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Abstrakt

Bakterialni rod Mycobacterium je vyznamny rod pattici do kmene Aktinobacteria. Jsou
do n¢j fazené druhy saprofytické i obligatné parazitické, naptiklad Mycobacterium tuberculosis.
Rod Mycobacterium disponuje schopnosti tvorby biofilmu. Biofilmy jsou mnohobunécna a
trojrozmérna spolecenstva mikroorganismu, kterd jsou obalend extraceluldrni matrici. Na jeho
tvorbé se podileji glykopeptidolipidy, mykolové kyseliny s kratkym fetézcem,
monomeromykolyl diacylglycerol, geny podminujici tvorbu biofilmu a chaperoniny, naptiklad
GroEL, a isonitrilova lipopeptidova syntetdza. Biofilm umoziiuje mykobakteriim vyraznou
odolnost, naptiklad proti chemickym latkdm, ochranu, napiiklad pfed imunitnim systémem
hostitele, a je pfi¢inou antibiotické rezistence. Biofilmy jsou dulezitymi faktory patogenity
v medicing kvili pisobeni antibiotické rezistence, ale také kvili ptisobeni chronickych infeket,
kolonizace katetrii a implantatd, kviilli imunomodula¢nim u¢inkliim a také velmi komplikuji
diagnostiku maskovanim piitomnosti bakterii. V antibiotické rezistenci mykobakterii hraje roli
i toxin-antitoxinovy systém. Biofilmy lze detekovat mnohymi zplsoby, jako jsou rtzné
mikroskopické metody, naptiklad konfokalni laserova skenovaci mikroskopie, barvici techniky,

napiiklad barveni celuldzy, a i pomoci hmotnostni spektrofotometrie.

Kli¢ové slova: Mycobacterium, biofilm, rezistence, Mycobacterium tuberculosis, antibiotika,

adheze, netuberkulozni mykobakterie



Abstract

The bacterial genus Mycobacterium is an important genus belonging to the phylum
Actinobacteria. 1t includes both saprophytic and obligatory parasitic species, such as
Mycobacterium tuberculosis. The genus Mycobacterium has the ability to form biofilms.
Biofilms are multicellular and three-dimensional communities of microorganisms that are
encased in an extracellular matrix. Involved in its formation are glycopeptides, short-chain
mycolic acids, monomeromycolyl diacylglycerol, biofilm-associated genes and chaperonins
such as GroEL and isonitrile lipopeptide synthetase, Biofilms provide mycobacteria with
significant resistance, for example to chemicals, protection, for example from the host immune
system, and are the cause of antibiotic resistance. Biofilms are important pathogenicity factors
in medicine due to the action of antibiotic resistance, but also due to the action of chronic
infections, catheter and implant colonization, due to immunomodulatory effects, and also
greatly complicate diagnosis by masking the presence of bacteria. The toxin-antitoxin system
also plays a role in the antibiotic resistance of mycobacteria. Biofilms can be detected by many
methods such as various microscopic methods such as confocal laser scanning microscopy,

staining techniques such as cellulose staining, and even mass spectrophotometry.

Key words: Mycobacterium, biofilm, resistance, Mycobacterium tuberculosis, antibiotics,

adhesion, nontuberculous mycobacteria
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1 Uvod

Bakterialni rod Mycobacterium je vyznamny rod pattici do kmene Aktinobacteria. Do
rodu Mycobacterium je zarazeno okolo 170 druhii, mezi kterymi nalezneme enviromentalni
saprofytické mykobakterie, ale 1 bakterie obligatné parazitické, jako napiiklad Mycobacterium
tuberculosis nebo Mycobacterium leprae. Mykobakterie disponuji schopnosti tvorby biofilmu,
ktery umoznuje vyraznou odolnost vi¢i vliviim prostfedi i vi¢i antimikrobialnim latkam, coz

je déla velmi vyznamnymi patogennimi faktory v medicing.

V této praci jsou rozebirany charakteristické vlastnosti a vyznam rodu Mycobacterium,
stavba cytoplazmatické membrany, bunééné stény a pouzdra mykobakteridlni buiiky, které jsou
dilezitymi faktory virulence. Dale je v praci rozebirand charakteristika biofilmi, jejich
struktura, dale tvorba a riist, kde jsou v kapitole rozebrany jednotlivé faze tvorby a ¢im je tvorba
biofilmu podminénd. V praci jsou také popisovany kultivaéni podminky jednotlivych
mykobakteridlnich druhii. V dalsi kapitole jsou vyjmenovany a charakterizovany metody,
jakymi jsou biofilmy detekovatelné. V posledni, nejdelsi kapitole, je rozebiran vyznam
biofilmli v medicing, kde je popisovana tuberkuldza, jejimz plvodcem je Mycobacterium
tuberculosis, a také onemocnéni zplisobena netuberkuloznimi mykobakteriemi. Biofilmy maji
vyznam v mediciné¢ hlavné z terapeutického hlediska, a to z diivodu zptsobené antibiotické
rezistence. V préci jsou rozebirany pfiCiny bakteridlni rezistence i toxin — antitoxinovy systém,
majici na rezistenci vyznamny podil. V préci je také podkapitola vénovana testovani citlivosti

na léky u rezistentnich bakterii.



2 Charakteristika rodu Mycobacterium

Rod Mycobacterium zahrnuje okolo 170 druhl, mezi které patii obligatni parazité
pusobici onemocnéni u Clovéka, napiiklad Mycobacterium tuberculosis, a enviromentalni
saprofytické mykobakterie zvané jako netuberkulozni mykobakterie (NTM, nontuberculous
mycobacteria), které jsou velice rozsifené. Casto se také nazyvaji jako mykobakterie jiné, néz
tuberkulozni (MOTT, mycobacteria other than tuberculosis). Netuberkulozni mykobakterie
byly izolovany napftiklad z pfirodnich vod, pidy, bahna, ale i1 z nepasterizovaného masla a
mléka. Mykobakterie se typicky d€li na rychle rostouci a pomalu rostouci. Z pomalu rostoucich
jsou pro clovéka vyznamné Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae a
Mycobacterium ulcerans, zrychle rostoucich naptiklad Mycobacterium fortuitum a

Mycobacterium chelonae (Rogal, 1990, Caballero, 2003, Esteban, Garcia — Coca, 2018%*).

Netuberkulozni mykobakterie se déale déli podle Runyonovy metody, na zaklade
pigmentace kolonii a rychlosti ristu. Dé€li se na Ctyfi skupiny. Skupina 1 fotochromogeny,
skupina 2 scotochromogeny, skupina 3 nefotochromogeny a skupina 4 rychle rostouci
organismy. Runyonova metoda neni ale zcela piesna. V zavislosti na riistovych podminkach se

n¢které druhy mykobakterii mohou vyskytovat ve vice skupinach (Runyon, 1959).

