az do 10™. Kone¢né fedéni 10* bylo vyseto na Petriho misky se zpevnénym BHI
médiem. Doprostfed misky byl vloZen disk s antibiotikem a misky se nechaly kultivovat
24 hodin v termostatu. Poté byly antibiotické disky opatrné vyjmuty a na jejich misto byly
vlozeny prazdné disky, na které se nakapalo 20 pl 40% glukdzy. Misky byly opét 24-48 hodin
kultivovany v termostatu a nasledné byl odecten vysledek rozdélenim poctu narostlych kolonii

v inhibi¢ni z6né do kategorii podle mnozstvi, piipadné spoc¢itanim jejich piesného poctu.
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9.6 Krivky hynuti

9.6.1  Kiivky hynuti ziskané stanovenim CFU

K ziskani ktivek hynuti bylo vyuzito stanoveni CFU z kapkového vysevu. Noc¢ni kultura
byla pteockovana do 4 Erlenmeyerovo ban¢k s BHI médiem na ODgoo 0,05 a kultivovana na
ttepacce do ODeoo 0,5. Tento bod byl povazovan za Cas to a po odbéru vzorki byla ke kulturam
piidana jednotliva antibiotika. Jedna kultura byla ponechéna jako kontrolni bez ptidanych
antibiotik. Z kazdé¢ kultury bylo odebrano 100 pl a 10x zfedéno v 2M NaCl. Vzorky byly
zcentrifugovany pii 8000 x g po dobu 5 minut. Po centrifugaci bylo 900 pl supernatantu
nahrazeno stejnym objemem 2M NaCl. Dekadickou fadou byly vzorky dale ziedény aZ na
fedéni 10™. Jednotliva fedéni byla pomoci kapkového vysevu nanesena v mnozstvi 10 pl na
Petriho misky s BHI podle matrice, kdy na jednu Petriho misku bylo naneseno 20 vzorkd.
Soucasné byla jednotliva fedéni nanesena na Petriho misky s BHI, na které bylo pfedem
rozetteno 200 pl sterilniho supernatantu, ojedinéle i na Petriho misky, na které bylo rozetfeno
200 ul tekutého BHI média. Pro kontrolu vyriistani bylo paralelné vyseto 100 pl z pfedem
vybranych fedéni na celou misku. Timto zpisobem byly vzorky s antibiotiky zpracovavany
kazdou hodinu v Casech to aZ t4, ojedinéle az do €asu te. VSechny Petriho misky byly kultivovany
v termostatu do druhého, ptipadné tfetiho dne, kdy byly vyhodnoceny.

Béhem stanoveni CFU byly soucasné kazdou hodinu odebirany vzorky, u nichZ byla
meéfena optickéd denzita o vinové délce 600 nm (ODegoo) na spektrofotometru Helios y. ODgoo

bylo méfeno u vSech vzorki véetné kontroly bez antibiotik.
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9.7  Transdukce plazmidu pCNsigBtet

Aby bylo mozné detekovat na prutokovém cytometru expresi genu sigB, byl do bunék
nékolika izolath pomoci transdukce vlozen plazmid pCNsigBtet, jenZ mé promotor genu sigB

flzovany se zelenym fluorescen¢nim proteinem GFP.

9.7.1  Ptiprava fagového lyzatu

Noc¢ni kultura kultivovana v TSB médiu s pfidavkem CaCl, ve findlni koncentraci SmM
byla zfedéna v poméru 1:100 a kultivovana na tfepacce do ODeoo 0,4. Kultura byla smichana
se zasobnim fagovym lyzatem v poméru 1:2, tj. 0,5 ml kultury bylo pfidano k 1 ml fagového
lyzatu. Smés bunék s lyzatem se nechala 30 minut stat v termostatu pii 34 °C. Poté byla
pfenesena do 10 ml TSB média s CaCl, a nechala se 2 hodiny inkubovat pfi 34 °C a tfepani
180 RPM. Pro tplnou lyzi bun€k se smés pies noc nechala stat pii laboratorni teploté. Druhy
den rano byl lyzat zcentrifugovan pii 3000 x g,10 minut a supernatant byl zfiltrovan pftes

0,45um PVDF filtr. Zfiltrovany lyzat byl uchovavan pii 4°C.

9.7.2  Transdukce plazmidu

Noc¢ni kultura donorového kmene kultivovana v TSB médiu s ptidavkem 5SmM CaCl;
byla zfedéna v poméru 1:100 a kultivovéana na tfepacce do ODeoo 0,4. Kultura byla smichana
s fagovym lyzatem v poméru 1:1 a 1:10 a inkubovana v termostatu po 30 minut. Nasledné byl
k lyzovanym buiikdm ptidan rozpustény TSB Top Agar obohaceny citratem, vytemperovany
na 45 °C. Takto byly infikované buniky vysety na TSB Petriho misku s pfidanym tetracyklinem
a kultivovany 24 hodin v termostatu. Narostlé kolonie byly pfeneseny na TSB Petriho misky
s tetracyklinem a po 24hodinové¢ kultivaci v termostatu z nich byly ndhodné vybrany 4 kolonie,

které¢ byly nésledné otestovany na piitomnost plazmidu.

9.7.3  Izolace plazmidu ze Staphylococcus aureus

Pro izolaci plazmidu byly vybrané kolonie pifeneseny na TSB Petriho misky
s tetracyklinem a kultivovany minimalné€ 24 hodin v termostatu. Z Petriho misek bylo odebrano
40 mg narostlé biomasy, ktera byla resuspendovana ve 300 ul TSM pufru s pfidanym
pracovnim roztokem lyzostafinu do vysledné koncentrace 2,5 % (v/v). Suspenze bunék se
nechala inkubovat 15 minut pii 37 °C. Poté byly ptidany 3 ul RNazy A a 600 pl lyza¢niho

roztoku. Po 5 minutdch v ledu bylo pfiddno 450 pl neutraliza¢niho roztoku. Po dalSich
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5 minutach v ledu byl vzorek zcentrifugovan pii 80 000 x g, 10 minut. 1100 pl supernatantu
bylo preneseno do nové 2ml mikrozkumavky a byl k nému ptidan 0,7nasobek izopropanolu.
Mikrozkumavka byla na 30 minut uloZzena do -20 °C. Vzorek byl zcentrifugvan pii 13000 x g,
10 min. K peletu bylo pfidano 300 pl 75% ethanolu a byl zcentrifugovan pti 13000 x g po dobu
5 min. Byl odebran supernatant a zbyly ethanol se nechal vyschnout. Po vyschnuti byl pelet
rozpustén ve 20 pl destilované deionizované vody. Pfitomnost plazmidu ve vzorku byla

stanovena horizontalni agar6zovou elektroforézou.

9.7.4  Analyza DNA pomoci horizontalni gelové elektroforézy

K ptipravé 1% gelu pro gelovou elektroforézu bylo 0,5 g agaru rozpusténo
v 50 ml 1x TAE pufru a pfivedeno k varu pro uplné rozpusténi. K rozpusténému agaru bylo
pridéno 2,5 pl zasobniho roztoku ethidium bromidu. Pfipraveny gel se po naliti do formy na gel
nechal ztuhnout s vloZenym hiebinkem. Ztuhly gel byl pfenesen do vanicky s nalitym 1x TAE
pufrem. Do jamek v gelu bylo napipetovano po 5 pul vzorku smichaného se 3 pl barviva DNA
loading dye. Soucasné bylo do jedné jamky napipetovano 2 ul markeru smichaného se 3 pl

barviva DNA loading dye. Bylo pouZito jednosmérné napéti o velikosti 4 V/cm?.
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9.8 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie se obvykle vyuziva pro méieni chemickych a fyzikalnich
vlastnosti eukaryotickych bunék, lze ji vSak vyuziti v mikrobiologii, kde za pomoci
fluorescencniho znaceni umoziuje rozlisit subpopulace bunck, naptiklad podle hladiny
membranového potencidlu. Vzorek je analyzovan na urovni jednotlivych bunék, jez ze
suspenze postupné prochéazeji celym systémem a jsou osviceny laserovym paprskem.
Membranovy potencial mezi 100-200 mV znaci zivé bunky s neposkozenou cytoplazmatickou
membranou. U mrtvych bunék je membranovy potencidl nulovy a ptfes porusenou membranu
se dostavaji ven z buniky anorganické ionty. Do buiiky tak mohou vstupovat néktera barviva
nukleovych kyselin. Do intaktni cytoplazmatické membrany se nedostanou, proto je s jejich
pomoci mozné detekovat poruseni permeability membrany (Novo et al. 2000, Shapiro 2001).

Vzorky byly méfeny na prutokovém cytometru BC CytoFLEX nachéazejicim se
v laboratofi cytometrie na PfF UK. Cytometr byl vybaveny 4 lasery s 13 fluorescen¢nimi

detektory a dvéma druhy rozptylu svétla (FSC a SSC).

9.8.1  M¢feni membranového potencialu

Odbér vzorkt na méfeni

Kultivace a odbér vzorkii pro méfeni membranového potencialu probihal paralelné
s odbéry pro zjisténi priabehu kiivek hynuti stanovenim CFU. No¢ni kultura byla do tekutého
BHI média pteockovana do 4 Erlenmeyerovo ban¢k na ODgoo 0,05 a kultivovana na tfepacce
do ODeoo 0,5. Tento bod byl povazovan za ¢as to a po odbéru vzorka byla ke kulturdm ptidana
jednotliva antibiotika (ciprofloxacin, oxacilin, vankomycin).

Z kazdé kultury bylo odebrano 200 pl, které se zcentrifugovaly pii 8000 x g po dobu 5
minut. Po odebrani supernatantu byl pelet resuspendovan ve 200 pl PBS a byly pfidany
4 ul pracovniho roztoku DiOC»(3). Obarvené buiky byly na 15 minut vloZeny do termostatu,
aby mohlo barvivo do bunék difundovat. Vzorky byly timto zpiisobem odebirany kazdou
hodinu az do ¢asu t4 a do doby méteni byly uchovavany v ledu. Pfed samotnym méfenim byly
vzorky preneseny do plastové zkumavky a k nim byly pfiddny 2 pl pracovniho roztoku
TO-PRO-3. Nasledn¢ mohly byt vzorky zméfeny na pratokovém cytometru s vhodné
nastavenymi lasery.

Soucasn¢ byly v case to odebrany kontrolni vzorky pro identifikaci jednotlivych

subpopulaci. Vzorek slouZici jako kontrola bakteridlnich bun¢k byl po resuspendaci v PBS
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thned dén do ledu bez barveni. Druhy vzorek byl pro ziskani mrtvych bunék zahiivan na 90 °C
po dobu 10 minut a nasledné¢ k nému byly ptidany 4 ul DiOC>(3). K tietimu vzorku byly
pfidany 2 pl zasobniho roztoku CCCP pro zkratovani membranového potencidlu a
4 ul DiOC»(3) pro obarveni. Po obarveni byly vzdy bunky ponechany po dobu 15 minut

v termostatu. Takto odebrané vzorky byly nésledné analyzovany.
Meéfeni

DiOC»(3) bylo analyzovano za pouziti modrého laseru s excita¢ni vlnovou délkou
488 nm. TO-PRO-3 bylo analyzovano ¢ervenym laserem s excita¢ni vinovou délkou 638 nm.
Zelena fluorescence DiOC»(3) (Dioc-green) byla detekovana pomoci bandpass filtru 525/40 nm
(APD gain 500), ¢ervena fluorescence DiOC»(3) (Dioc-red) pomoci bandpass filtru 660/20 nm
(APD gain 500) a ¢ervena fluorescence TO-PRO-3 pomoci bandpass filtru 660/20 nm (APD
gain 376). Rychlost priitoku vzorkii byla 11 pl za minutu. Ve vzorcich bylo zaznamenano
10 000 udalosti. Bakterialni buiiky byly detekovany excitaci modrého laseru s excitacni
vinovou délkou 488 nm a detekovany pomoci bandpass filtru pro SSC 488/10 nm (APD gain

150). Pro kompenzaci méfeni bylo z kandlu Dioc-red odecteno 8 % intenzity Dioc-green a

z Dioc-green 5 % intenzity Dioc-red.

9.8.2  Mc¢éfeni metabolicke aktivity pomoci priitokové cytometrie

Odbér vzorkt na méfeni

Pfiprava vzorkli pro méfeni metabolické aktivity byla stejnd jako u méfeni
membranového potencidlu bunék s jedinym rozdilem, kdy namisto DiOC»(3) byl pro obarveni
bunék pouZzivan Ciz-resazurin v mnozstvi 2 pl pracovniho roztoku.

Analyza Ci»-resazurinu probéhla za pouziti excitace pti 561 nm a bandpass filtru 585/42
(ADP gain 2265). U vzorki kultur s vloZenym genem pro produkci zeleného fluorescenéniho
proteinu bylo GFP analyzovano modrym laserem s excitaci pfi 488 nm a pouzitym bandpass
filtrem 525/40 nm (APD gain 721). Pro kompenzaci méteni bylo z erveného kanélu odecteno
6,3 % intenzity zeleného kanalu a ze zeleného odecteno 5 % intenzity Cerveného kanalu.
Cervena fluorescence TO-PRO-3 byla analyzovana ervenym laserem s excitaéni vlnovou

délkou 638 nm pomoci bandpass filtru 660/20 nm (APD gain 2880).
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9.9  Kontinudlni méreni optické denzity

K nésledujicim experimentiim byl vyuzit Microplate reader 800TS od firmy BioTek
nachézejici se v laboratofi bunééné signalizace v Mikrobiologickém tstavu AV CR, na némz
byla kontinuélné¢ méfena opticka denzita po dobu 12 hodin pfi 34 °C a 200 RPM s intervalem
méieni 10 minut. Méfeni probihalo v 96 jamkovych mikrotitracnich destickach. Ke vzorkiim
byly pfidavany jednotlivé sterilni supernatanty z no¢nich kultur pfedem stanovenych izolatt, a
to v poméru 1:9. Sterilni supernatanty byly piipraveny vzdy cerstvé ze stejné nocni kultury,
zjaké byly odebirany vzorky pro meéfeni. Pro vylou€eni vlivu niz§tho mnozstvi Zzivin
v supernatantu byly vzorky méfeny v obohaceném BHI médiu. VSechna méfeni byla provedena

v duplikatu az triplikatu, pokud neni stanoveno jinak.
9.9.1  Mc¢feni ristove kiivky

No¢ni kultura byla preo¢kovana na ODsoo 0,05 a kultivovéana na tfepacce do ODeoo 0,5.
Z kultury byly odebrany alikvoty (dale jako vzorky), které byly v obohaceném BHI médiu
zfedény 1:10 a 1:100 a k nimZ byly pfidany jednotlivé sterilni supernatanty. VSechny vzorky
byly v duplikdtu po 200 pl naneseny do 96 jamkové mikrotitraéni desticky a méfeny ve

spektrofotometru.

9.9.2  Mg¢feni vyrustani z perzistence

Noc¢ni kultura byla preockovana na ODegoo 0,05 a kultivovéana na tiepacce do ODsoo 0,5.
Ke kultufe byla pfidana antibiotika ciprofloxacin nebo oxacilin a nechala se kultivovat ptes
noc. Druhy den byly odebrany vzorky o objemu 1 ml, z kterych byla nasledujicim zplisobem
odstranéna antibiotika. Odbéry byly zcentrifugovany pii 8000 x g po dobu 10 minut, odstranil
se supernatant a pelet byl resuspendovany ve stejném objemu BHI média. resuspendované
vzorky byly zcentrifugovany pii 8000 x g po dobu 5 minut, supernatant byl odejmut a pelet byl
resuspendovan ve 200 ul BHI média. Vzorky byly znovu zcentrifugovéany pti 8000 x g po dobu
5 minut a supernatant odstranén. Pelet byl vzdy resuspendovan v obohaceném BHI médiu
s pfidanym piislusnym sterilnim supernatantem tak, aby celkovy objem vzorku byl 1 ml. Ze
vzorki bylo vytvoteno fedéni 1:3, piipadné 1:1 a kazdé fedéni bylo v duplikatu nebo triplikatu

naneseno po 200 pl do 96 jamkové mikrotitracni desticky a méfeno na spektrofotometru.
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9.9.3  Me¢feni hynuti béhem plisobeni oxacilinu

No¢ni kultura byla preo¢kovana na ODsoo 0,05 a kultivovana na ttepa¢ce do ODeoo 0,5.
Z kultury byly odebrany vzorky o objemu 1 ml, které byly zcentrifugovany pti 8000 x g po
dobu 10 minut a pelety byly resuspendované v obohaceném BHI médiu s piidanymi
prislusnymi sterilnimi supernatanty na finalni objem 1 ml. Ke kazdému vzorku byl ptfidan
oxacilin ve finalni koncentraci 30 mg/l. Vzorky byly ve stejnych médiich s oxacilinem zfedény
vpoméru 1:1 a 1:3. VSechny vzorky byly v triplikatu po 200 pl naneseny do 96 jamkové

mikrotitra¢ni desticky a métfeny ve spektrofotometru.
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VYSLEDKY

10.1 Stanoveni MIC

Pro vétSinu pouzitych metod bylo pfi studiu vlivu antibiotik na bakterialni kulturu
potieba znat MIC izolatl, jenz byl ke kultivujici se kultufe bunck ptidavan ve stondsobku jeho
hodnoty. MIC antibiotik musela byt nejprve u vSech vyuzivanych izolatt stanovena. Pro kmeny
38A a 39A nebylo nutné MIC znat, protoze tyto kmeny byly vyuzivany pouze pro ziskani
sterilniho supernatantu a nebyla k nim pii kultivaci pfidavana antibiotika. Hodnoty MIC

ostatnich izolatd byly stanoveny metodou 9.4 a jsou vypsany v tabulce 2.

Tabulka 2: Hodnoty MIC pouzitych izolatii a mnozstvi pridanych antibiotik na 10 ml BHI média.

Piidané Pridané Pridané
Ciprofloxacin Oxacilin Vankomycin
mnoZzstvi mnozstvi mnoZzstvi
(mg/) CIP (nl) (mgfh) OXA (nl) (mg/) VAN (ul)
Pacientka 1
68VI 0,25 10 0,125 2,5 4 80
69A 0,25 10 0,125 2,5 8 160
70A 0,25 10 0,125 2,5 4 80
86A 0,5 20 0,125 2,5 4 80
86B 0,5 20 0,125 2,5 4 80
Pacientka 2
29A 0,5 20 0,3 6 2 40
57A 0,5 20 0,3 6 2 40
77A 0,5 20 0,3 6 2 40
77C 0,5 20 0,3 6 2 40

V zévislosti na téchto hodnotach byla ke kultivujicim se kulturdm ptidana antibiotika
v mnozstvi 100x MIC. Zéasobni roztoky ciprofloxacinu o koncentraci 25 mg/ml, oxacilinu o
koncentraci 50 mg/ml a vankomycinu o koncentraci 50 mg/ml byly pfidavany do 10 ml BHI

média v mnozstvi, které je rovnéz uvedeno v tabulce 2.
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10.2 TD test

Cil:  Pomoci TD testu porovnat schopnost izolatu pFechadzet do perzistentni formy

Princip TD testu spociva ve vymeén¢ antibiotického disku na Petriho misce pfi diskové
difuzni metod¢ za disk s gluk6zou (Gefen et al. 2017). Vyména diskti probiha po 24hodinové
kultivaci s antibiotikem, kdy se kolem disku utvofi inhibi¢ni zona, ve které builky nejsou
schopny ristu. Pokud v inhibi¢ni z6né 1 pfesto n&jaké kolonie narostou, jedna se nejspiSe o
rezistentni bunky. Naslednd zaména za disk s gluk6zou umozni rist buitkdm vyskytujicim se
v oblasti inhibi¢ni zony, které ucinky antibiotika ptezily. Tyto bunky se ziejmé v pfitomnosti
antibiotika nachazely ve stavu s utlumenym metabolizmem. Po sniZeni koncentrace antibiotika
v z6né difuzi do agaru a po obnoveni zivin pfidanim glukézy se opét dostaly do metabolicky
aktivniho stavu. Kolonie narostlé v inhibi¢ni zon¢€ jsou proto povazovany za perzistery. TD
testy byly provedeny podle postupu uvedeného v kapitole 9.5 a vyuzity byly antibiotické disky
s oxacilinem (1 pg), vankomycinem (5 pg) a ciprofloxacinem ve dvou koncentracich
(1a10 pg).

Na obrazku 9 je priklad TD testu u izolatu 29A, kde je vidét inhibicni zona po
24hodinové kultivaci s oxacilinovym diskem (vlevo) a narostlé perzistentni buiiky po vyméné

disku za disk bez antibiotika s pfidanou glukézou po kultivaci dalSich 24 hodin (vpravo).

S .m- ‘\' < o
Obradzek 9: Inhibicni u TD testu izoldtu 29A. Vlevo inhibi¢ni zona po pouZiti disku
s oxacilinem a vpravo ndrdst kolonii po nahrazeni antibiotického disku diskem
s glukdézou.

Pro vyuziti TD testil ke srovnani izolatl bylo potieba zvolit disky s takovou koncentraci
antibiotik, kterd po nahrazeni diskem s glukézou a po difundovéni do celého objemu agaru
poklesne pod hladinu MIC. Na testovanych izolatech byly pouzity Ctyii zminéné typy

antibiotickych diskli a vysledky slouzily pro posouzeni vhodnosti metody pro jednotliva
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antibiotika. Obrazek 10 zobrazuje piiklad TD testl izolatu 69A, na kterych je vidét rozdil ve
velikosti inhibi¢nich zén mezi pouzitymi disky s antibiotiky. Vankomycin je komplexni
molekula htife difundujici médiem, z toho diivodu vankomycinové disky vedly u vSech izolath
k nejmensi inhibi¢ni zonég, a to 1 pfes vysokou koncentraci antibiotika. Kolonii perzistentnich
bunék v zén€ narostlo jen velmi madlo, pfi¢inou bylo pravdépodobné nedostatecné snizeni
koncentrace antibiotika po nahrazeni gluk6zovym diskem. Vankomycin se z téchto diivodi
nejevi vhodnym kur¢eni schopnosti izolath perzistovat. U disku s vy$Sim mnoZstvim
ciprofloxacinu (10 pg) byla inhibi¢ni zéna nejvéEtsi, avSak kvili prili§ vysoké koncentraci
antibiotikum pietrvavalo v zon¢ i1 po nahrazeni disku gluk6zou a nenarostly zde zZadné nebo
témet zadné kolonie. Nizsi koncentrace ciprofloxacinu (1 pg) a oxacilin vedly k vytvotfeni
dostatecné velké inhibi¢ni zony, kde narostlo vice kolonii perzistentnich bunék, jejichz
mnozstvi lze mezi izolaty srovnavat. Po pouziti antibiotického disku s ciprofloxacinem (1 pg)
rostla vétSina kolonii na okraji inhibi¢ni zony. Tyto kolonie by mohly pfedstavovat spise

tolerantni buiiky nezli perzistery (Kotkova et al. 2019), proto byl k porovnani izolatd zvolen

antibioticky disk s oxacilinem.

Obradzek 10: Petriho misky s TD testy u izoldtu 69A po nahrazeni antibiotickych diski novymi
disky s glukézou a kultivaci 24 hodin. Nahore jsou vidét inhibicni zony po pouZiti diski
s ciprofloxacinem - vlevo v mnoZstvi 1 ug (CIP1), vpravo 10 ug (CIP10). Na misce vlevo dole
byl pouZit disk s oxacilinem (OXA) a vpravo dole s vankomycinem (VAN).
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Gefen a spol., autofi ptivodni publikace, ktefi pfisli s principem TD testu, navrhli zptisob jeho
vyhodnoceni rozdélenim do 4 skupin (0-3) podle mnozstvi narostlych kolonii v inhibi¢ni z6né
(Gefen et al. 2017). Hranice skupin byly nasledujici:

0 = bez perzistert

1 = 1-10 perzistert

2 =11-100 perzisterti

3 =vice nez 100 perzistera

Toto rozd€leni vSak nebylo vypovidajici pro srovndni mnozstvi perzisteri u
jednotlivych izolatd. Ackoliv se lisilo rozdéleni do skupin mezi pouZzitymi antibiotiky, v rdmci
jednotlivych izolat byly vysledky vyhodnocené timto schématem téméi vzdy totozné. U 10ug
ciprofloxacinu a u vankomycinu byl velmi nizky narast fadici se do skupin 0 a 1, zatimco
oxacilin a 1pg ciprofloxacin vedly k vysokému narGstu kolonii a fadily se do skupiny 2 a 3.
U ciprofloxacinu (1 pg) a oxacilinu byl znatelny rozdil predevsim u prvni pacientky mezi
izolaty 68VI, 69A s niz§im poctem a 70A, 86A, 86B s vyssim poctem narostlych kolonii
perzistert, piestoze MIC izolath bylo stejné. U izolath druhé pacientky nebyl v poctech kolonii
vyrazny rozdil.

Experiment byl opakovan s oxacilinovymi disky a byl proveden u vSech testovanych
izolatd v technickém triplikatu. Pro umoznéni komparace se pfistoupilo ke kvantitativnimu
zpracovani vysledkl stanovenim poctu narostlych kolonii v inhibi¢ni z6n¢ a rozdily v mnoZstvi
kolonii byly srovnavany mezi izolaty. Priméry spocitanych narostlych kolonii (perzistert)
izolath prvni a druhé pacientky po pouziti oxacilinového disku jsou zndzornény v grafech 1 a 2.

TD test vtomto piipadé potvrdil stejny trend, kdy mnozstvi perzisterd po pouziti
oxacilinového disku u izolath prvni pacientky chronologicky stoupalo. Nejvice perzistert se
objevovalo u izolatli 70A, 86A a 86B. U druhé pacientky nejvice kolonii narostlo u primoizolatu
29A, av8ak spolecné s vysledky prvniho TD testu pocty perzistentnich bunc¢k ukazuji na

nezménénou schopnost populace bun¢k perzistovat v prubéhu chronické infekce.
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Graf 1: Pocty kolonii izoldtu od pacientky 1 narostlych v inhibicni zéné po nahrazeni antibiotického disku s
oxacilinem diskem s glukézou po 24hodinové kultivaci. Hodnoty jsou prumérem ze tfi technickych replikati a
chybovymi tuseckami jsou smérodatné odchylky.
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Graf 2: Pocty kolonii izoldti od pacientky 2 narostlych v inhibicni zéné po nahrazeni antibiotického disku s
oxacilinem diskem s glukézou po 24hodinové kultivaci. Hodnoty jsou priumérem ze tii technickych replikdti a
chybovymi useckami jsou smérodatné odchylky.
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10.3 Krivky hynuti

Cil:  Monitorovanim pribehu kiivek hynuti po piisobeni antibiotik ciprofloxacinu,

oxacilinu a vankomycinu metodou stanoveni CFU urcit miru perzistence jednotlivych izolatii

Perzistentni populace bun¢k je charakteristickd svou bifazickou kiivkou hynuti, kdy
v prvni fazi velikost populace prudce klesa a ve druhé fazi se pocet prezivsich bunék ustali a
jejich pocet se vyrazné neméni. Diky typickému pritbéhu je mozné porovnat schopnost izolati
prechéazet do perzistentniho stavu.

Prubéh kiivek hynuti stanovenim CFU byl zjistovan u vSech izolatd pacientek 1 a 2
s vyjimkou izolatu 77C, a to po pouZiti antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu.
Izolat 77C nebyl pro stanoveni pribchu kiivek hynuti vyuzit, jelikoZ nemél vyrazné¢ zménény
genotyp oproti izolatu 77A. Antibiotika byla pfidana k bunkam v exponencialni fazi rustu.
V case to byly vzorky odebrané tésné¢ pied pifidanim antibiotik a ndsledné byly odebirany
v hodinovém intervalu po dobu ¢tyt, ptipadné Sesti hodin. Z kazdého odbéru byla centrifugaci
antibiotika odstranéna a byly vytvoreny fedici fady o &tyfech fedénich (107! - 10%). Vzorky byly
odebrany a zpracovany podle metody 9.6.1. Jednotliva fedéni byla podle pfedem vytvotrené
predlohy postupné vyseta pomoci kapkového vysevu na Petriho misky s BHI médiem.
Soucasné vysevy probihaly na Petriho misky s BHI médiem s pfidanymi 200 pl sterilniho
supernatantu z no¢ni kultury, jelikoZ na téchto miskach butiky vyrtstaly rychleji a mikrokolonie
se tvorily ve vétSim poctu spoti, jak bylo pozorovano jiz dfive u pfedchozich izolata (Balgova
2021). Na obrazku 11 je ptiklad takto vysetych kolonii od izolatu 29A, véetné legendy (vpravo)
vysvétlujici polohu vysetych vzorki. Pro lepsi piehlednost je zobrazena pouze prvni miska
znacend jako ,,Spoty 1%, aCkoliv celkem byly vzorky ze vSech Cast a fedéni naneseny na 3
Petriho misky. Vlevo je fotografie Petriho misky s BHI médiem s ptfidanymi 200 pl sterilniho
supernatantu z vlastni no¢ni kultury. Uprostied je ukdzané snizené vyriistani bun¢k na Petriho
miskach s BHI médiem bez ptidaného supernatantu. Narostlé mikrokolonie jsou povaZovany

za kolonie vzniklé z bun€k pfechéazejicich z perzistence do svého metabolicky aktivniho stavu.
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Obrdzek 11: Petriho misky s narostlymi mikrokoloniemi izoldtu 29A. Agarovd miska na levé strané obsahuje navic 200 ul
sterilniho supernatantu z nocni kultury 29A. Petriho miska uprostfed nemd pridany supernatant a Ize vidét sniZzeny ndrdst
kolonii. Petriho miska na pravé strané slouZi pro orientaci mezi vzorky kapkového vysevu. Misky byly vyfoceny dnem vzhiru.