Nejrelevantnéjsi metodou z pohledu klinické mikrobiolgie je klasifikace zalozend na

patogenité pro ¢lovéka (Woods, Washington, 1987%*).

Mykobakterie jsou nesporulujici, nepohyblivé, aerobni, acido — rezistentni bakterie,
nejcastji tvaru ty€inky. Jsou 0,2- 0,6 um Siroké a 1-10 um dlouhé (Payeur, 2014). Barvi se
metodou podle Ziehla — Neelsena (Shapiro, Hanscheid, 2008).

Nazev mykobakterie vychazi z jejich tendence riist jako houbové pelikuly na tekutych
kultiva¢nich mediich. Tato strukturni podobnost mykobakterii s houbami je ddna naptiklad
komplexni bunécnou sténou obsahujici mykolové kyseliny, ale hlavné tvorbou biofilmu, diky
kterému kolonie vypadaji vice strukturované a slozité, coz mize pfipominat houbové pelikuly

(Caballero, 2003).

2.1 Vyznam rodu Mycobacteirum

Velké mnozstvi netuberkul6znich mykobakterii (NTM), jako Mycobacterium chelonae,

Mycobacterium fortuitum a Mycobacterium avium a mnoho dalSich, bylo nalezeno ve forme



polymikrobidlnich biofilma v environmentalnich vzorcich z vodovodii, sprchovych hlavic a
vodovodnich kohoutkll. Biofilmy NTM jsou vysoce rezistentni k dezinfekci chlérem, tudiz
predstavuji vyznamné riziko pro veifejné zdravi (Falkinham et al., 2001, Dailloux et al., 2003,

Steed, Falkinham., 2006).

Nékteré mykobakterie, jako jsou naptiklad Mycobacterium smegmatis a Mycobacterium
fortuitum maji schopnost degradace toxickych sloucenin, které by mohli znecist'ovat pidy a
vodu. Touto slouceninou jsou napiiklad polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs) (Pagnout

et al, 2007).

Mykobakterie, naptiklad M. vaccae, nemusi byt ve vztahu k ¢lovéku a Zivocichlim
pouze patogenni, ale mohou byt i symbiotické. Nejvyznamnéjs$i symbidzou je imunitni
symbidza popisovana Goldilockovym modelem. Jeho pomoci se urcuje optimalni rovnovaha
nebo stav mezi dvéma extrémnimi hodnotami, kde jedna hodnota je pfilis nizka a druha ptili§
vysoka. Pouziva se k identifikaci podminek, pfi kterych systém nebo proces funguje nejlépe.
V tomto ptipad€ popisuje rovnovahu mezi mykobakteriemi a imunitni odpovédi hostitele.
Mykobakterie kolonizuji své lidské hostitele v rovnovaze s imunitni odpovédi. Jakékoli
naruseni této rovnovahy muze vyvolat onemocnéni. Goldilockiiv model zdtraznuje, ze jak
ptilis silnd, tak pfili§ slabad imunitni odpovéd’ mize mit negativni disledky. Imunitni odpoveéd’
musi byt pro udrZeni symbidzy na optimalni urovni. Dale mohou byt i jako symbionti soucasti
mikrobiomu kize a stfev. Mohou zde hrat roli v traveni potravy, ale také v obrané proti
patogennim bakteriim. Odhaduje se, ze az 30 % lidi je kolonizovano mykobakteriemi, z nich
90 % nevykazuje Zadné ptiznaky onemocnéni. Vyskytuji se 1 jako symbionti rostlin (Robinson,

Huppler, 2017).

Mykobakterie jsou také hojn€ vyuzivané v metodach genového inZzenyrstvi. Mohou byt
vyuzivany k vyvoji novych 1éc¢iv, jejichZ cilem by byly bakteridlni cytochromy P450, u
mykobakterii napiiklad CYP164A (Warrilow et al, 2009). K 1écbé mykobakteridlnich infekei
uz byly také pouZity geneticky modifikované bakteriofagy (LeMieux, Hatfull, 2020). Take jsou
vyuzivany ve farmaceutickém primyslu k vyrobé meziprodukti steroidnich 1é¢iv transformaci

z fytosterolu (Sripalakit et al., 2000).



2.2 Stavba bunky mykobakterii

2.2.1 Plazmatickd membrana

Pro stavbu mykobakterii je typickd plazmaticka membréana, slozend z lipida a
sacharidii, jejiz stavba je podobna stavbé plazmatické membrany nejen u grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii, ale i u vSech zivych organismil. Je tvofena z polarnich lipidd, které
se skladaji do dvojvrstvy. Lipidy jsou tvofeny z hydrofilnich neboli polarnich hlav, a jelikoz
obsahuji fosfatovou skupinu, jsou nazyvany také jako fosfolipidy. Mezi né patii
fosfatidylglycerol, kardiolipin a fosfatidylethanolamin a v malém mnozstvi i fosfatidilinositol
(Ortalo-Magné, 1995). Dale jsou polarni lipidy tvofeny z fetézcti zbytkli mastnych kyselin
s pfimym fetézcem nebo nenasycenych a mono-methyl rozvétvenych zbytkli mastnych kyselin,
které maji méné nez dvacet uhlikid. NejvyznamnéjSimi mastnymi kyselinami jsou kyselina
palmitova, olejova a 10-methyloktadekanoova, nazyvana také jako tuberkulostearova. Mohou

zde byt ptitomny i dalsi lipidy jako jsou menachinony (Minnikin, 1982).