Po 24hodinové kultivaci v termostatu byl téméf u vSech izolat patrny rozdil v poctu
narostlych kolonii na Petriho miskach s pfidanym sterilnim supernatantem z no¢ni kultury a
bez n¢ho. U vétSiny izolath na miskach bez ptidaného supernatantu vyristaly kolonie pouze
z méné fedénych vzorki (10), a proto byly tyto misky ponechany v termostatu po 48 hodin.
Po této dobé¢ vétsinou narostly viditelné kolonie i z vice zfedéné kultury a kultivace delsi nez
48 hodin jiz nepfispivala k vy$§imu nartistu. U izolath 70A, 86A a 86B ani po prodlouZené
kultivaci na téchto miskach nerostly zadné kolonie z vyssich fedéni (1072, 107, 10™), zatimco
na miskach se supernatantem se objevoval vyssi pocet kolonii jiz po 24 hodinach kultivace.

Ackoliv byly vzorky ziedéné dekadickou fadou, ne vZdy tomu pocet narostlych kolonii
mezi jednotlivymi postupné fedénymi vysevy odpovidal. Dochdzelo k falesné¢ negativnim
vysledkiim pravdépodobné z diivodu mechanizmu Quorum sensing, kdy v nizsi hustoté bun¢k
ve spotu nedojde k tvorbé dostatecné silného signalu pro prechod do aktivniho stavu. Spolu
s kapkovymi vysevy byly pro eliminaci vlivu Quorum sensing soucasné kultury z vybranych
fedéni vysety na celou misku.

Z vysledného poctu kolonii (CFU/ml) vybranych fedéni bylo stanoveno relativni CFU
vztazenim poctu kolonii z kazdého Casu (t,) k poc¢tu kolonii v ¢ase to podle vzorce:

CFU ty
CFU t,

CFUreiativni =
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Z takto vypocitanych relativnich CFU/ml byl v semilogaritmickém vyneseni stanoven

prabéh kiivek hynuti. Na grafu 3 jsou ukézany ptiklady kiivek hynuti izolatu 29A po ptisobeni

vankomycinu.
K¥ivky hynuti 29A po pulsobeni vankomycinu
1
E
= 01
£
G
-
S g01
g T
} |
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Cas po pFidani antibiotik (h)
e Bo7z supernatantu =1 pfidanym supernatantem

Graf 3: Krivka hynuti u izolatu 29A po kultivaci s vankomycinem. V grafu jsou srovndny krivky hynuti u vysevu na
Petriho misky s pridanymi 200 ul sterilniho supernatantu z nocni kultury 29A a bez pridaného supernatantu. Chybové
usecky oznacuji smérodatné odchylky dvou biologickych replikatu.
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o 1-2 tady oproti naristu na miskach s pfidanym sterilnim supernatantem. Nejvétsi rozdily se
projevovaly u izolatti 70A, 86A a 86B. Pro vylouceni vlivu stafi nalit¢tho BHI média v Petriho
miskach, jenz by mohlo svou nedostatecnou vlhkosti plisobit nepiiznivé na rust bun¢k, byly u
izolatu 70A pouzity Petriho misky s BHI médiem star§im nez dva tydny a soucasné byly vysety
spoty 1 na misky stymz médiem s rozetienymi 200 pl tekutého BHI média a na misky
s pfidanymi 200 ul vlastniho sterilniho supernatantu. Na vyschlém BHI médiu bez uprav
nevyrostly kolonie z zddné¢ho fedéni v zddném case vysevu. Na miskach po ptidani tekutého
BHI média pfed samotnym vysevem jiz n€kolik jednotek kolonii narostlo, ovSem z tohoto
mnozstvi nebylo mozné sestavit prubéh kiivek hynuti. Po pfidani vlastniho supernatantu byl
vys$8i nartst kolonii téméf ve vSech spotech, dostatecny ke stanoveni pribéhu kiivek hynuti.
Z téchto vysledkil 1ze usuzovat, Zze vlhkost média v Petriho misce sice ovliviiuje vyrustani z
perzistence, nicméné nizka vlhkost neni hlavni pfi¢inou zhorSené¢ho vyrtistani. Supernatant u
nékterych izolath viditeln€ zvySoval schopnost vyrustat z perzistence, divod tohoto efektu vSak
neni objasnén. Bylo ptredpoklddano, ze by vliv mohly mit molekuly AIP obsazené
v supernatantu, které by mechanizmem Quorum sensing stimulovaly pfechod bunék do
aktivniho stavu. Pokud se vysledny nartst kolonii na miskach lisil, byly pro sestaveni priab&hu
kfivek hynuti pouzity vysledky s pfidanym supernatantem, kdy pocty narostlych kolonii
v jednotlivych spotech odpovidaly postupnému ziedéni kultury.

U izolatl 77A a 86A byly otestovany variace riznych sterilnich supernatanti véetné
supernatantu z nocni kultury 38A s nefunkénim Agr systémem, pfipadné supernatantu 39A
s odliSnym Agr typem. Studované izolaty byly vSechny Agr typu I, zatimco izolat 39A byl
typu Il a mél by Agr systém inhibovat. VSechny pfidané supernatanty mély na vyristani
pozitivni vliv bez vétSich rozdilli, coZ by mohlo znacit, Ze divodem lepSiho vyriistani po ptidani
supernatantu pravdépodobné nejsou molekuly AIP, jak se pivodné piedpokladalo.

V pfipadé izolatu 86A vlastni supernatant téméf neovliviioval rhst bunék, avSak
supernatant z izolatu 39A a mirn¢ také 68VI zptisobovaly vyssi vyrastani. Vysledny nariist na
vSech miskéch po 24 a po 48 hodinéch je vidét na obrazku 12. Supernatant 39A nejvice usnadnil
buitkdm pfiejit z perzistence do aktivniho stavu. Supernatant 68VI mél na vyrlstani rovnéz
pozitivni vliv, akoliv ve vysSich fedénich dochazelo k viditelnému narastu az po 48 hodinach
kultivace v termostatu. Na Petriho miskach s vlastnim supernatantem nebyl znatelny rozdil

oproti miskdm s pouhym BHI médiem.
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IZOLAT 86A

Bez supernatantu Se SUP 86A Se SUP 68VI Se SUP 39A

Spoty |

Spoty Il

Spoty llI

Obrdzek 12: Rozdil v ndrdstu kolonii mezi Petriho miskami s pfidanymi supernatanty z riznych izolatd. Prvni sloupec zobrazuje
Petriho misky s BHI médiem bez supernatantu. Na misky ve druhém sloupci byl pred kapkovym vysevem rozetren vlastni
supernatant, ve tretim sloupci supernatant izolatu 68VI a v poslednim sloupci izoldtu 39A. Vzorky byly vysety vZdy na tfi misky,
oznacené jako Spoty I, Il a Ill. Spoty | zahrnuji 4 fedéni kontroly, ddle po 4 Fedénich z kultur po pusobeni ciprofloxacinu, oxacilinu
a vankomycinu. Na dalsich miskdch jsou vysevy kultur po plsobeni antibiotik ve stejném poradi vidy po 3 redeénich, jiz bez
kontroly. Posledni 2 radky na spotech 3 jsou opét vysevy kultur po plsobeni antibiotik ve 4 redénich. Horni fotografie vZdy
zobrazuje ndrust po 24hodinové kultivaci v termostatu pri 34°C, dolini fotografie po celkem 48hodinové kultivaci.
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U izolatu 77A byl dale proveden pokus s piidanim sterilniho supernatantu do BHI média
jiz pti samotné kultivaci. Pfidan byl vlastni supernatant 77A. Nasledny vysev probéhl na Petriho
misky s nanesenymi supernatantem z vlastni no¢ni kultury, supernatantem 38A a na misky bez
supernatantu. Kultivace se supernatantem na schopnost vyrustat z perzistence neprokazala
vyrazny vliv. Graf 4 zobrazuje prab¢h kiivek hynuti izolatu 77A po plsobeni ciprofloxacinu s
pfidanym vlastnim supernatantem b¢hem kultivace, a to po vysevu na Petriho misky s BHI
médiem a na misky s timtéz médiem s pfidanym supernatantem 77A nebo 38A. Pro moznost
srovnani je zde uveden také prabéh kiivky hynuti 77A z ptedchoziho experimentu, béhem
kterého byly buiiky kultivovany béznym zplisobem bez piidani supernatantu do BHI média.
Mezi vysevy na jednotlivé typy misek byly slabé rozdily, které vSak v poslednich dvou
hodinach vymizely. Srovnani s pfedchozim experimentem znaci, Ze mirné rozdily ve vyristani

neprokazuji vliv supernatantu pfidaného k buitkam jiz do kultivacniho BHI média.

Kfivky hynuti 77A po plsobeni ciprofloxacinu
Kultivace v BHI médiu s pfidanym supernatantem 77A
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Graf 4: Krivky hynuti izoldtu 77A pri kultivaci s ciprofloxacinem, kdy do média behem kultivace byl soucasné pridany
sterilni supernatant pripraveny z vlastni nocni kultury. Vzorky byly odebirané v hodinovém intervalu a vysety na
pevné BHI médium s pridanym supernatantem 77A, 38A a na misky bez supernatantu. Pro srovndni je zobrazena
také krivka hynuti 77A z pfedchoziho méreni (znaceno oranzové), kde byla kultura kultivovdna v BHI bez pridaného
supernatantu a posléze vyseta na Petriho misku se supernatantem z vlastni nocni kultury.
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At byl supernatant na Petriho misky pfidan ¢i nikoliv, vzdy narostlo nejméné kolonii ze
vzorkl bakteridlni kultury, ke které byl pfidan ciprofloxacin. Srovnani prabéhu kiivek hynuti
po pfidani antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu je na piikladu izolatu 57A
vyobrazeno na grafu 5. Soucasné méteni optické denzity v Case odebrani vzorka ukazalo, ze po
pusobeni ciprofloxacinu zistava v kultute ze vSech pouzitych antibiotik nejvice zivych bungk,
coz neodpovida vysledkiim pribéhu kiivek hynuti stanovenim CFU. Namé&fena optické denzita
byla u vSech izolatti obdobna. Rozdily v naméiené optické denzité u izolatu 57A po pusobeni

antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu a bez pouziti antibiotik 1ze vidét na grafu 6.
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Graf 5: Krivky hynuti izolatu 57A po plsobeni ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu. Chybové usecky jsou
smérodatnymi odchylkami ze dvou biologickych replikdtd.
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Graf 6: Riastové krivky izoldtu 57A dané namérenou optickou denzitou v celkem 5 hodinovych intervalech.
Zelené je znacena krivka kontrolniho vzorku bez pridaného antibiotika. K ostatnim vzorkum byly priddny
antibiotika ciprofloxacin, oxacilin a vankomycin. Chybové usecky jsou smeéerodatnymi odchylkami ze dvou
biologickych replikdtd.
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Na obrazku 13 jsou grafy s kiivkami hynuti izolati od obou pacientek a pro vSechny tii
typy antibiotik. U pacientky 1 je po pouziti ciprofloxacinu a oxacilinu pozorovatelny nizsi
nariist u izolatu 70A a v mensi mife také 86A a 86B. Po pfidani vankomycinu je sniZend
schopnost vyrustat z perzistence u vSech tfi izolatd. Izolaty od pacientky 2 mezi sebou ve

schopnosti vyrustat nejevi rozdily.
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Obrdzek 13: Krivky hynuti od izoldtd obou pacientek po pusobeni antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu. Legenda izoldtd je uvedena
pod kaZdym sloupcem zvldst. Pokud byl zaznamendn vliv plsobeni supernatantu, byly zvoleny hodnoty se supernatantem z vlastni nocni kultury.
Chybovymi tuseckami jsou smérodatné odchylky z priimérnych hodnot provedenych méreni.
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10.3.1 Mira perzistence

Od druh¢ hodiny byla vétsina citlivych bunék usmrcena a pocet prezivsich bunék se jiz
ptilis neménil. Z priméru hodnot relativnich CFU z poslednich tfi hodin odbéru bylo mozné
stanovit miru perzistence a porovnat, jak se schopnost perzistovat u kmena S. aureus méni mezi
postupné odebiranymi klinickymi izolaty.

Mira perzistence testovanych izolati obou pacientek je znézornéna na
grafech 7 a 8, kde je rovnéz mozné pozorovat vyrazné nizsi schopnost vyrustat z perzistence po
pouziti ciprofloxacinu. U prvni pacientky byla mira perzistence snizena pro vSechna antibiotika
u izolath 70A, 86A a 86B. VéEtsi rozdil mezi témito izolaty nastal u izolatu 70A po pouziti
ciprofloxacinu a vankomycinu. U oxacilinu byly rozdily mezi izolaty 70A, 86A a 86B

nevyznamné. [zolaty druhé pacientky maji pro vSechna antibiotika miru perzistence beze zmén.
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Graf 7: Srovndni miry perzistence po pisobeni ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu u izoldti 68VI, 69A, 70A, 86A
a 86B pacientky 1. Mira perzistence je stanovend prumérem ze tii poslednich hodin stanovenych krivek hynuti.
Chybovymi useckami jsou smérodatné odchylky priiméru hodnot provedenych méreni.
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Graf 8: Srovndni miry perzistence po plsobeni ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu u izoldatd pacientky 2. Mira
perzistence je stanovend priimérem ze tii poslednich hodin stanovenych krivek hynuti. Chybovymi useckami jsou
smérodatné odchylky priméru hodnot provedenych méreni.
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10.4 Priitokovd cytometrie

Odebirani vzorkti pro méteni metabolickych aktivit na priitokovém cytometru probihalo
soucasn¢ s experimentem pro stanoveni CFU v pribéhu kiivek hynuti. Pro spravné odliSeni
subpopulaci bun¢k bylo nutné vytvofit kontrolni vzorky, tj. zméfit buitkky bez obarveni pro
stanoveni populace vSech bun¢k, zméfit vzorek po usmrceni bun¢k vysokou teplotou a po
piidani CCCP pro stanoveni bunék se snizenym membranovym potencialem. CCCP zkratuje
membranovy potencial, ale zachova intaktni membranu. Pro rozliSeni subpopulace obsahujici
GFP byl zméfen neobarveny vzorek bunck bez vlozeného plazmidu. Vysledky méfeni na
pritokovém cytometru BC Cytoflex byly zpracovany v programech Cytexpert a FlowlJo.
Nameétené vzorky byly v programu Cytexpert vynesené v FSC/SSC. Subpopulace bun¢k byly
nasledn¢ podle kontrolnich vzorki barevné rozliSeny pro snadnéjsi zpracovani a z vyslednych
dat byly v obou programech vylouc¢eny zméiené nebunécné zbytky, ¢asti membran a proteind.

Program FlowJo umoznil vyneseni subpopulaci v procentualnim zastoupeni.

10.4.1 Detekce bun€k se snizenym membranovym potencidlem

Cil: Porovnat u izolatii podil bunek se snizenym membrdnovym potencidalem po

puisobeni antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu

Pro sledovani zmény membranového potencialu po plisobeni antibiotik ciprofloxacinu,
oxacilinu a vankomycinu byly k obarveni bunc¢k pouZity cyaninové fluorescen¢ni barvy
TO-PRO-3 a DiOC2(3).

TO-PRO-3 je cyaninové barvivo schopné vstupovat pouze do bunck s porusenou
membranou, kde se vdze na DNA. Jeho detekci je mozZné urcit podil mrtvych bunék
s permeabilizovanou membranou. DiOC2(3) je zelené fluorescencni barvivo, které se shlukuje
na hyperpolarizovanych membranach, dochazi kposunu spektra a u bunék s
vy$$im membranovym potencidlem vyzaiuje Cervenou fluorescenci. Pro analyzu jednotlivych
subpopulaci byl vynesen pomér zelené a Cervené fluorescence DiOC»(3) na ose x a TO-PRO-3
na ose y. Po zpracovani vysledkli bylo mozné porovnat velikost tfi subpopulaci, a to zivé buiiky
s intaktni membranou a se zachovanym membranovym potencidlem, Zivé buiky s intaktni
membranou se sniZzenym membranovym potencialem a mrtvé buniky s porusenou membranou,
které zcela ztratily polarizaci membrany. Méfeni membranového potencialu a integrity bunééné
membrany byly provedeny v jednom technickém provedeni na vSech izolatech obou pacientek

mimo izolat 77C. Vysledky jsou zobrazené na grafech 9 az 14. VSechna méteni byla provedena
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v jednom biologickém provedeni. Velikosti subpopulaci bun¢k byly zavislé spiSe na ucinku
jednotlivych typt antibiotik. Vzhledem k velmi podobnym vysledkiim po ptisobeni antibiotik
na jednotlivé izolaty nebylo nezbytné experimenty opakovat.

Po pouziti ciprofloxacinu pietrvaval vysoky pomér zivych bunék se zachovalym
membranovym potencidlem po celé 4 hodiny pusobeni antibiotika. U zddného izolatu
pacientky 1 nedochézelo k viditelné zméné v populaci v pritbéhu pisobeni antibiotika, zatimco
u pacientky 2 ciprofloxacin vedl u vSech izolath ke stejnému vysledku, a to k postupnému
snizovani membranového potencialu v Case.

U oxacilinu i vankomycinu do$lo hned v prvni hodiné po pfidani antibiotika ke snizeni
membranového potencialu u vétSiny bunék a velikost této subpopulace pretrvavala po celé 4
hodiny. Po pfidani oxacilinu byl u nékterych izolati naméfen vyssi membranovy potencial i od
druhé hodiny dal, avSak u zddného z izolati nenastala zména u dvou po sobé€ jdoucich ¢asech,
proto se pravdépodobné jednalo spiSe o chybu ve zpracovani vzorku. Po oxacilinu byly
naméfeny nejvyssi subpopulace se snizenym potencidlem u izolatt 70A, 86A a 86B. U vétsiny
ptezivSich bun€k byl detekovéan snizeny membranovy potencidl, tudiz by se mohlo jednat o
perzistery.

Ihned po piidani vankomycinu rovnéz klesl membranovy potencial u vétSiny bunck a
béhem dalSich hodin se velikost subpopulace se snizenym potencidlem jiz pfili§ neménila.
U izolatu 70A zGstalo bunék se zachovanym membranovym potencidlem nejméné. Naproti
tomu u izolatu 86B, kdy doslo u celé populace ke ztrat¢ membranového potencialu v prvni
hodin¢ pisobeni vankomycinu, se v prubéhu casu velikost subpopulace s membranovym

potencialem opét mirn€ zvySovala.
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Graf 10: Rozlisené subpopulace Zivych bunék, Zivych bunék se snizenym membrdnovym potencidlem a mrtvych bunék u izoldtd
68VI, 69A, 70A, 86A a 86B po plisobeni 100x MIC ciprofloxacinu. Na ose y je vyneseno procentudlini zastoupeni subpopulaci.
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Graf 9: Rozlisené subpopulace Zivych bunék, Zivych bunék se snizenym membrdnovym potencidlem a mrtvych bunék u izolatd
68VI, 69A, 70A, 86A a 86B po pusobeni 100x MIC oxacilinu. Na ose y je vyneseno procentudlni zastoupeni subpopulaci.
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Graf 11: Rozlisené subpopulace Zivych bunék, Zivych bunék se snizenym membrdanovym potencidlem a mrtvych bunék u izolatd
68VI, 69A, 70A, 86A a 86B po pusobeni 100x MIC vankomycinu. Na ose y je vyneseno procentudini zastoupeni subpopulaci.
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Graf 12: Subpopulace Zivych bunék, Zivych bunék se snizenym membrdnovym potencidlem a mrtvych bunék u izolatd
29A, 57A a 77A po plsobeni 100x MIC ciprofloxacinu. Na ose y je vyneseno procentudlIni zastoupeni subpopulaci.
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Graf 13: Subpopulace Zivych bunék, Zivych bunék se snizenym membrdnovym potencidlem a mrtvych bunék u
izolatd 29A, 57A a 77A po plsobeni 100x MIC oxacilinu. Na ose y je vyneseno procentudini zastoupeni subpopulaci.
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Graf 14: Subpopulace Zivych bunék, Zivych bunék se snizenym membrdnovym potencidlem a mrtvych bunék u izoldtd
29A, 57A a 77A po plsobeni 100x MIC vankomycinu. Na ose y je vyneseno procentudlni zastoupeni subpopulaci.
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10.4.2 Stanoveni exprese sigB a méfeni metabolické aktivity

Cil: U bunék exprimujicich gen sigB srovnat metabolickou aktivitu po piisobeni

antibiotik mezi izolaty

Gen sigB koduje alternativni sigma faktor obecné stresové odpovédi a bylo prokézano,
ze ovliviyje velikost populace tvofici biofilm (Rachid et al. 2000). K detekci miry jeho exprese
b&hem plisobeni antibiotik byl vyuzit plazmid pCNsigB s promotorem sigB sfizovanym s GFP
ptfipraveny piedchozi studentkou (Kotkovd 2019). Pomér bun€k produkujicich GFP byl
vyhodnocen méfenim na pratokovém cytometru a soucasné byla méfena metabolicka aktivita
po obarveni bun¢k Ciz-resazurinem a mrtvé bunky byly detekovany TO-PRO-3 jako
v ptfedchozim experimentu.

Plazmid byl do jednotlivych izolatl vlozen transdukci z kmene S. aureus RN4220, ktery
je defektni v restrikéné modifikacnim systému. Pro transdukci plazmidu pCNsigB do izolath
obou pacientek byla pouZita virulentni varianta lyzogenniho bakteriofaga ¢11. Podatilo se
ziskat izolaty s transdukovanym plazmidem od vsech izolati druhé pacientky (29A, 57A, 77A,
77C). U izolath od prvni pacientky (68VI, 69A, 70A, 86A, 86B) se transdukce opakované
nedafila. Pfistoupilo se proto k analyze sekvence genomt, kterd ukazala, Ze tyto izolaty jsou
lyzogeny bakteriofagii ¢80 a ¢11, coz mizZe vysvétlovat, pro¢ se nepodafilo k provedeni
transdukce do téchto izolati vyuzit ani jeden ze zminénych bakteriofagli. Analyza byla
provedena RNDr. Jaroslavem Nunvarem, Ph.D. ve vyzkumné instituci BIOCEV. Jedna z
vyslednych analyz je zobrazena na obrdzku 14, kde je vidét ¢ast sekvence DNA izolatu 86A

obsahujici geny bakteriofagh ¢80 a ¢p11.
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Obrdzek 14: Analyza sekvence gend izoldtu 86A. Lze vidét, Ze se jednd o lyzogen bakteriofdgl ¢80 a ¢11
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Buniky potenciondlné nesouci plazmid byly kultivovany s antibiotiky ciprofloxacinem,
oxacilinem nebo vankomycinem a kazdou hodinu byly odebirany vzorky. Vzorky byly ihned
po odbéru obarveny Cis-resazurinem a tésn¢ pred méfenim také barvivem TO-PRO-3. Na
pratokovém cytometru byl zméfen redoxni potencial a mira exprese sigB v jednotlivych
subpopulacich.

TO-PRO-3 slouzi pro méteni viability bun€k v zdvislosti na integrit¢ membrany.
Resazurin je modré barvivo pronikajici do bunck, které se obecné pouziva k méieni
metabolické aktivity. Cio-resazurin je jeho derivat, ktery je mozno vyuzit pro ucely pratokové
cytometrie, vzhledem k jeho schopnosti zakotveni do membrany po vstupu do buiiky. Pfi
aktivnich metabolickych drahach v buiice dochazi k tvorbé NADH, jenz redukuje Ci2-resazurin
na Cip-resorufin a tim se reoxiduje na NAD". Proto je Cir-resazurin mozno vyuzit k méfeni
hladiny NADH, a tedy detekci metabolicky aktivnich bunék pomoci pritokové cytometrie.
Srovnana byla metabolicka aktivita pouze u izolatd s vlozenym plazmidem pro stanoveni
exprese sigB pomoci reportéru GFP. Méfenim intenzity TO-PRO-3 a Ciz-resorufinu bylo
mozné rozliSit 3 subpopulace — mrtvé butiky, Zivé respirujici buiiky s GFP metabolicky aktivni
a ziveé buiikky s GFP metabolicky neaktivni. Exprese genu sigB byla detekovana u témét celé
populace bunék a zivé buiikky bez GFP se v populaci nachéazely ve velmi nizkém poctu, proto
nebyly uvedeny v grafech. Vysledky jsou znazornény v podobé sloupcovych grafii rozdélenych
podle casil to aZ t4 zobrazenych v grafech 15 az 17. Metabolicky aktivni buiiky jsou v grafech
znaceny jako NADH. Buriky se sniZenym metabolizmem byly dale rozdéleny do dvou kategorii
v zavislosti na mife poklesu signdlu Ci2-resorufinu. Po pouZiti ciprofloxacinu byly detekovany
dve subpopulace neredukovaného Cia-resazurinu. Rozdélené subpopulace jsou oznaceny jako
NADI1 u mirného snizeni a NAD2 u velmi snizeného metabolizmu na Grovni ztraty redoxniho
potencialu po pisobeni CCCP. VSechny izolaty, u kterych se transdukce podatila (29A, 57A,
77A, 77C) byly méteny v jednom technickém provedeni.

V piisobeni antibiotik byly znaéné rozdily. Ciprofloxacin svym ucinkem nevedl
k hynuti bunék, nybrz navozoval snizeni metabolizmu a projevoval se vyraznym sniZenim
hladiny NADH v obdobné mife jako po plsobeni CCCP. Takto nizky obsah NADH se po
pouziti ostatnich antibiotik neobjevoval. Od druhé hodiny po pfidani ciprofloxacinu uz se

v prezivsi populaci metabolicky aktivni buiiky nevyskytovaly.
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Obrazek 15: Ukdzka z programu CytExpert s namérenym vzorkem
77C po pusobeni ciprofloxacinu v case t, vyneseném jako GFP na
ose x (B1-H) vici Cizx-resorufinu na ose y (G1-A). GFP-NADH znaci
metabolicky aktivni buriky s exprimovanym SigB, GFP-NADI
bunky s mirné snizenym metabolizmem a GFP-NAD2 bunky s
velmi snizenym metabolizmem.

Naméfend subpopulace se snizenou
hladinou NADH po ptisobeni ciprofloxacinu
je vidét na obrazku 15. Tento obrazek
zobrazuje polohu jednotlivych subpopulaci
ve vyneseni zeleného detektoru (B1-H) vici
cervenému (G1-A) v programu Cytexpert po
zméteni vzorku 77C v Case t4. Zelend oblast
GFP-NADH oznacuje metabolicky aktivni
buiiky. Oblast GFP-NADI s modfe
zabarvenymi udalostmi oznacuje
subpopulaci bun¢k se snizenou metabolickou
aktivitou. Do Zzlut¢ oblasti GFP-NAD2
spadala cast bun€k s extrémné snizenym
metabolizmem, ktera se vyskytovala pouze u
populace po pouziti ciprofloxacinu a

odpovidé buiikdm po ptisobeni CCCP.

Oxacilin 1 vankomycin zptisobovaly mirny pokles v metabolizmu u vétSiny populace, a

to jiz béhem prvni hodiny. Rozdil mezi témito antibiotiky nastal az od druhé hodiny. Po

vankomycinu pietrvavala vétSina bunéné populace v neaktivnim metabolickém stavu, zatimco

po oxacilinu se v ptezivsi populaci mirn€ zvySovala velikost metabolicky aktivni subpopulace

bunck a rovnéz zde bylo detekovano vice hynoucich bunék.