2.2.2 Bunécna sténa

Bunécna sténa mykobakterii, nazyvana také jako mykomembréna, se svou stavbou lisi
od bunéénych stén grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Jak je vidét na Obr. 1, je to
komplex tvofeny dvojvrstvou vnéjs§i membrany, arabinogalaktanem a peptidoglykanem. Jeji
tloustka je mezi 7-8 nm, obsahuje kyselinu mykolovou, ktera tvoii vnitini vrstvu bunééné stény
a je kovalentné spojen arabinogalaktanem, ktery je kovalentné spojen s peptidoglykanem.
Kovalentni spoje vznikaji prosttednictvim komplexniho polymeru fazenym mezi A ly, pro ktery
je typické, Ze ziistane navazany po odstranéni nekovalentné vdzanych latek na bunécnou sténu.
Vnéjsi vrstvu bunééné stény tvori lipidy nekovalentné spojené s membranou. Mykomembrana
je také bohaté na vosky, coz znamena4, ze po obarveni odolava odbarveni okyselenymi alkoholy
1 silnymi minerdlnimi kyselinami. Tato vlastnost se nazyva kyselinova-rezistence (Draper et al.,

1987, Payeur, 2014, Chiaradia et al., 2017).
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Obr. 1 Schematické znazornéni bun&éné stény Mycobacterium tuberculosis (Vinod et al., 2020,

upraveno)

2.2.3 Pouzdro

Slozeni pouzdra mykobakterii se 1i§i v zavislosti na jejich rychlosti ristu. U pomalu
rostoucich druht, jako je naptiklad patogenni Mycobacterium tuberculosis, je vnéjsi vrstva
pouzdra tvotfena polysacharidy, kterymi jsou a-D-glukan, D-arabino-D-mannan a D-mannan.
U rychle rostoucich druhti, jako je naptiklad Mycobacterium smegmatis, je vnéj$i vrstva
pouzdra sloZena pievazné z proteinll. Vnéjsi vrstva pouzdra je velmi zfidka tvotena lipidy, ty
se nachazi prevazné v jeji vnitini ¢asti. Témito lipidy jsou fosfatidyl-myo-inositol mannosidy
(PIM), diacyl trehal6zy (DAT), ftiocerol dimycocerosaty (PDIM) a fosfatidylethanolamin (PE).
Mezi mykobakteridlnimi druhy dochazi k rozdilim ve slozeni a procentudlnim zastoupeni

kapsularnich slozek (Ortalo — Magne et al., 1995, Lemassu et al., 1996).

Polysacharidy pouzdra jsou dilezitymi faktory virulence a také rezistence mykobakterii.
Dulezitym imunogennim polysacharidem je arabinomannan. Zprostiedkovava adhezi a prinik
do hostitelskych bunék, naptiklad u M. tuberculosis probiha interakce mezi a-glukanem a DC-
SIGN receptory na dendritickych bunkach, coz umoziuje adhezi a néslednou internalizaci
(Geurtsen et al., 2009). Déle vylucuji enzymy zapojené do detoxikace reaktivnich meziproduktt
kysliku, jako je naptiklad peroxiddza a tim se podileji na rezistenci viici mikrobicidnim
mechanismim hostitele. V pouzdre byly také nalezeny toxické lipidy a kontaktné zavislé lytické
latky, které poskozuji makrofagy a tim brani fagocytoze a dale zabraiiuji proliferaci lymfocyti

(Stokes et al., 2004).



3 Obecna definice biofilmu

Bakteridlni biofilmy jsou obecné definovany jako shluk bakteridlnich bunék, které
jsou obklopené polymerni matrici, kterou vytvari. V biofilmu muize byt pfitomen pouze jeden
druh bakterii, ale ¢asto je v biofilmu pfitomno 1 vice druhii bakterii. Biofilmy nejc¢astéji vznikaji
prilnutim bakterii na povrch, ale neni to pravidlem. (Costerton et al., 1995%)

Tyto povrchy mohou byt biotické i abiotické. Z biotickych povrchll to mohou byt
vodni rostliny a zZivoc¢ichové, z abiotickych povrchii kameny, plasty, kovy apod. (Prescot et al.,

1999)

Bakterialni biofilmy by méli spliiovat ¢tyti zdkladni charakteristiky. Prvni z nich je, ze
by biofilmy mély byt schopné sebereprodukce, coz je schopnost organismu nebo systému
vytvafet kopie sebe sama bez nutnosti externiho zasahu. Bakterie se reprodukuji bindrnim
délenim, pfi kterém se bakterie rozd¢€li na dvé geneticky identické buiiky. Druhou je, Ze by mély
byt schopné homeostazy a tim odolavat zméndm prostfedi. Tteti vlastnosti je, Ze by mély
biofilmy byt schopné synergie, to znamena, Ze jsou buiky efektivnéjsi ve spojeni nez
jednotlivé, a za ¢tvrté by mély na zmény prostiedi reagovat jako celek, nikoliv jednotlivé

(Caldwell et al., 1997*, cit. dle Caldwell et al., 1996 b).



4 Struktura biofilmu mykobakterii

Biofilmy jsou mnohobunécna a trojrozmérnd spolecenstva mikroorganismu, ktera
jsou obalena extracelularni matrici, kterou produkuji bunky mikroorganismii. Extracelularni
matrice je vysoce hydratovana. Skladd se z vody, kterd je vétSinovou slozkou, a z
extracelularnich polymernich substanci (EPS), kterymi jsou extracelularni DNA (eDNA),
bilkoviny, lipidy, zejména mykolyl-diacylglycerol, mykolové kyseliny a glykopeptidolipidy a
polysacharidy, mezi které napiiklad u M. tuberculosis patfi zejména celuloza (Flemming,
Wingender, 2010*, Trivedi et al., 2016).

Extracelularni matrice je nezbytna pro strukturalni integritu, shlukovani bun¢k (Lui
etal., 2008), prilnavost k povrchiim (Boks et al., 2008) a ochranu bakterialniho biofilmu, jelikoz
mu poskytuje zna¢nou odolnost, a to jak chemickou, tak i mechanickou. Déle je nezbytna pro
vyzivu biofilmu a jeho hydrataci (Aung et al., 2017).

Pokud se biofilm nachézi ve tkanich hostitele, mohou zde byt pifitomny slozky

hostitelskych tkani (Parsek, Singh, 2003%*).

Struktura biofilmu se méni béhem jeho dozravani vlivem podminek prostiedi, ve kterém
se nachdzi. Mezi tyto podminky patii naptiklad charakter pohybu tekutin, podminky rtstu,
fyzikalné chemické vlastnosti substratu, dostupnost zivin a podobné. Pro strukturu biofilmu

jsou takeé typické vodni kanalky (Donlan, Costeron, 2002%*).



4.1 Tvorba a rist biofilmu mykobakterii

Tvorba biofilmt je faktorem patogenicity mykobakterii. Na jeho tvorbé se podileji
glykopeptidolipidy, mykolové kyseliny s kratkym fetézcem, monomeromykolyl diacylglycerol,
geny podminujici tvorbu biofilmu a chaperoniny, naptiklad GroEL, rozebirané v kapitole nize.
Na regulaci tvorby biofilmu se podileji ziviny, ionty a zdroje uhliku tim, ze ovliviiuji chovani
mykobakterii, naptiklad na trovni katabolické represe (Carter et al., 2003, Ojha et al., 2005,
Pacheco et al., 2013, Zeng et al., 2019). Glykopeptidolipidy byly popsany u vSech druha
mykobakterii. Maji stejné slozeni lipopeptidového jadra, ale jinak se 1isi v glykosylaci, metylaci

nebo acetylaci (Patterson et al., 2000).

Biofilmy mykobakterii se pfili§ nelisi od biofilmil jinych baterii, ovS§em n¢které
mykobakterie jsou schopné tvofit biofilm na rozhrani vzduch-medium. Tato schopnost je dana
slozenim bunécné stény, ktera je odlisna od jinych bakterii a odlisSnym slozenim biofilmové

extracelularni matrice (Ojha, 2015).

4.1.1 Féze tvorby biofilmu

Tvorba biofilmu probihd ve ¢tyfech fazich znazornénych na Obr. 2. Prvni fazi tvorby
biofilmu je adheze mykobakterii k povrchu pomoci adhezinli. Adheziny jsou molekuly
zprostifedkovavajici adhezi, pfichyceni k povrchu. Adheziny mohou mit riiznou chemickou
povahu, véetné proteind, lipidd, lipoproteinti, glykoproteinti a glykopolymeri (Vinod et al.,
2020%*). Po adhezi k povrchu, za¢inaji mykobakterie rist a nasledné produkovat extracelularni
matrici, kterd mé za nasledek zrani biofilmu. Posledni fazi je disperze, kdy se bunky z biofilmu
uvolnuji a kolonizuji dal8i povrchy. Jednotlivé mykobakterie spolu komunikuji prostfednictvim
quorum sensing (Menozzi, 1996, Waters et al., 2008). Quorum sensing je zptsob komunikace
mezi bakterialnimi buikami a probihé prostiednictvim specifickych signalnich molekul, které
buiky produkuji do okoli a nasledné¢ na né reaguji. Takovymi molekulami jsou N-
acylhomoserin laktony (AHL) (Park et al., 2006), autoinduktor peptidy (AIP), dale také derivaty
y-butyrolaktonu a methoxymykolové kyseliny (Polkade et al., 2016*). Quroum sensing se
ucastni 1 druzi posli, naptiklad c-di-GMP (Gupta et al., 2010).

Adheze je klicovym dé&jem pii tvorbé biofilmu, a to ze tii divodi. Za prvé, adheze
planktonickych bakterii k substratu je bodem nukleace, coZ je prvni krok ve vyvoji biofilmu.

Druhym diivodem je, Ze béhem ¢asného vyvoje biofilmu je s nejvetsi pravdépodobnosti potieba



mezibunécna adheze. Za tieti, extracelularni matrice, ktera drzi bunky v biofilmu pohromadé,

vyzaduje pro udrZeni mechanické stability biofilmu adhezivni interakce (Tsuneda et al., 2003).
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Obr. 2 Schematické znazornéni jednotlivych vyvojovych stadii mikrobidlnich biofilma

(Islam et al., 2012, upraveno)

4.2 Geny podminujici tvorbu biofilmu

Mykobakterie jsou typické tim, Ze kdduji chaperon GroEL, u kterého pti evoluci doSlo
ke zdvojeni, a tudiz kéduji dva tyto chaperony a to GroEL1 a GroEL2. GroEL2 s nejvétsi
pravdépodobnosti zajiStuje funkci houskeeping chaperonu GroEL. GroEL1 se spojuje s KasA,
ktery je kli¢ovou sloZkou syntazy mastnych kyselin typu II, ktera se podili na syntéze kyseliny
mykolové a tim je zajiSténa syntéza mykolovych kyselin C56-C68, které jsou dulezité pro

tvorbu biofilmu (Bhatt et al., 2005, Ojha et al., 2005, Noens et al., 2011).

Pti studijich na Mycobacterium smegmatis byla potvrzena aktivita nékolika
vyznamnych genli podminujici tvorbu biofilmu. Prvnim genem podminujicim tvorbu biofilmu
je gen mps, ktery koduje tvorbu lipopeptidového jadra glykopeptidolipidu (GLP), ktery je
klicovy pro pocateéni tvorbu biofilmu. Expresi mps mohou ovliviiovat naptiklad
enviromentalni podminky (Billman — Jacobe et al., 1999). DalSim genem kodujici tvorbu
lipopeptidového jadra GLP je pks. Expresi pks mohou regulovat rizné transkripéni faktory,
signalni drahy a metabolické stavy, které reaguji na zmény v prostfedi. Genem zodpovédnym
za prenos GLP na povrch mykobakterii je gap. Expresi gap mohou ovliviiovat metabolické

potieby buniky a rizné environmentalni podnéty, kterymi mohou byt oxidac¢ni stres, teplotni



Sok, hypoxie, nedostatek nebo nadbytek zivin, které méni energeticky stav buiniky (Sondén et

al., 2005, Joshi et al., 2024).

Studie Kundu et al., potvrzuje, ze antigen MTC28 produkovany Mycobacterium
tuberculosis je dilezity pro tvorbu biofilmu a roli jeho a1 1 oblasti ve zvySené tvorbé biofilmu

a také ve vaznosti na bunécnou sténu bakterie (Kundu et al., 2017).

Ve studii Chen et al., bylo potvrzeno, ze gen aceE u Mycobacterium smegmatis se podili

na tvorbé pelikuly a biofilmu (Chen et al., 2020).

4.3 Role isonitrilové lipopetidoveé syntetazy pii tvorbé biofilmu

Isonitrilova lipopetdiova syntetaza, zkratkou INLP, je enzym, podilejici se na biosyntéze
isonitrilovych lipopetidi, nékdy oznacovanych pouze jako isonitrily. Je lokalizovana uvnit
bun¢k jako soucast biosyntetického apardtu. Enzym je lokalizovan v cytoplasmé, kde
katalyzuje syntézu isonitrilii. Geny kodujici isonitrilovou lipopeptidovou syntetazu se nachazeji
na chromozomu. Pfitomnost isonitrilové lipopetidové syntetdzy, produkujici isonitrilové
lipopeptidy, je typicka pro mykobakteridlni biofilmy, a je dokézano, Ze isonitrilové lipopeptidy
jsou nezbytné pro tvorbu a rozvoj biofilmu, jelikoz umoziuji adaptaci na prostiedi a napiiklad
u M. tuberculosis hraji roli v obrané proti imunitnimu systému hostitele. Isonitrilovou
lipopeptidovou syntetazu je schopno syntetizovat pét kodujicich biosyntetickych enzymu
mechanismem thio — templatu. Tvorba isonitrilu probiha =z prekurzoru glycinem
podporovaného thioesterazou a homologem estrerazy, ktery je zavisly na nehemovém Zeleze a
acylaci obou aminoskupin lysinem stejnym isonitrilovym acylovym fetézcem. Bylo prokazano,
Ze enzymy tvofici izonitril v patogennich mykobakteriich maji katalytickou funkci a jsou
schopny rozpozndvat substrat. K virulenci a patogenit¢ mykobakterii INLP pfispiva
zprostfedkovanim transportu kovil. Inhibice enzymové aktivity INLP by mohla byt strategii
v boji proti mykobakteridlnim patogentim. (Harris et al., 2017, Richards et al., 2019, Del Rio
Flores et al., 2023).
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5 Kultivaéni podminky rodu Mycobacterium