Utinky antibiotik na jednotlivé izolaty byly velice podobné s vyjimkou izolatu 29A, u

kterého byla po pfidani vankomycinu naméfena nejvys$si subpopulace Zivych metabolicky

aktivnich bunék, jejichz podil se ve Ctvrté hodin€ zvysil na Uroven casu pred piidanim

antibiotika.
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Graf 15: Procentudlni zastoupeni bunék s exprimovanym GFP po plsobeni 100x MIC ciprofloxacinu. Subpopulace bunék
izoldtu 29A, 57A, 77A a 77C jsou rozliseny na metabolicky aktivni (NADH), se sniZenou aktivitou (NAD1) a se silné snizenou
aktivitou na drovni plisobeni CCCP (NAD2).
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Graf 16: Procentudlni zastoupeni bunék s exprimovanym GFP po pusobeni 100x MIC oxacilinu. Subpopulace bunék izolatd
29A, 57A, 77A a 77C jsou rozliseny na metabolicky aktivni (NADH), se sniZenou aktivitou (NAD1) a se silné sniZenou
aktivitou na drovni plisobeni CCCP (NAD2).
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Graf 17: Procentudini zastoupeni bunék s exprimovanym GFP po plisobeni 100x MIC vankomycinu. Subpopulace bunék

izolati 29A, 57A, 77A a 77C jsou rozliseny na metabolicky aktivni (NADH), se sniZzenou aktivitou (NAD1) a se silné snizenou
aktivitou na urovni pisobeni CCCP (NAD2).
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10.5 Kontinualni mereni ODgsoo

Cil: Proverit viiv sterilnich supernatantit na rustoveé parametry studovanych izolatu

Experimenty  popsané v nasledujicich  podkapitolach ~ byly  provedeny
v Mikrobiologickém Ustavu AV CR, v.v.i. v Praze 4 Kr¢, kde byl k méfeni ODgoo vzorki vyuZit
pristroj Microplate reader 800TS od firmy BioTek. Pied samotnym méfenim byly ke vzorkiim
pridavany sterilni supernatanty z no¢nich kultur vybranych izoléatii v poméru 1:9. Supernatanty
pochézeji znocni kultury ve stacionarni fazi, kde jsou vycerpané Ziviny, proto bylo pro
vyrovnani ztraty zivin namisto bézného BHI média pouzito BHI médium obohacené o 10 %.
Bylo otestovdno, ze samotné obohacené BHI médium neovliviluje riist ani hynuti populace
bunck, proto bylo takto obohacené¢ BHI médium vyuzivdno i pro kontrolni vzorky bez
pridaného supernatantu (data neuvedena). Supernatanty byly pfipraveny vzdy Cerstvé. Vzorky
se vSemi vybranymi supernatanty byly méfeny soucasné v jedné mikrotitracni desticce po dobu
12 hodin s intervalem méteni 10 minut.

Metodu kontinudlniho méfeni optické denzity bylo nejprve potieba optimalizovat,
ptedevsim z hlediska doby plisobeni antibiotik a rizné doby kultivace nocnich kultur, ze
kterych se filtroval supernatant. Z divodu rozdilné doby piechodu izolati do staciondrni faze
byla dale no¢ni kultura kultivovana po 24 hodin, aby bylo zarucené, Ze se vSechny kultury
nachazeji ve stacionarni fazi, kdy se v populaci molekuly ovlivitujici vyrlstani exprimuji
v maximalnim mnozstvi. Rovnéz bylo pro méteni miry vyrustani z perzistence nutné vyladit
podminky odmyvani antibiotik od vzorki. Tyto experimenty byly zpoc¢atku méfeny po dobu 6
hodin, coz se pozd¢ji ukazalo byt nedostatecné, nebot’ v této dob& populace teprve zacinala
vyrustat. Pozdé&ji se pfistoupilo k 12hodinovému méteni, které jiz bylo pro porovnéani ti¢inku
supernatantli na vyrastani dostacujici. Vystupem méieni byla tabulka s hodnotami ODgoo vSech
jamek v mikrodesticce z celkem 73 métenych Cast. Tyto hodnoty byly zpracovany do podoby
grafii s rostoucim ODsoo v Case. ZkuSebné bylo provedeno nékolik meéfeni izolatd od
pacientky 1, pravdépodobné z diivodu jejich mutaci v rsbU vSak méfeni vedly k nesourodym
vysledkim, které by mohly komplikovat interpretaci vysledkt, proto byly méfeny pouze izolaty
od druh¢ pacientky. VSechny izolaty byly méfené s pfidanim sterilnich supernatanti z no¢nich
kultur od izolath stejné pacientky (29A, 57A, 77A, 77C), izolatu 86B od prvni pacientky, jenz

ma pravdépodobné nefunkéni Agr systém a od izolatu 39A s interferujicim Agr typem II.
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10.5.1 Ristové kiivky

Cil: Porovnat ucinky piisobeni sterilnich supernatantii od vybranych izolatii na riistovou

kirivku

Pro stanoveni rastovych kiivek byla kultura z exponencialni faze pieockovana ve dvou
koncentracich do cCerstvého BHI média s pfidanymi sterilnimi supernatanty na vysledné
ODeo0 0,05 a 0,005. Po dobu 12 hodin bylo v 10minutovém intervalu méteno zvysujici se ODsoo
rostouci populace. Ve vyslednych grafech rustovych kiivek byl vliv supernatantii 1épe
rozlisitelny pfi nizsi pocatecni optické denzité, proto byly k porovnani dale vyuzity pouze tyto
vysledky. Izolaty 29A a 77C byly zméteny ve dvou biologickych replikatech vzdy po dvou
technickych duplikatech a izolaty 57A a 77A byly zméteny v jednom biologickém provedeni
ve dvou technickych duplikatech.

Ke srovnéni vlivu supernatantli na riistovou rychlost byla z primérti obou biologickych

replikath a vSech technickych duplikatl vypocitana specificka rychlost ristu podle vzorce:

__ Inx-Inx,
t—to
mn specificka riistova rychlost [h!]
X0 ODeoo zacatku exponencidlni faze
X ODsoo konce exponencialni faze
to ¢as zacatku exponencialni faze [h]
t ¢as konce exponencialni faze [h]

Vysledky jsou zndzornény v grafu 18 ukazujicim priimérnou specifickou rychlost ristu
izolath 29A, 57A, 77A a 77C kultivovanych s pfidanymi sterilnimi supernatanty z nocnich
kultur vybranych izolat. Je mozné pozorovat, Ze vSechny piidané supernatanty s vyjimkou
supernatantu z izolatu 29A snizuji rychlost riistu. Jednotlivé supernatanty maji podobny vliv na

vSechny izolaty.
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Graf 18: Specificka ristova rychlost chronologickych izoldati S. aureus 29A, 57A, 77A a 77C pacientky 2 po priddni
sterilnich supernatantd z nocnich kultur 29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A (viz legenda). Vzorky v obohaceném médiu
bez priddni supernatantu jsou oznaceny BHI+. Vysledné hodnoty jsou prumérem vsech biologickych a technickych
replikatd. Chybovymi useckami jsou smérodatné odchylky. Izoldty 57A a 77A byly méreny v technickém duplikdatu a
izolaty 29A a 77C v biologickém duplikdtu a technickych duplikdtech.

S pfidanym supernatantem od izolatu 29A (znaceno zlut¢) byla rychlost ristu velmi
podobna ristu v obohaceném BHI médiu bez ptidani jakéhokoliv supernatantu (znaceno
modre). Ostatni supernatanty navozovaly spiSe pomalejsi rist. Rozdil se supernatantem 57A
nezpusoboval natolik zfetelnou zménu v rychlosti riistu jako supernatanty 77A a 39A, avSak
nejnizsi specificka ristova rychlost nastala u vSech izolati po pfidani supernatantii 86B a
v mensi mite také 77C.

U izolatu 77C byl pozorovan snizeny rist rovnéZ se supernatantem 39A s Agr typem II,
coz se projevovalo ve vSech métenych replikatech s poc¢ate¢ni hodnotou ODgoo 0,005, ackoliv
u vys$si pocatecni hustoty tento jev nenastaval. Rustové kiivky izolatu 77C s pocatecnimi
hodnotami ODsgo 0,005 a 0,05 jsou ukazany na grafech 19 a 20. Z dtivodu nizsi prehlednosti
nejsou uvedeny primeéry se smérodatnymi odchylkami, ale pouze vybrané reprezentativni

méreni.
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Rustova kfivka77C z poc¢ateéniho ODgqo 0,005
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Graf 19: Priklad ristové krivky izoldtu 77C z pocdtecniho ODgoo 0,005 po priddni sterilnich supernatanti
z nocnich kultur 29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A (viz legenda), kde supernatant izoldtu 39A sniZoval rychlost ristu.
Vzorky mérené v obohaceném BHI médiu bez priddni supernatantu jsou oznaceny BHI+.

Réstova kfivka77C z pocateéniho ODgyy 0,05
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Graf 20: Priklad rastové krivky izoldtu 77C z pocdatecniho ODeoo 0,05 po priddni sterilnich supernatanti z nocnich
kultur 29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A (viz legenda). Vzorky meérené v obohaceném BHI médiu bez priddni
supernatantu jsou oznaceny BHI+.
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Krom¢ rozdilné rychlosti ristu populace, kterou v grafu udavd sklon kiivky
v exponencidlni fazi, byly po pfidani jednotlivych sterilnich supernatanti pozorovatelné rovnéz
odlisné hodnoty dosazené optické denzity ve staciondrni fazi. Po vyneseni priméru hodnot
ODeoo naméfenych v 10. hodiné, kdy uZ se populace bun€k vZdy nachéazela ve stacionarni fazi,
je mozné na grafu 21 pozorovat velmi podobné plisobeni supernatantti na vyslednou dosazenou
optickou denzitu jako na rtstovou rychlost. Pomalejsi rist bunééné kultury vedl k diivéjsimu

pfechodu populace do stacionarni faze. Nejdiive izolaty dosahovali stacionarni faze po ptidani
supernatantu 86B.
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‘ mBHI+

‘ 298
m57A

‘ m77A

‘ m77C
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Graf 21: Optickd denzita namérend v 10. hodiné u izoldta 29, 57A, 77A a 77C pacientky 2 po priddni sterilnich
supernatantt 29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A (viz legenda). Vzorky mérené v obohaceném BHI médiu bez priddni
supernatantu jsou oznaceny BHI+. Vysledné hodnoty jsou primérem vsech biologickych a technickych replikdtd.
Chybovymi useckami jsou smérodatné odchylky. Izoldty 57A a 77A byly méreny v technickém duplikdtu a izoldty 29A
a 77C v biologickém duplikdtu a technickych duplikdtech.
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10.5.2 Rychlost hynuti

Cil: Porovnat ucinky pusobeni sterilnich supernatantii od vybranych izolatii na rychlost

hynuti po pusobeni oxacilinu

Ke kultute chronologickych izolati pacientky 2 v exponencialni fazi, tj. pii dosdhnuti
ODsoo 0,5, byl pfidan oxacilin v mnozstvi stondsobku MIC. Pfed samotnym piidanim
antibiotika byly odebrané vzorky zcentrifugovany, aby pelety mohly byt resuspendovany
v obohaceném BHI médiu s pfisluSnymi supernatanty. Pouzity byly opét sterilni supernatanty
z noCnich kultur izolatt 29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A. Behem 12hodinového méteni bunky
s oxacilinem hynuly a bylo mozné detekovat snizujici se optickou denzitu.

Vzorky byly méfeny nefedéné a v fedéni 1:3. Mezi témito dvéma hustotami vzorkt byl
ve vysledku pravdépodobné z diivodu mezibunééné komunikace Quorum sensing patrny rozdil,
jak je vidét na grafech méteni izolatu 29A na obrdzku 16. Pii zfedéni bylo hynuti bunck
v jednotlivych kultivacich od sebe 1épe odliSitelné, proto byly ke stanoveni vlivu supernatant

vyuzity prave vzorky fedéné 1:3.

Hynuti 29A - nefedéné Hynuti 29A - redéni 1:3

Cas (h)

BHI+ 29A =—==57A e——=T7A e—]]C @B ==——3gA

Obrdzek 16: Rozdily ve 12hodinovém hynuti izoldtu 29A s pridanymi supernatanty 29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A (viz legenda) u
neredeénych vzork( a vzorkda, jejichZ pelety byly resuspendovdny do ptvodniho objemu a pred meérenim byly ddle zfedény ve stejném
médiu v poméru 1:3. Vzorky mérené v obohaceném BHI médiu bez pfiddni supernatantu jsou oznaceny BHI+.
Na obrazku 17 jsou vyobrazeny reprezentativni grafy namétfenych hodnot kazdého
z izolatl. PrestoZze byly vzorky odebirany najednou ze stejné kultury, pocatecni ODesoo se
v ramci jednoho méteni mezi vzorky liSily, pravdépodobné z diivodu nechténého odebrani ¢asti
peletu béhem vymény BHI média za obohacené BHI médium se supernatanty. Divodem
rozdilu by mohl byt rovnéz vyssi ndrlst optické denzity nekterych vzorkli béhem doby jejich
fedéni a piepipetovani do mikrotitra¢ni desticky pied samotnym méfenim. Pocatecnim ODgoo

byla ovlivnéna hodnota kone¢ného ODgoo po 12 hodinach méteni, proto neni mozné srovnavat
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vliv supernatanti na hynuti na zaklad¢ samotnych hodnot ODgoo ve 12. hodiné a ke srovnani

rychlosti hynuti byly vyuzity smérnice pfimek.

Hynuti po pfidani oxacilinu - 29A Hynuti po pfidani oxacilinu - 57A

DS s 0,06
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Obrazek 17: Grafy krivek hynuti po plsobeni oxacilinu u izoldti 29A, 57A, 77A a 77C pacientky 2. Hynuti bylo méreno s priddanim
supernatanti 29A, 57A, 77A, 77C, 86B, 39A (viz legenda) a soucasné bez pridaného supernatantu v obohaceném BHI médiu, zde
znacené jako BHI+. Vzorky byly pred mérenim zifedény v poméru 1:3.

Rovnice pfimky byla vzdy stanovena z Casového useku, ve kterém populace pfi
vyneseni hodnot v logaritmu o zadkladu 2 klesala linearné, viz grafy na obrazku 18. Z rovnic
primek ve tvaru y=-kx+q byla smérnice ptfimky k vyuzita pro srovnani vlivu supernatanti.
Vyssi hodnota smérnice piimky & vyznacuje rychlejsi klesani ODeoo a tedy rychlejsi hynuti

bunécné populace ve vzorku.
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Hynuti 77A se supernatantem 77A 77A log(2) se supernatantem 77A
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Obradzek 18: Priklad vyneseni hodnot ODeoo z 12hodinového méreni v logaritmu o zdkladu 2. V case 2-6,5 hodiny klesd populace
linedrné a z téchto hodnot je vynesen graf vpravo. Vystupem je pfimka s rovnici y = -0,0678x - 3,9911. Smérnice primky je 0,0678.

Vysledné velikosti rychlosti hynuti dané smérnicemi pfimek jsou zobrazené ve
sloupcovém grafu 22. Pfidané sterilni supernatanty rychlost hynuti populace viditelné
ovliviiovaly. Porovnanim smérnic pfimek se ukazalo, Ze supernatanty od izolat 39A, 86B a
v mensi mife také 77A pusobily podobné jako samotné obohacené BHI médium bez piidaného
supernatantu a hynuti mélo pomalejsi priibéh. Naopak supernatanty izolati 29A, 57A a 77C
zpisobovaly rychlejsi spad v hynuti populace.