Mykobakterie jako aerobni organismy, potfebuji ke svému ristu prostredi s dostatecnym
mnozstvim kysliku. V laboratornich podminkach se hladina kysliku udrzuje na 20-21 %, coz
odpovida koncentraci v atmosfére. Kultivace muze byt kvili dlouhé genera¢ni dobé velmi
zdlouhava. Naptiklad u M. tuberculosis pii kultivaci na Lowenstein-Jensenovu mediu, za
aerobnich podminek, pfi 37 °C mutize generacni doba Cinit az 22 hodin. Teploty optimalni pro
kultivaci mykobakterii mohou byt u riiznych druht velmi odlisné. Obecné nejvhodnéjSimi
médii pro kultivaci mykobakterii jsou pevna média na bazi agaru a vajec, napiiklad Lowenstein-
Jensenovo, Middlebrook 7H10 a 7H11 pevné médium a Petragnaniho médium nebo média na
bazi agaru a albuminu, kterd jsou oproti vajeCnym prihlednd a umoziuji diivejsi zachyceni
rustu. Déle je pouzivané Middlebrook 7HP tekuté médium, pro rist v baiikach, které je casto
obohaceno o glycerol, albumin nebo katalazu. Casto je do médii pfidavana i malachitova zele,
ktera snizuje riziko kontaminace, jelikoz ptisobi antibakteridln¢ a antimykoticky, ale zaroven i
zpomaluje rist mykobakterii. Riziko kontaminace je zde z nékolika divodii. Za prvé, naptiklad
u M. tuberculosis, zvySuje riziko kontaminace dlouha doba rastu, ¢imz maji delSi expozici
prostfedi a kontaminace rychleji rostoucimi organismy zpusobi jejich prerosteni. Za druhé, ve
vzorcich odebranych z lidského téla, napiiklad sputum, se Casto nachdzi smés rtznych
mikroorganismi a bez spravné Gpravy vzorku dojde k prertistani nezadoucimi mikroorganismy.
Za treti, pf1 kazdé manipulaci se vzorky dochazi k riziku zavleceni kontaminace z prostiedi. Za
ctvrté, 1 kdyZ vSechna vySe uvedend média jsou specifickd pro rist mykobakterii a obsahuji
inhibitory pro riist jinych bakterii, tyto bakterie mohou byt proti danym inhibitoriim rezistentni

(Kiehn, Cammarata, 1986, Eisenstadt, Hall, 1995, Zhu et al., 2020*, De Lima et al., 2021).

Mycobacterium tuberculosis je striktné aerobni, pomalu rostouci bakterie. Optimalni
teplota pro rist je mezi 35-37 °C po dobu 3-9 tydnt na pevnych pudach, pfi kultivaci na
tekutém mediu staci obvykle 3 tydny (Amlerova et al., 2014).

Mycobacterium smegmatis je aerobni, rychle rostouci bakterie, vyzadujici inkubaci

kolem 3-5 dni. Optimalni teplota pro rust je 37 °C (De Lima et al., 2021).

Mycobacterium avium je pomalu rostouci a nejcastéji vyzaduje inkubaci po dobu osmi
tydnii. Tvofti lehce pigmentované hladké kolonie, které mohou mit dvé podoby. Bud’ miizou byt
malé, tenké a prihledné anebo velké, nepruhledné a klenuté. Spodni teplotni hranice pro rist je

25 °C, optimalni rust probiha pifi 37 °C a za¢ina byt nestaly pti 45 °C (Parish, Kumar, 2021).
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Kolonie Mycobacterium scrofulaceum jsou maslovité, hladké a kulovité, zluté az lehce
oranzové. Riist probihd pii teplotach 25 °C-37 °C a vyzaduje inkubaci po dobu Ctyt az Sesti

tydnt (Masson, Prissic, 1956).

Mycobacterium fortuitum a Mycobacterium chelonae rostou na médiich vyuzivanych
specidlné pro kultivaci mykobakterii ale i na béznych bakteriologickych mediich. Vyzaduji
délku inkubace kolem sedmi dnti, vétSinou jim staci 1 méné. Optimalni teplotni rozmezi pro riist
je od 25 °C do 40 °C. Jejich kolonie mohou byt hladké nebo drsné, ale Casto se objevuje
kombinace obojiho (Garcia — Coca et al., 2019).

Mycobacterium xenopi tvoii hladké kolonie typicky produkujici Zluté barvivo. Kultivuji
se na agaru, ¢asto za pouziti kukutiéné mouky, pfi optimalni teploté 42—43 °C. Pti delsi inkubaci

mohou rist i pfi teploté¢ 37 °C (Runyon, 1970).

Kultury Mycobacterium szulgai jsou jedine¢né pigmentované a hladké. Pro rast
vyzaduji inkubaci po dobu 14 dnil pii teploté 37 °C. Pii teploté 25 °C je rst pomalejsi a pii
teploté 42 °C uz zadny neprobiha. Kultivace probiha na polotuhych mediich (Marks et al.,
1972).

Kultury Mycobacterium malmoense jsou dysgonické, tzn., vytvateji plochy povrch,
jsou hladké a bezbarvé. Rostou pii teplotach 22-37 °C, pti inkubaci po dobu minimaln¢ 18 dnti
na Lowenstein-Jensenovu médiu. Obvykle ale vyzaduji inkubaci trvajici az 12 tydnti (Schroder,

Juhlin, 1977).

Mycobacterium marinum vyzaduje inkubaci po dobu 8—14 dnt pii teploté 31-33 °C.
Tvofi velice riznorodé kolonie. Nej€astéji tvoti kolonie lekce zvrasnéné a lesklé, ale byvaji 1
hladké a polokulovité. Ve vzacnych piipadech tvoii drsné a suché kolonie (Nordén — Linell,

1951).

Mycobacterium ulcerans tvoii drsné, hydrofobni a bezbarvé kolonie, tvofici provazce.
Vyzaduje velmi dlouhou inkubaci, pfi optimalni teploté 33 °C. Pii teplotach 25 °C a 37 °C roste

velmi $patné, ¢asto viibec (Muhi et al., 2024).

Mycobacterium haemophilum je jedinecny v tom, Ze pro svij rist potfebuje hemoglobin
nebo hemin, coz je chlorid hemu s trojmocnym Zelezem. Idealnimi medii pro jeho kultivaci
jsou ¢okoladovy agar, také 5070 agar Columbia s pfimési ov¢i krve, MuellerHintonliv agar
nebo Lowenstein-Jensenovo médium s citratem amonno — Zelezitym. Pro rist je také zapotiebi

COsz. Inkubace probihd v rozmezi od 10 dnl aZ po osm tydn, pfi teploté 20 °C, 28 °C nebo 32
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°C. Pii teploté 37 °C rlst téméf nebo viibec neprobihd. Kolonie jsou bezbarvé a mohou byt jak

drsné, tak hladké (Sompolinksy et al., 1978).

Mycobacterium gordonae, znamé také jako Mycobacterium aquae, tvoii oranzové
kolonie vyzadujici inkubaci po dobu ¢tyt az osmi tydnti pti teplotach 25 °C nebo 37 °C (Woods,
Wabhington, 1987%).

Mycobacterium thermoresistibile je typicky schopnosti riist pti teploté 52 °C. Roste i pfi
teplotach 25 °C, 37 °C a 45 °C, ale vyssi teplota je pro kultivaci lepsi. Vyzaduje kratkou
inkubaci po dobu sedmi dnti (Weitzman et al., 1981).

Mycobacterium paratuberculosis tvoii malé, bilé a leskl¢ kolonie. VyZaduje inkubaci za
optimalni teploty 37 °C po dobu ¢tyf az osmi tydnd a pritomnost exogenniho mykobaktinu,
P ploty p y y p g y

ktery chelatuje zelezo (Chiodini et al., 1984).
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6 Detekce biofilmu

Pii infekénich onemocnéni spojenych s tvorbou biofilmu nastdva nékolik problému
sjeho detekci. Diagnostické testy vychéazeji casto faleSn¢ negativni na piitomnost
mikroorganismu, protoze biofilmy mohou naptiklad zabranit ptistupu ¢inidel k buitkdm nebo
je mohou maskovat. Déle nalezené mikroorganismy mohou byt nekultivovatelné nebo pfi
kultivaci vznika nizky pocet kolonii, odebrany vzorek mize byt nevhodny, mikroorganismy
nemaji zddnou anebo maji velmi snizenou antimikrobialni citlivost, napiiklad k desinfekénim
prostiedkim. Dale jsou biofilmy velmi pruzné, odolné a ptilnavé, coz komplikuje odbér vzorku
pomoci stéri pro naslednou kultivaci, jelikoz mnozstvi bakterii ve vzorku nemusi byt

dostacujici (Aparna, Yadav, 2008).

Jednou z nejpouzivanéjSich metod pro detekci biofilmu je svételnd mikroskopie. Je to
levnda, jednoduchd a pohodlna metoda. Pozorovani svételnym mikroskopem vyzaduje jasné,
prihledné a rovinné povrchy. Nevytvari ale 3D zobrazeni biofilmu. Pro zvySeni piehlednosti

obrazu mikroorganismi lze pouzit barviva, napiiklad fluorescen¢ni (Christensen et al., 2000).

Dalsi metodou je detekce biofilmli pomoci barveni celul6zy kalcofluorovou bélobou. Biofilmy

na bazi celulozy tvoii naptiklad Mycobacterium tuberculosis a Mycobacterium avium

(Yamamoto et al., 2023).

Déle Ize biofilm detekovat pomoci kombinace povrchové proteomiky k identifikaci proteinti
vystavenych povrchu mykobakteridlniho biofilmu, jako je naptiklad chaperon GroEL2
(Hammarén et al., 2023).

Mykobakteriani biofilm ajeho ultrastruktury lze detekovat pomoci konfokélni laserové
skenovaci mikroskopie (CLSM), ¢imz lze zkoumat trojrozméma morfologie a fyziologie

biofilmt (Kirmusaoglu, 2019%).

Dalsi metodou je detekce pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM). Viditelny obraz
se vytvari na fluorescennim stinitku svazkem elektrond, které prosly studovanym vzorkem,

nebo které ve vzorku difraktovaly (Fassel et al., 2000).

K detekei biofilmu se také vyuziva méfeni hmotnostni spektrofotometrii, kterou 1ze detekovat
a také charakterizovat biologické molekuly ve struktufe EPS. Existuji dva druhy hmotnostni
spektrofotometrie, kterymi jsou ionizace elektrosprejem (ESI) a ionizace laserovou desorpci s

asistenci matrice (MALDI) (Shunmugaperumal, 2010).
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Biofilm Ize stanovit i molekularnimi metodami, naptiklad metodou PCR, kterou lze detekovat
faktory virulence pomoci amplifikace cilovych gent virulence, jako jsou pravé geny biofilmu,
s pouzitim genové¢ specifickych primerti, a to i u nekultivovaného patogenu pfitomného ve

vzorku (Ahmad, 2023).
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7 Vyznam biofilmu

Bakterie vytvari biofilmy jako mechanismus preziti, tudiz jsou vSudypiitomné.
Umoznuji bakteriim piezit nepiiznivé podminky, jako je naptiklad ptisobeni chemickych latek,
vysoka teplota nebo vysoké pH. Mykobakterie v biofilmech hraji roli v rozkladu organickych
toxickych latek (Pagnout et al, 2007).

7.1 Mykobakterialni biofilmy v mediciné

Mykobakterialni biofilmy jsou v medicin€ povazovany za dulezité patogenni faktory pti
infekénich onemocnénich. B&hem studii naptiklad Mycobacterium tuberculosis a
Mycobacterium smegmatis bylo prokdzano, ze tvorba biofilmu zvysuje antibiotickou rezistenci
(Ojha et al., 2008). Vyskyt multirezistentnich a extrémné rezistentnich kmenti mykobakterii se

stale zvySuje, zejména v souvislosti s HIV (World healt organization, 2013).