Rychlost hynuti
0,25
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E
=
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12 m77C
L 0,05 ﬁ i
. I i i
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Pfidané supernatanty

Graf 22: Rychlost hynuti ddna smérnicemi primek stanovenych z casovych usek( krivek hynuti, které mély
v logaritmickém méritku linedrni prabéh. Méreni bylo provedeno u izoldti 29A, 57A, 77A a 77C pacientky 2
(viz legenda) po pridani sterilnich supernatantt 29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A. Vzorky mérené bez pridaného
supernatantu v obohaceném BHI médiu jsou oznaceny jako BHI+. Chybovymi useckami u 77A a 77C jsou smérodatné
odchylky ze 3 biologickych replikdtd, izolaty 29A a 57A byly méreny v jednom provedeni. Vyssi hodnota smérnice
primky znaci rychlejsi hynuti populace bunék.
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10.5.3 Vyristani z perzistence

Cil: Porovnat ucinky pusobeni sterilnich supernatantii od vybranych izolatii na

schopnost vyrustani z perzistence po pusobeni ciprofloxacinu a oxacilinu

Béhem piisobeni antibiotik se buiiky nahodné uvadéji do perzistentniho stavu, ktery jim
umoziuje antibiotické plisobeni ptezit. Po odstranéni antibiotik perzistentni buiiky postupné
pfechédzeji zpét do vegetativniho stavu, ve kterém se rozmnozuji a rostou, coZ je mozné
detekovat zvysujici se optickou denzitou. Kiivka charakterizujici vyrastani z perzistence je
obdobou rustové kiivky s delsi klidovou fazi (Lag faze), béhem které se bunky vraceji do
metabolicky aktivniho stavu. Délka Lag fadze a dosazend opticka denzita byly ovlivnény
pfidanim sterilnich supernatantti od vybranych izolatu.

Antibiotika ke kultivujicim bunikdm byla pfiddna ve stondsobné koncentraci MIC,
nechala se pusobit pfes noc (cca 18 hodin) a po této dobé byla odstranéna opakovanou
centrifugaci a resuspendovanim peletu v BHI médiu s pfisluSnym supernatantem. Pro
porovnani rozdilnosti piisobeni a s ohledem na vysledky stanoveni prubéhu kiivek hynuti, kde
byly pozorovany nejvétsi rozdily vlivu supernatantii po ptsobeni ciprofloxacinu, byla zvolena
antibiotika ciprofloxacin a oxacilin.

Me¢éteny byly vSechny izolaty pacientky 2 (29A, 57A, 77A a 77C). Méfeni prob&hlo
v biologickém triplikdtu pii pouziti ciprofloxacinu a v biologickém duplikdtu pii pouziti
oxacilinu, pfiemz vSechna méfeni byla provedena v technickych triplikatech. Méfeny byly
vzorky v nefedéném stavu 1 zfedéné 1:3. Jelikoz vSak v nefedénych vzorcich bunky vyristaly
s kolisavym priibéhem, jak lze vidét na grafu 23, postupné se pteslo k méfeni pouze ziedénych
kultur. Grafy 24 a 25 zobrazuji kfivky vyrastani z perzistence po pusobeni ciprofloxacinu a
oxacilinu u izolatu 29A ve zfedéném stavu, kde jednotlivé piidané sterilni supernatanty
ovlivilovaly miru vyrGstani.

V casech pocatku vyriistani dochazelo k mirnému rozdilu mezi pouZitymi supernatanty,
nicméné viditelny rozdil bylo mozné pozorovat pievazné mezi pouzitymi antibiotiky. Po
pouziti oxacilinu vyrtstaly buniky z perzistentniho stavu jiz pted ¢tvrtou hodinou po odstranéni
antibiotika, zatimco po piisobeni ciprofloxacinu trvalo bunéénym populacim zacit vyriistat mezi

péti az sedmi hodinami.
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29A vyrustani z perzistence po plsobeni ciprofloxacinu
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Graf 23: Vlyrastdani bunék z perzistence u izoldtu 29A po priddni sterilnich supernatanti 29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A

(viz legenda). mérené jako ODeoo z nefedénych vzorki. Vzorky mérené bez pridaného supernatantu v obohaceném BHI
médiu jsou oznaceny iako BHI+. Oproti vzorkiim zfedénym 1:3 je vidét kolisavy pribéh.
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Graf 24: Priklad krivek vyruastdni z perzistence po plsobeni ciprofloxacinu u izoldtu 29A po priddni sterilnich
supernatantt 29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A (viz legenda). Vzorky mérené bez pridaného supernatantu v obohaceném
BHI médiu jsou oznaceny jako BHI+. Chybovymi useckami jsou smérodatné odchylky ze tfi technickych provedeni
jednoho mérent.
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29A Vyrastani z perzistence po pUsobeni oxacilinu
redéni1:3

16

14

12

0,8

ODGOU

0,6

0,4

0,2

Cas (h)
Graf 25: Priklad krivek vyriistdni z perzistence po plsobeni oxacilinu u izoldtu 29A po priddni sterilnich supernatantd

29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A (viz legenda). Vzorky mérené bez pridaného supernatantu v obohaceném BHI médiu jsou
oznaceny jako BHI+. Chybovymi useckami jsou smérodatné odchylky ze tfi technickych provedeni jednoho méreni.

Pro srovnani rozdilu vlivu jednotlivych sterilnich supernatantii byla stanovena hodnota
ODésoo 0,6, ve které se bunééna kultura nachazela uprostied exponencialni faze. Cas, za ktery
métené izolaty s pridanymi sterilnimi supernatanty dosahly této hodnoty je graficky znadzornén
na grafu 26 po odstranéni ciprofloxacinu a na grafu 27 po odstranéni oxacilinu. Na zakladé¢
téchto vysledkt byl pozorovan vliv supernatantii 29A, 77C a 39A, po jejichz pridani k bunécné
kultufe trvalo izolatim dosahnout hodnoty optické denzity 0,6 nejdéle, zatimco s pridanymi
supernatanty 57A, 77A a 86B rostly vSechny izolaty Iépe a této optické denzity dosahly dfive.
Po ptlsobeni ciprofloxacinu byl tento vysledek zfeteln€jsi nez u oxacilinu, kde se vliv
supernatantli nejvice projevil u izolatu 77C a v ostatnich izolatech ptilis velky rozdil nenastaval.

Vzorky méfené v obohaceném médiu bez ptfidani sterilniho supernatantu vykazovaly po
pouziti ciprofloxacinu rychlej$i dosazeni ODsoo 0,6. Po pouziti oxacilinu byl tento ¢as blizsi

spiSe vzorklim s pfidanymi supernatanty 29A, 77C a 39A sniZujicimi rist.
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Doba dosazeni ODygg, 0,6 po odstranéni ciprofloxacinu
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Graf 26: Cas, kdy optickd denzita doséhla po odstranéni antibiotika ciprofloxacinu z bunécné kultury hodnoty 0,6. Méreny byly
izoldty 29A, 57A, 77A a 77C pacientky 2 s pridanymi sterilnimi supernatanty 29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A (viz legenda). Vzorky
meérené bez pridaného supernatantu v obohaceném BHI médiu jsou oznaceny jako BHI+. Chybovymi useckami jsou smérodatné
odchylky ze dvou biologickych replikdta.
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Graf 27: Cas, kdy optickd denzita dosdhla po odstranéni antibiotika oxacilinu z bunééné kultury hodnoty 0,6..MéFeny byly izoldty
29A, 57A, 77A a 77C pacientky 2 s pridanymi sterilnimi supernatanty 29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A (viz legenda). Vzorky mérené
bez pridaného supernatantu v obohaceném BHI médiu jsou oznaceny jako BHI+. Chybovymi tseckami jsou smérodatné odchylky
ze dvou biologickych replikatd.
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DISKUZE

Staphylococcus aureus je oportunni patogen, ktery ac Casto kolonizuje kiizi a dychaci
trakt bez vyvolani onemocnéni, mize byt pivodcem mnoha typu zavaznych infekci. Byva
velmi Castou komplikaci u pacientl s cystickou fibrézou, u nichz v pribéhu prvnich dvou let
zivota dochézi ke kolonizaci plic oportunnimi patogeny, ptedevsim bakteriemi Staphylococcus
aureus a Pseudomonas aeruginosa. Zvysena sekrece hlenu v dychacich cestach pfti cystické
fibroze tvoii vyhodné prostiedi pro jejich dlouhodobou perzistenci. (Sweeney et al. 2021).
Perzistentni formy byvaji zodpovédné za vznik chronickych infekei, jelikoz je obtizné tyto
buiky eradikovat a po antibiotické 1é¢bé mtize dojit k recidivé onemocnéni.

Ptechod mezi virulentni formou a perzistenci je v buiice regulovan na mnoha trovnich.
Centralni regulaci je Agr systém zavisly na Quorum sensing molekulach AIP. PrestoZe
perzistence neni kodovana geneticky, mira sjakou bunky S. aureus ptechazeji do
perzistentniho stavu mize byt ovlivnéna adaptaénimi mutacemi v genech tohoto regula¢niho
systému vzniklymi v pribéhu chronické infekce. V této diplomové praci byl zjistovan vliv
ptirozené vzniklych mutaci na schopnost perzistence u deviti izolatlh odebranych od dvou
pacientek s diagnostikovanou cystickou fibrézou. V dobé& diagnozy obou pacientek byl odebran
primoizolat S. aureus a v riznych ¢asovych intervalech byly izolovany dalsi izolaty, u kterych
byla za pomoci MLST genotypizace stanovena piibuznost k primoizolatu. Od prvni pacientky
byly ziskany izolaty 68VI, 69A, 70A, 86A a 86B v odstupu 5 mésicli, 8 mésicli a 18 mésict od
odbéru primoizolatu. Izolaty 86A o 86B byly odebrany soucasné. Od druhé pacientky byly
izolaty 29A, 57A, 77A a 77C izolovany po 19 mésicich a po 25 mésicich od primoizolatu.
Izolaty 77A a 77C byly odebrany ve stejném datu.

U vSech izolath prvni pacientky byla nalezena substitu¢ni mutace v genu rsbU, ktera
vedla k zdméné fenylalaninu za tyrozin na 77. aminokyselinové pozici. Fenylalanin je ve vSech
zndmych genomech S. aureus invariantni, a proto je tato zdména nejspise Skodliva. U izolath
86A a 86B dale doslo k posunovym mutacim v genu kddujicim protein AgrA a u izolatu 86B
navic k posunové mutaci v genu rsbhU.

Z izolati druhé pacientky byla u izolatu 77A nalezena trunka¢ni mutace v genu relP
koédujici GTP pyrofosfokindzu, kterd by mohla by ovliviiovat pfechod do perzistence. Hlavnim
enzymem pro syntézu (p)ppGpp u S. aureus je RelA/SpoT homolog, avSak na syntéze se
podileji 1 dvé malé (p)ppGpp syntetdzy RelP a RelQ, u nichz byla prokazana zvysena aktivita

béhem plisobeni stresu na bunécnou sténu pomoci nizké koncentrace vankomycinu. Vzniklé
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molekuly (p)ppGpp nezavisle na Agr systému indukuji tvorbu biofilmu a pravdépodobné
ptispivaji ke vzniku perzister (Salzer et al. 2020). V izolatech s trunkacni mutaci v relP by
mélo dochéazet ke vzniku zkraceného a pravdépodobné nefunkéniho produktu a tedy ke snizené
produkei (p)ppGpp. U ostatnich izolatd se nevyskytovaly mutace, u kterych by byla zjisténa
souvislost s perzistenci.

Schopnost perzistence byla zjiStovana metodou TD testu a stanovenim CFU v prib¢hu
kiivek hynuti. Nasledn¢ bylo provedeno srovnani vysledkl téchto dvou metod. Soucasné
s odebiranim vzorkt pro stanoveni CFU v pribéhu kiivek hynuti byl na pratokovém cytometru
méfen membranovy potencidl a metabolickd aktivita. Ve vSech metodach byly izolaty
srovnavany s primoizolaty, u kterych zatim nemohlo dojit ke vzniku adapta¢nich mutaci.
Porovnavany byly izolaty obou pacientek zvlast. Toto srovnani umoznilo sledovat, jak se
schopnost perzistovat ménila v prubéhu chronické infekce.

Ptedpoklada se, ze molekuly AIP jsou obsazené v bezbunééném supernatantu, ktery by
po pridani k bunééné kulture mél vést k aktivaci Agr systému a tim zptisobovat piechod bun¢k
do aktivni formy. Z tohoto diivodu byly u izolati druhé pacientky déale provedeny pokusy, pii
kterych byl zjistovan vliv vybranych supernatanti na rychlost riistu, rychlost hynuti po

pusobeni antibiotik a na miru vyristani z perzistentniho stavu.

TD Test

TD test je metoda rozSitujici difuzni test navrZena skupinou Gefen a spol., kterou lze
vyuzit pro posouzeni schopnosti perzistovat u jednotlivych izolati (Gefen et al. 2017). Vyuzity
byly antibiotické disky s ciprofloxacinem (1 a 10 pg), oxacilinem (1 pg) a vankomycinem (5
Hg).

Pro orienta¢ni stanoveni schopnosti perzistovat bylo zapotiebi ke srovnani zvolit
vhodné antibiotikum v takové koncentraci, jeZ nebude pfili§ vysokd ani nizkd pod hodnotou
MIC a soucasné bude dobte difundovat médiem. Vankomycin ani 10pg disk s ciprofloxacinem
neumoznovaly narast perzisterii dostatecné velky pro porovnani mezi izolaty. Po pouziti 1pug
disku s ciprofloxacinem byl nejvyssi pocet kolonii v inhibi¢ni z6né narostly na jejim okraji.
U téchto kolonii se patrné jedna spiSe o bunky tolerantni k danému antibiotiku (Kotkova et al.,
2019), proto se jako nejvhodnéjsi pro srovnani mnozstvi perzisterti zdal byt oxacilin (1 pg), u
kterého byl vysoky narist kolonii v inhibi€ni z6n€ po nahrazeni antibiotického disku diskem s

glukézou a soucasné kolonie rostly spiSe uprostied zény nebo okolo disku, coz je pro perzistery
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Vysledky TD testu s oxacilinovym diskem ukazaly, Ze vys$§i mnozstvi bunék v
perzistentnim stavu u izolatd prvni pacientky se nachézelo u pozdéji odebranych izolatt 70A,
86A a 86B. U izolati druhé pacientky pocet bunék v perzistentnim stavu chronologicky mirné
klesal, avSak bez vétSich rozdili.