7.1.1 Klinické dusledky

7.1.1.1 Onemocnéni zpiisobena netuberkul6znimi druhy mykobakterii

Netuberkulozni druhy mykobakterii jsou klinicky vyznamnd, jelikoz zplsobuji
chronicka onemocnéni, nejcastéji chronickd respiracni onemocnéni. Tato onemocnéni jsou ve
vetsing piipadech zpiisobena druhy Mycobacterium avium complex nebo Mycobacterium
abcessus. Nejcastéji postihuji pacienty naptiklad s cystickou fibrozou nebo pacienty, kteti diive
prodélali tuberkuldzu nebo silikézu a maji v plicich rlizna zjizveni ¢i dutiny, které jsou idealnim
prostiedim pro kolonizaci a néslednou tvorbu biofilmu mykobakterii (Wolinsky, 1992,
Churchyard et al., 1999, Olivier et al., 2003). Dalsi onemocnéni jako jsou bakteriémie nebo
peritonitida zptisobena netuberkuldoznimi druhy mykobakterii byla zachycena u pacientli
s dlouhodobé zavedenymi katetry (Hawkins, 2008, Hakim et al. 1993), u pacienti
s protetickymi klouby nebo chlopnémi a kardiostimulatory. Lécba antibiotiky v téchto
piipadech neni dostacujici a je nutné katetry a implantaty vyjmout (Bouchiat, 2015, AI-Ghamdi,
2016).

7.1.1.2  Onemocnéni zpisobend Mycobacterium tuberculosis

Celosvétove nejznaméjs§im onemocnénim zpusobené Mycobacterium tuberculosis je
tuberkuloza. Podle statistik se tuberkuloza fadi mezi nejCastéjsi pfiiny umrti na svété. Ze
statistiky z roku 2022 vyplyva, ze v daném roce bylo po celém svété diagnostikovano 10,6
milionu ptipadid a 1,3 milionu umrti. Jednou z pti¢in imrti na tuberkulozu je, Ze pacienti jsou
socioekonomicky znevyhodnéni, a proto se ke zdravotnické péci dostanou pozdé. Lécba je také
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velmi zdlouhava, trvad nejméné 6-9 meésicii a pacienti Casto 1écbu nedokonci. Dalsi pfi¢inou
umrti je, Zze Mycobacterium tuberculosis je ¢asto rezistentni vici antibiotické 1é€bé (World healt

organization, 2023).

Prabéh infekce M. tuberculosis je znazornén na Obr. 3. V prvni fazi infekce dojde k
setkani M. tuberculosis s alveolarnimi makrofagy (AM) v dychacich cestach, ve kterych je
vhodné prostiedi pro usidleni a nasledny rozvoj infekce. Dale M. tuberculosis infikuje plicni
epiteliadlni bunky, do jejichz membran vylucuje virulen¢ni lipidové faktory, jako jsou naptiklad
ftiocerol dimykoserosat (PDIM) a sulfolipidy. Funkci virulen¢nich lipidovych faktort je
napiiklad modulace imunitni odpovédi. Infikované AM migruji do plicniho intersticia. Migraci
umoznuje sekre¢ni systém ESX-1 M. tuberculosis a produkce IL-1f hostitelskym imunitnim
systémem. Jakmile se M. tuberculosis dostane do plicniho intersticia, infikuje dals$i makrofagy.
Neutrofily reaguji na infekci M. tuberculosis produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) a
neutrofilnich extracelularnich pasti (NET), které zptisobuji zanét. K usmrceni M. tuberculosis
makrofagy vyuzivaji antimikrobidlni mechanismy, jako je autofagie, oxidacni stres a
fagolysozomadlni fuze, kterou ma M. tuberculosis mé schopnost inhibovat a tim v makrofagu
intracelularné prezivat. Dale ma M. tuberculosis schopnost detoxikace reaktivnich forem
kysliku (ROS) pomoci katalazy-peroxidazy KatG a také inhibuje produkci ROS v makrofazich
a neutrofilech pomoci NuoG. KdyZ infikované makrofagy projdou apoptozou, mohou byt
odstranény pomoci eferocytozy, kterd zamezuje Sifeni patogenu. M. tuberculosis vyuziva
faktory virulence, jako jsou EsxA, CpnT a PDIM k indukci nekrézy a podpote svého Siteni. M.
tuberculosis také indukuje tvorbu pénovych makrofagl tim, ze zvysuje akumulaci hostitelskych
lipidi, které podporuji vyZivu a rezistenci bakterii. Hostitelské cytokiny, naptiklad interferony
typu I a TNF (tummor necrosis factor) pfispivaji k zanétu tkani, ktery nasledné rekrutuje dalsi
buniky. Dale mykobakterialni EsxH potlacuje prezentaci antigenu dendritickymi buiikami, ¢imz

oddaluje reakci adaptivni imunity (Chandra et al., 2022).
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Obr. 3 Ustaveni infekce a vyhybani se vrozené imunit€ Mycobacterium tuberculosis

(Chandra et al., 2022, upraveno)

7.1.2 Terapeuticke disledky ptitomnosti biofilmu v lidském organismu

Pti mykobakteridlni infekci se biofilm v lidském téle tvoii napiiklad v alveolech nebo
bronchéach pfi infekei plic (Molina — Torres et al., 2020), dale se mtze tvofit v lymfatickych
uzlinadch (Mustafa et al., 2014), v kloubech (Uhel et al., 2019), na povrchu mocového traktu
(Tunney et al., 1999) nebo na povrchu kiize ¢i v podkozni tkéni (Lan et al., 2014). Biofilm
v plicich miiZze vést k chronickym plicnim infekcim charakterizovanym tvorbou granulomt,
fibrokavitarnim onemocnénim (Zweijpfenning et al., 2017) a noduldrnimi bronchiektaziemi
Gochi et al., 2015), v lymfatickych uzlinéch, v kiizi a podobn¢€ mohou zptsobit chronické kozni
infekce, abscesy, a dokonce 1 diseminované infekce u imunokompromitovanych jedincti (Naito
et al, 2023). Biofilm poskytuje mykobakteriim odolnost vici antibiotikim a jinym
antimikrobialnim latkam, kterd jsou proti mykobakteriim v planktonnim stavu béZné ucinna.

Tim jim umozZnuji prezit v hostiteli dlouhou dobu, coz miiZze vést k chronickym infekcim.

18



Adheze mykobakterii probiha pomoci specifickych adhezinti, naptiklad lipoarabinomannanu
(LAM), které reaguji s receptory, jako jsou toll — like receptory na povrchu hostitelskych bunék,
napiiklad epitelidlnich bun¢k (Liu et al., 2022). U chronickych infekcich, jako je tuberkuléza,
se kolem infikovanych bunék tvoii tzv. granulomy, tvoiené smési imunitnich a epiteloidnich
bun¢k (specializované bunky pojivové tkan€), které poskytuji mykobakteriim ochranu a
umoziuji dlouhodobé preziti. Tvorba granulomi je reakci imunitniho systému na pfitomnost
mykobakterii, a tim jim nechténé poskytuje chranéné prostiedi. Biofilm je tvofen
mykobakteriemi. Tvorba granulomii mykobakteriim poskytuje ¢as pro tvorbu biofilmu, a také
vhodné prostiedi, ve kterém je nizka koncentrace kysliku a Zivin, coz je signal pro tvorbu
biofilmu. Omezena citlivost na 1éky vede k nedostatecné eradikaci infekEnich agens a muze
zpusobit recidivu po ukoncéeni 1éCby. Dlouhodobé ptezivani bakterie v hostiteli a odolavani

pusobeni antibiotik vede k vytvofeni rezistence (Ulrichs et al., 2004).