Tyto vysledky naznacuji, Ze by béhem chronické infekce mohlo dochazet k adaptaci
izolati na hostitelské prostiedi a k vyssi schopnosti v téle perzistovat. Tomu odpovidaji mutace
v genu pro AgrA nalezené v izolatech 86A a 86B prvni pacientky. AgrA je protein aktivovany
fosforylaci pii zvySené koncentraci AIP molekul v okoli, ktery pfimo 1 nepiimo inhibuje tvorbu
biofilmu a ptechod do perzistentniho stavu. Nefunkéni AgrA by mohl mit za nasledek zvysSenou
tvorbu biofilmu a snizenou tvorbu faktort pro virulenci. U izoldtu 70A byla rovnéz
zaznamenana vys$i schopnost perzistovat viici primoizoléatu, coz by se dalo vysvétlit nartistem
zaménovych mutaci v Sesti genech (viz kapitola 8.1). Dva z nich jsou transkripcni regulétory,
ackoliv o vlivu téchto mutaci se da pouze spekulovat, protoze zatim nebyl prokazan jejich vliv
na schopnost perzistovat.

Izolaty pacientky 2 nenesou mutace s prokdzanou souvislosti s perzistenci, s vyjimkou
izolatu 77A s mutaci v genu pro GTP pyrofosfokinazu. Izolaty 57A a 77C nesou mutace
v hypotetickych proteinech (viz kapitola 8.1), z nichz by n€které mohly mit na perzistenci vliv.
Dle vysledka TD testu, kdy byl pocet narostlych kolonii podobny u vsech testovanych izolata,

neudéluji tyto mutace buitkkdm vyssi schopnost perzistovat.

K7ivky hynuti a mira perzistence

Metoda pro stanoveni CFU v priib¢hu kiivek hynuti je zaloZena na kultivaci bunck
s antibiotiky po Ctyfi, pfipadné Sest hodin. Béhem této doby dochazi k hynuti citlivych bunék,
avsak ¢ast populace pieziva antibiotické pisobeni v dormantnim stavu. Po odstranéni antibiotik
centrifugaci se perzistefi vraci do svého metabolicky aktivniho stavu, ve kterém jsou schopny
rustu. Odebrané vzorky byly po odstranéni antibiotik vysety kapkovym vysevem na Petriho
misky s BHI médiem, kde po 24hodinové kultivaci narostly kolonie z ptezivSich bunék. Vzorky
byly odebrany a vysety i z Casu pfed pridanim antibiotik, aby bylo mozné srovnat pocet kolonii
pted a po plisobeni antibiotik. Vzorky byly vysety ve tfech az ¢tyfech fedénich, ze kterych byl
pro urceni pribehu kiivky hynuti vzdy zvolen vysev v takovém fedéni, ve kterém byly kolonie
pocitatelné.

Stanoveni CFU v prab¢hu kiivek hynuti umoznilo pfesnéji srovnat schopnost vyristani

z perzistence mezi izolaty. Perzistentni populace je charakteristickd svou bifazickou kiivkou
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hynuti s prudkym pribéhem v prvni fazi a ustalenim poctu ptezivsich bunck ve fazi druhé.
Podobny priabéh byl pozorovan u kiivek hynuti studovanych izolétil, coz znaéi ptitomnost
perzisterti. Pro snadnéjsi srovnani izolati byla z kiivek hynuti stanovena mira perzistence. Ta
byla vyjadiena jako primér hodnot CFU z odbérti poslednich tii hodin, ve kterych byl jiz pocet
prezivsich bun¢k vice ustaleny. Vysledna mira perzistence se neukézala byt pfili§ rozdilna mezi
izolaty druhé pacientky, avSak u prvni pacientky piekvapive izolaty 86A, 86B a predevsim 70A
vykazovaly nizsi schopnost tvofit perzistery oproti primoizolatu, a to u vSech tii pouzitych
antibiotik, s nejveétsim rozdilem po pouziti vankomycinu. V porovnani s primoizolatem
poklesla mira perzistence u izolatti 86A a 86B o vice nez jeden tad po pouziti vSech tii typa
antibiotik. U izolatu 70A byl pokles po oxacilinu podobny, zatimco po ptisobeni ciprofloxacinu
a vankomycinu poklesla mira perzistence az o dva fady. Vysledek TD testu naopak naznacoval
nejvyssi obsah perzisterti u téchto tii izolati.

Nartst kolonii na miskach byl u nékterych izolath vyznamné ovlivnén piidanym
supernatantem rozetfenym na BHI médiu pied vysevem. Nejvyraznéjsi rozdily nastaly u izolatl
prvni pacientky 70A, 86A a 86B, kdy bez ptidani supernatantu nerostly kolonie na Petriho
miskach témet vibec. Naopak pfili§ velky rozdil v nardstu bez a s pfidanym supernatantem
nebyl pozorovan u izolatt 68VI a 69A, ani u izolath druhé pacientky.

Je mozné, Ze izolaty 70A, 86A a 86B tvorfi perzistery ve vEétsi mife nez primoizolat,
mutaci v agrA a izolat 70A mutace v Sesti genech (viz kapitola 8.1), z nichz by n&které mohly
perzistenci a vyrustani z ni ovliviiovat. Je pravdépodobné, Zze z divodu poskozeného Agr
systému jsou tyto izolaty uvedeny do hlubsiho stavu perzistence a k pfechodu do aktivniho
rustu vyzaduji neznamé molekuly obsaZené v supernatantech. Takovymi molekulami by mohly
byt kuptikladu peptidy AIP ucastnici se mechanizmu Quorum sensing, jeZ jsou podstatné pro
mezibuné¢nou komunikaci dileZitou pro vyriistani. Toto vysvétleni by odpovidalo i vy$Simu
narastu perzistert u TD testu, kde se da predpokladat, Ze se pii vyseti bun€k na celou plochu
Petriho misky vyskytuje v agaru vySsi koncentrace extracelularnich slou¢enin neZ v naneseném
supernatantu u vysetych spoti pti stanoveni CFU u ktivek hynuti.

Od druhé¢ pacientky byly stanoveny kiivky hynuti a mira perzistence pro izolaty 29A,
57A a77A. Izolat 77C v tomto piipadé testovany nebyl z diivodu stejného fenotypu jako 77A.
Izolaty od pacientky 2 nenesou Zadné mutace doposud povazované za vyznamné z hlediska
perzistence, coz potvrzuje i stanovend mira perzistence, kde neni znatelny rozdil mezi
jednotlivymi izolaty. Zda se, ze mutace u izolati 57A a 77A v hypotetickych proteinech a

mutace v GTP pyrofosfokinaze neméni u bunék schopnost vyristat z perzistentniho stavu. U
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vSech izolatd druhé pacientky byla zjisténa vyssi hodnota MIC ciprofloxacinu a oxacilinu.
Vzhledem k mirn¢jSimu prabéhu kiivek hynuti stanovenych pomoci CFU by zvySené hodnoty
MIC mohly naznacovat, zZe se jednd z vétsi ¢asti o buniky tolerantni nezli perzistentni.

Mezi vSemi testovanymi izolaty byl metodou CFU zaznamenan nejvétsSi pokles
ptezivsich bunék pfi piisobeni ciprofloxacinu. Po jeho ptisobeni kolonie rostly v niz§i mife, nez

tomu bylo po pfidani oxacilinu ¢i vankomycinu.

Prutokova cytometrie

V casech odebirani vzorki pro stanoveni CFU v pribehu kiivek hynuti byly soucasné
pro rozliseni fyziologického stavu bun¢k po ptisobeni antibiotik méfeny membranovy potencial
a metabolicka aktivita na pritokovém cytometru. Vzorky byly obarveny fluorescenénimi
barvivy DiOCz(3) a TO-PRO-3, diky kterym bylo mozné odlisit zivé a mrtvé builky se
zachovanym a se snizenym membranovym potencidlem. Membranovy potencial byl timto
zpisobem méfen u izolatl obou pacientek s vyjimkou 77C. Zvlast byla méfena kultura bunék
s vloZzenym plazmidem obsahujicim promotorovou sekvenci sigB sfuzovanou s GFP. Tyto
buiky nemohly byt obarveny DiOC»(3), jelikoz by se prekryvalo emisni spektrum se
spektrem GFP, proto byl pouzit Ciz-resazurin, ktery umoznil méfeni redoxniho potencidlu a
odliSeni bun&k na buiiky s vysokym pomérem NADH:NAD" (metabolicky aktivni), s vy$§im
pomérem NAD" (metabolicky neaktivni) a rovnéz rozlisit buiky, ve kterych je exprimovano
GFP jako reportér genu sigB. Metabolicka aktivita byla méfena pouze u izolati 29A, 57A, 77A
a 77C, do kterych se podafilo transdukovat plazmid s reportérovym genem pro GFP. Do bunék
izolath pacientky 1 nebylo mozné plazmid transdukci vlozit, jelikoz se nejspiSe jednalo o
lyzogeny bakteriofagh @11 a ®80. GFP exprimovaly témé&f vSechny namétené buiiky, a to 1 ve
vzorcich odebranych tésné pied pfidanim antibiotik, coz znaci, Ze SigB bylo pravdépodobné
produkovano i u bunék v exponencialni fazi ristu.

U metabolické aktivity i membranového potencidlu se vysledné namétené subpopulace
odliSovaly po pouziti antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu, avSak mezi
jednotlivymi chronologickymi izolaty v ramci jednoho pacienta se vyrazny rozdil vétSinou
neobjevoval. Z naméfenych vysledkli byla vidét predevsim vyraznd odlisnost v u¢inku
ciprofloxacinu na buiiky. Na rozdil od oxacilinu a vankomycinu zplisoboval ciprofloxacin u
vSech testovanych izolath rapidni pokles v metabolické aktivité, zatimco membranovy
potencidl zastaval u vysokého poctu bun€k zachovan a liSil se mezi izolaty pacientek 1 a 2.

U izolath prvni pacientky (68VI, 69A, 70A, 86A, 86B), jez maji zdménovou mutaci v
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genu rsbU, zlstaval vysoky pocet bunék se zachovanym membranovym potencidlem po celé 4
hodiny od puasobeni ciprofloxacinu, zatimco u izolati druhé pacientky (29A, 57A, 77A)
s délkou plisobeni antibiotika pomér téchto bun¢k postupné klesal a od 3. hodiny v populaci jiz
pievazovaly bunky se snizenym membranovym potencidlem. Zaména fenylalaninu za tyrozin
na 77. aminokyselinové pozici v RsbU pravdépodobné ptispiva k udrzeni membranového
potencialu bunék i po delsi dobé plisobeni antibiotika. Vysvétlenim by mohlo byt, ze soucasti
SigB dependentniho regulonu jsou i Na"/H" antiportéry (Pané-Farré et al. 2006). Mira exprese
genu sigB u prvni pacientky s mutacemi v rshU vSak nemohla byt prokdzéna vzhledem
k netspésnému vlozeni jeho reportéru do bunék. Pro potvrzeni vlivu mutace genu rsbU na
udrzeni membranového potencidlu bude nezbytné zméfit miru exprese sigB i1 u izolatd
pacientky 1. V porovndni s primoizolaty nedochazelo u jednotlivych izolath k vyraznym
zméndm. Soucasné ciprofloxacin navozoval u vétSiny populace u izolatd pacientky 2 sniZzeni
metabolizmu, nejen u nejvyssiho poctu bunék, ale zpiisobil prechod do metabolicky neaktivni
formy az na troven kontrolniho vzorku po ptisobeni CCCP.

Nameéten byl vzdy po plsobeni ciprofloxacinu nejvétsi celkovy pocet Zivych bunék,
¢emuz odpovidalo i1 pribézné méteni optické denzity. U kiivek hynuti stanovenych pomoci
CFU vsak vyrustalo na Petriho miskach vzdy nejméné kolonii po pisobeni ciprofloxacinu, coz
je v rozporu s namétenym vysokym poctem bun¢k ve vzorcich. Zda se, ze ciprofloxacin bunky
nejmén¢ zabijel, avSak zpiisoboval prechod bun€k do hloubé&ji neaktivniho stavu a branil
tak jejich opétovnému piechodu do aktivni formy. Ciprofloxacin je fluorochinolonové
antibiotikum inhibujici enzymy topoizomerazu IV a gyrazu, ¢cimZ zabranuje butice v replikaci
a transkripci a zpusobuje pfechod do dormantniho stavu. Za predpokladu, ze vSechny
metabolicky neaktivni buiiky jsou uvedeny do stavu perzistence lze usuzovat, Ze ciprofloxacin
prispiva ke vzniku perzistert s nejvétsi frekvenci.

Vankomycin i oxacilin zplsobily jiZ béhem prvni hodiny prudky vzestup subpopulace
bunék se snizenym membranovym potencidlem. Pfedevs§im po pisobeni vankomycinu ziistalo
zivych bun€k s membranovym potencidlem v populaci pouze malé mnozstvi. VétSina bunék
ptesla do stavu snizeného membranového potencidlu a v populaci byla i ve ¢tvrté hodin€ stale
detekovatelnd mald subpopulace hynoucich bunék. Velikosti rozliSenych subpopulaci se
ustalily jiz v prvni hodiné po piidani vankomycinu a v pritbé¢hu ¢asu se pomér bunck jiz
neménil. [zolaty 70A a 86A se od primoizolatu 68VI mirné liSily vétSim zastoupenim bunck se
snizenym potencidlem. U izolatu 86B naopak v populaci od druhé hodiny ptibyvalo bunék
zivych se zachovanym membranovym potencidlem. Tento izolat ma posunovou mutaci ve

fosfatdze RsbU. Pravdépodobné vznikd nefunkéni protein, ktery nemize defosforylaci
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aktivovat anti-anti-sigma faktor RsbV, a proto byl mél byt alternativni sigma faktor ¢® udrzovan
v neaktivnim stavu. Mezi izolaty druhé pacientky nebyly vyrazné rozdily od primoizolatu 29A,
a to ani v metabolické aktivité ani v membranovém potencialu.

Pti srovnani podilu bunék se snizenym membranovym potencidlem po pouziti oxacilinu
stoupalo jejich mnozstvi v po sob¢ jdoucich izolatech, tj. v pofadi 68VI, 69A, 70A, 86A, 86B.
Izolaty druhé pacientky piechdzely do stavu se snizenym potencialem po pouziti oxacilinu
v mensi mife, nicmén¢ je rovnéz mozné pozorovat mirné zvysovani mezi izolaty v potradi 29A,
57A a 77A. U ciprofloxacinu a vankomycinu mezi primoizolatem 29A a dalSimi izolaty druhé
pacientky nebyl vyznamny rozdil.

Z danych vysledkli vyplyva, Ze pouziti ciprofloxacinu vedlo u vSech izolatd
k nejvétSimu poklesu metabolické aktivity. Naproti tomu oxacilin a vankomycin v populaci
indukovaly vznik vyS$§itho poméru bunék se snizenym membranovym potencialem.
Ciprofloxacin svym pisobenim inhibuje gyrazu a topoizomerazu v buiice, zpisobuje zlomy
DNA a inhibuje replikaci (Tamayo et al. 2009). Z principu jeho plsobeni je evidentni, ze
sniZzuje metabolickou aktivitu bun€k. Snizend metabolickd aktivita pravdépodobné piisobi na
vznik perzisterd. Oxacilin a vankomycin jsou antibiotika inhibujici syntézu bunétné stény
(Benes 2018) a zptsobily rapidni pokles membranového potencialu jiz prvni hodinu od jejich
pridani ke kultufe. Snizeni membranového potencidlu by mohlo byt zptisobeno naruSenim

bunécné stény.

Kontinuadlni méreni optické denzity

Béhem experimentli pro stanoveni kiivek hynuti metodou CFU mélo ptidani sterilnich
supernatantli na Petriho misku s BHI médiem vzdy stimulacni G€¢inky, avSak byly pozorovany
mirné rozdily pfi pouziti supernatantli z no¢nich kultur odli$nych izolatd. Pfidani supernatantu
68 VI k izolatu 86A zpisobilo spiSe pomalé vyrlstani, zatimco supernatant 39A umoZnil nartst
kolonii neZ po pfidani vlastniho supernatantu 86A. Tento fenomén vedl k myslence, Ze by
supernatanty odliSnych izolatd mohly rizn€ ovlivilovat schopnost vyriistat z perzistence a
potencidlné i jiné bunééné procesy. Testovan byl vliv supernatantii na ristovou kiivku, kiivku
hynuti po ptisobeni oxacilinu a vyrtistani po ptisobeni ciprofloxacinu a oxacilinu u vSech ¢tyt
izolath druhé pacientky (29A, 57A, 77A, 77C). Pouzity byly sterilni supernatanty z no¢nich
kultur izolata 29A, 57A, 77A, 77C, 86B a 39A. Pro sledovani vlivu supernatantli byly bunky
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méfeny na piistroji Microplate reader 800TS, kde byla kontinualn¢ v 10minutovém intervalu

po dobu 12 hodin méfena opticka denzita.

Rust

Pro méfeni ristu byla kultura pfeockovana do obohaceného BHI média na ODeoo 0,05
a 0,005 a ke zfedénym kulturdm byly ptidany sterilni supernatanty. Ke srovnani vlivu
supernatantii byly vyuzity vysledky z pocatecnim ODgoo 0,005, kde byl rozdil vyraznéjsi.
Zatimco supernatant 29A vykazoval u vSech izolati vliv na rychlost ristu nejvice podobnou
vzorkiim bez pfidaného supernatantu, supernatanty ostatnich izolatd rychlost rdstu spise
snizovaly. U vsech izolati nastavala nejnizsi specificka rychlost ristu po pridani supernatantu
86B, u izolatu 77C byla naméfena nizka rychlost ristu také po ptidani supernatantu 39A.

Ptidani jakéhokoliv supernatantu vzdy alesponi mirné sniZovalo rychlost ristu populace,
proto lze predpokladat, ze supernatanty obsahovaly v riznych mnozstvich neznamé molekuly
zpomalujici mnozeni bunék. Izolat 29A je zcela bez mutaci, a pravdépodobné proto ptidani
jeho sterilniho supernatantu nejméné ovlivituje rychlost ristu. U ostatnich izolati byly nalezeny
mutace souvisejici s Agr systémem a stringentni odpovédi a byla pozorovatelné nizsi schopnost
rustu populace.

Izolat 86B, jehoZ supernatant zpomaloval rast nejvice, je poslednim chronologicky
odebranym izolatem od pacientky 1. Obsahuje posunovou a substitu¢ni mutaci v rsbU a
posunovou mutaci v genu pro AgrA. Z tohoto diivodu ma ziejmé nefunkéni Agr systém a nemél
by produkovat molekuly AIP ani jiné jimi pozitivné regulované molekuly.

Piekvapivé supernatant 77C vzdy zpusoboval pomalejsi rist nez supernatant 77A.
Jediny zjiStény rozdil mezi témito izolaty je trunkacni mutace v genu pro GTP pyrofosfokinazu
RelP u izolatu 77A. Kromé toho oba izolaty maji mutaci v proteinu MnmE, u kterého byl
prokazan vliv na rist bunc¢k (Federle et al. 2019). MnmE je GTPé4za modifikujici tRNA.
Snizeny rist bunék a tedy i celé populace u izolatu 77C by mohl byt zptisoben pravé mutaci
MnmE, zatimco u izolatu 77A pravdépodobné doslo ke vzniku kompenzacni mutace v proteinu
RelP, a proto se vliv mutace natolik neprojevil.

U izolatu 77C ke sniZeni ristové rychlosti dochazelo také se supernatantem izolatu 39A,
ktery je Agr typu II, ovSem pouze pfi vySsi pocatecni optické denzité. Tento jev napovida, ze
by mohly byt zodpovédné molekuly AIP, jez ve vys$i koncentraci ziejmé interaguji s Agr
systémem izolatu 77C, ktery je typu I a snizuji rychlost rstu. Proc€ je tento jev vidét pouze u

izolatu 77C v8ak prozatim neni jasné.
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Hynuti s oxacilinem

Pro srovnani vlivu supernatantl na hynuti izolat byly odebrané buniky resuspendovany
v obohaceném BHI médiu, k némuz byly ptidané jednotlivé sterilni supernatanty pfipravené z
noc¢nich kultur. K bunkdm byl pfidan také oxacilin a méfeno bylo hynuti bunék po dobu 12
hodin. Rychlost hynuti byla stanovena ze vzorkl fedénych v poméru 1:3, u kterych byl vliv
supernatantll snadnéji rozliSitelny. Z kiivek hynuti byl stanoveny casovy tsek, ve kterém pii
logaritmickém zobrazeni velikost populace klesala linearné€ a z tohoto tseku byla stanovena
smérnice piimky. Velikosti smérnic pifimek umoznily srovndni vlivu supernatantii na hynuti
jednotlivych izolatt.

Populace v ¢istém obohaceném BHI médiu hynula vyrazné pomalejSim tempem a
ptidani supernatantu k buitkdm vzdy hynuti alespont mirné urychlilo. Nejrychleji hynuly buiiky
po pouziti supernatanti 29A, 57A a 77C. Jednd se o supernatanty izolatl bez zjiSténych
vyznamnych mutaci. Na zéklad¢ téchto vysledkl lze predikovat, ze supernatanty obsahuji
molekuly urychlujici hynuti populace. Izolaty 77A, 86B a 39A, jejichz supernatanty pfilis
neurychlovaly hynuti pravdépodobné takovych molekul produkuji méné. U izolatu 39A, ktery
hynuti neurychloval, nebyly nalezeny mutace souvisejici s Agr, nicméné kdéduje Agr systém
typu II, jenz inhibuje aktivaci Agr systému I, ktery se vyskytuje u chronologickych izolati obou
testovanych pacientek. Ovliviiujici molekulou by tedy mohly byt molekuly AIP, které davaji
buitkdm signdl o zvySené koncentraci bunék mechanizmem Quorum sensing. Tyto molekuly
obsazené v supernatantu po pfidani k builkdm indukuji produkci toxinti a PSM peptidi
lyzujicich okolni buiiky. Izolat 86B v souvislosti s posunovou mutaci v transkripénim
regulatoru AgrA postrada funkéni Agr systém. Tento piedpoklad byl potvrzen snizenou
hemolyzou na krevnim agaru provedenou RNDr. AleSem Ulrychem, Ph.D.
v Mikrobiologickém Ustavu AVCR. Nefunkéni Agr systém brani produkci molekul AIP a mély
by se zde syntetizovat toxiny a PSM peptidy v mensi mife.

U defektu v obou malych (p)ppGpp syntetdzach RelP a RelQ byla skupinou T. Geigera
popsana niz§i odolnost k antibiotikim plsobicich na bunécnou sténu, kterd byla vysvétlena
ptispivanim (p)ppGpp ke vzniku tolerance ke stresu bunécéné stény (Geiger et al. 2014). V této
préci vSak nebylo potvrzeno rychlejsi hynuti u izolatu 77A s trunka¢ni mutaci v proteinu RelP.
Tato mutace by rovnéZ méla vést ke sniZzené hladiné (p)ppGpp a tim sniZzovat syntézu PSM
molekul (Geiger et al. 2012). Vzhledem k vysledkiim méfeni je pravdépodobné, Ze trunkacni
mutace v proteinu RelP zplisobuje sniZeni syntézy PSM molekul a ze PSM molekuly by mohly

byt zodpoveédné za rychlejsi hynuti populace bunck.
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Vyristani z perzistence

Pro navozeni vyristani z perzistence byly buiiky kultivovany 18 hodin s antibiotiky
ciprofloxacinem nebo oxacilinem. Béhem této doby byly citlivé bunky usmrceny a piezily
pouze buiiky v perzistentnim stavu. Odstranéni antibiotik centrifugaci umoznilo perzisteriim
prejit zpét do metabolicky aktivni formy. Bunky byly resuspendovany v obohaceném BHI
médiu, k némuz byly pfidany jednotlivé sterilni supernatanty z no¢nich kultur. Supernatanty
zjevn¢ ovliviiovaly rychlost vyrastani bunék z perzistentniho stavu.

Vysledky méfeni naznacovaly, Ze supernatant 39A s Agr typem II plisobil na vyriistani
se stejnym ucinkem jako supernatanty 29A a 77C s Agr typem I bez relevantnich mutaci. Tyto
supernatanty navozovaly del$i Lag fazi a buiky z perzistence vyriastaly pozdéji. Schopnost
vyrustat z perzistentniho stavu ziejmé neni pfili§ ovlivnéna molekulami AIP, jelikoz v takovém
ptipadé by se buiiky po pfidani supernatantu 29A chovaly odli$n€ nez po ptidani 39A, u kterého
by mélo dochazet k inhibici Agr systému.

Naopak supernatant izolatu 86B, jenz by nemél obsahovat AIP molekuly, u vSech
izolath ptrechod do metabolicky aktivniho stavu usnadiioval. Stejn€ tomu bylo u supernatanti
57A a 77A. 1zolat 77A obsahuje mutaci v proteinu RelP, kterd vychazejic z ptredchoziho
experimentu pravdépodobné zptsobuje nizs§i produkci peptidd PSM, nejspiSe skrze nizsi
hladinu AIP. Izolat 57A obsahuje mutaci v hypotetickém proteinu, ktery by potencionalné mohl
mit vliv na produkci né€kterych molekul ovliviiyjicich vyristani.

Zda se, Ze supernatanty izolati 57A, 77A a 86B, které nejspiSe obsahuji niz§i hladinu
AIP ¢i jimi regulovanych molekul usnadniuji buiikam vyriistat ze stavu perzistence, zatimco
pfidani onéch molekul v supernatantech 29A, 77C a 39A, které pochazeji od izolati bez mutaci
v Agr systému, schopnost vyristani snizuje. Soucasné vSak z vysledki vypliva, Ze samotné AIP
molekuly pravdépodobné nejsou zodpovédné za ovlivnéni vyrlstani, nebot’ nastava stejny
ucinek po pfidani AIP molekul Agr typu I (29A, 77C) i typu II (39A). Jedna se spise o prozatim
neurcené molekuly, jeZ by mohly byt v bunikdch ptes AIP molekuly aktivované a nasledné
nahromadéné v samotném supernatantu. Pro vysvétleni se nabizi toxiny PSM, jejichz
produkované mnozstvi by mélo korelovat s hladinou AIP molekul, jelikoz jsou aktivovany
regulatorem odpovédi AgrA. Ve vyssi koncentraci, nejspise se vyskytujici u izolatt 29A, 77C
a 39A, by PSM peptidy mohly zpomalovat vyristani bunck z perzistence.

Vysledné kiivky vyrlstani se liSily mezi vzorky fedénymi v poméru 1:3 a vzorky

nefedénymi, u kterych byl naméfen kolisavy pribéh. Zda se, ze vyssi pocatecni koncentrace
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bunc¢k zhorSovala vyristani bunck, coz by potvrzovalo domnénku s obsahem molekul
snizujicich bakterialni rist produkovanych buiikami do bezprostiedniho okoli.

V soudasné dobé v Mikrobiologickém tstavu AV CR, v.v.i. pod vedenim RNDr. Alese
Ulrycha, Ph.D. probihd LC/MS analyza sterilnich supernatantii za ucelem objasnéni molekul

nachazejicich se v supernatantech.
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SOUHRN

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak adaptacni mutace vzniklé v pribchu
chronickych infekci ovliviiuji schopnost bakterii Staphylococcus aureus perzistovat a objasnit,
jaky vliv na rast, hynuti a vyrastani z perzistence maji molekuly obsazené v bezbunécnych
supernatantech médii po kultivaci do staciondrni faze kultury. Studovano bylo celkem devét
klinickych izolati ziskanych od dvou pacientek s diagnostikovanou cystickou fibrézou.

V diplomové praci bylo dosazeno nasledujicich cili:

1. Byly charakterizovany chronologické izolaty od dvou pacientek s rozdilnymi

adaptacnimi mutacemi.

2. Pomoci TD Testu byla urc¢ena schopnost izolatd perzistovat a bylo prokazano, ze mutace

v genech Agr systému zvySuji vznik perzistert v populaci.

3. Stanovenim CFU v priibéhu kiivek hynuti bylo zjiSténo, Ze tato metoda nemusi byt
spolehliva s vyskytem adapta¢nich mutaci v Agr systému, které snizuji schopnost

vystupovat ze stavu perzistence.

4. Posunova mutace v agr4 u dvou poslednich chronologicky odebranych izolatt od prvni
pacientky a mutace v nékterych ze Sesti hypotetickych proteinii nachézejicich se u
1zolatu 70A zfejme bunkdm umoziuje vstoupit do hlubsiho stavu perzistence, ze kterého

se hiife vraceji do své virulentni formy.

5. Studovana antibiotika maji rizny vliv na metabolickou aktivitu bun€k. Ciprofloxacin
vyznamn¢ snizuje redoxni potencial bunck, ale na membranovy potencidl ma mensi
vliv. Naopak oxacilin a vankomycin zpiisobuji méné vyrazny pokles redoxniho

potencialu, ale vyznamné sniZuji membranovy potencial.

6. Podafilo se optimalizovat metodu kontinudlniho méteni optické denzity ke srovnani

vlivu supernatantil na riistové charakteristiky studovanych izolatt.

7. Rychlost rtstu, hynuti a vyristani jsou ovlivnény doposud neur¢enymi molekulami
z extracelularniho prostiedi kultur, jejichz vysvétleni bude mozné po stanoveni sloZeni

jednotlivych sterilnich supernatantt.
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