7.2 Bakterialni rezistence u mykobakterii

Bakterialni buniky biofilmu ziskévaji diky rastu ve slozitém a heterogennim prostiedi

jedinecné fenotypy, nejvyznamnéj$im je rezistence (Richards, Ojha, 2014%).

7.2.1 PriCina rezistence

Prvni pfi¢inou bakteridlni rezistence je pfitomnost extracelularnich polymernich
substanci (EPS) extracelularni matrice. Aby mohly antimikrobialni latky zprostfedkovat
kontakt s bakterii pfes membranové receptory a poriny, musi pfes matrici proniknout. EPS
vyrazné zpomaluji prinik latek, a to bud’ prostym zpomalenim rychlosti jejich transportu, nebo

chemickou interakci s nimi (Hoyle et al., 1992).

Druhou pficinou bakteridlni rezistence je sniZzena rychlost riistu a metabolismu
organismu zijicich v biofilmech, coZ ma za nasledek snizeni rychlosti pfijmu antimikrobialni

latky bunkou (DuGuid, 1992).

Tteti pricinou bakterialni rezistence jsou buiiky prostiedi, obklopujici biofilm. Ve studii
Tresse et al., byly bakterie mén¢ citlivé na pouzité antibiotikum, protoze byly obklopené
hypoxickymi bunikami, které tim padem byli k antibiotiku také méné citlivé. Buiiky se mohou
stat hypoxickymi naptiklad v dasledku zanétu a otoku a néaslednému hromadéni tekutiny
v poskozené plicni tkédni, coz vede ke zhorSené vymeéné plynii a omezenému piivodu kysliku

do bungk (Tresse et al., 1995, Belton et al., 2016).
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7.2.2 Testovani citlivosti na 1éky

Testovani citlivosti na 1éky u rezistentnich druhi mykobakterii v biofilmech se ¢asto
provadi pomoci pomalého, ale velmi presného kultivacniho testu oznacovaného zkratkou DST
(Diagnostic sensitivity test). Lze ho provadét klasickymi standardizovanymi postupy na
pevnych kultivacnich mediich, které ale mohou trvat az 12 tydnti, nebo lze DST provadét
pomoci automatizovanych systémil na tekutych mediich, které jsou oproti standardizovanym
presnéjsi a rychlejsi. Ale i presto trva zjisténi citlivosti na antibiotika za pouziti tekutych medii

prumérné 2-4 tydny.

V reakci na dlouhy ¢as pii testovani vySe uvedenymi metodami, se vyvinula dalsi
metoda testovani, a to amplifikace nukleovych kyselin, které detekuji mutace genti, které jsou
zodpovédné za rezistenci. Jsou to napfiiklad testy Cepheid GeneXpert, ktery je schopen
detekovat mutace souvisejici s rezistenci na rifampicin a dale test Hain MTBDR plus a Abbott
RealTime, ktery je schopen detekovat mutace souvisejici s rezistenci na rifampicin i izoniazid

(World Health Organization, 2011, Kostera et al., 2018).

Netuberkulézni druhy mykobakterii vykazuji v reakci na testovani citlivosti na 1éky
vyraznou heterogenitu. Proto jsou vysledky jejich testl srovnavany s referenénimi technikami
jako je mikrodiluce, coz je laboratorni technika pouzivand k urceni minimdlni inhibi¢ni

koncentrace (MIC) antimikrobialnich latek proti mikroorganismim (Woods et al., 2011).

7.2.3 Toxin — antitoxin (TA) systém

Toxin — antitoxin proteiny hraji vyznamnou roli v bakteridlni rezistenci u mykobakterii.
Jejich lokusy ptisobi jako efektory dormance a rezistence a moduluji riist za riiznych stresovych
podminek. Nachéazeji se na bakterialnich chromozomech a plazmidech. Kazdy lokus je tvofen
geny, které koduji proteinovy toxin — antitoxin par. Toxinem a antitoxinem muze byt i molekula
RNA. Antitoxin je méné stabilni a za specifickych stresovych podminek se rozklada. Jeho
rozklad vede k aktivaci pfislusného toxinu. Aktivovany toxin moduluje rist ptisobenim na geny
souvisejici s rastem. TA systémy také podporuji udrzeni plazmidt kodujicich tyto systémy,
zabijenim dcefinych bunék, které¢ schopnost kodovat TA systémy ztratily (Gerdes et al., 1986,
Ramage et al., 2009).

Tyto systémy maji ¢tyfi zasadni vlastnosti. Prvni z nich je uspotadani jejich genli. Gen
pro antitoxin se vZzdy nachézi ptred genem pro toxin, mize se s nim bud’ Castetné piekryvat

anebo mezi sebou maji kratkou intergenni oblast. Druhou je, Ze jejich geny jsou
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kotraskribovany a vétSinou i1 kotranslatovany. Tteti vlastnosti je, Ze antitoxin autoreguluje
expresi operonu TA na Grovni transkripce a pfislusny toxin ptisobi jako korepresor exprese,
kdyZ je vazan na parovy antitoxin. Ctvrtou vlastnosti je jiz zmin€nd nestabilita antitoxinu a

stabilita toxinu (Korch et al., 2009).

TA systém funguje prostfednictvim RNazové aktivity. Pfi pisobeni stresovych faktord,
antitoxin jejim vlivim podléhd degradaci, coz vede ke vzniku aktivniho toxinu. Toxin dale
reguluje rast bunky, a to napiiklad degradaci mRNA, replikaci DNA nebo syntézou bunécné
stény. KdyZ se podminky, ve kterych se buiika nachazi, vrati do optimalnich hodnot, je toxin

degradovan syntézou novych antitoxind.

Vliv. TA systétmu na rezistenci mykobakterii vyplivd naptiklad ze srovnani
Mycobacterium tuberculosis, ktery ma 88 lokust pro TA, a padniho saprofyta Mycobacterium

smegmatis, ktery ma pouze jeden lokus (Ramage et al., 2009).

Je zndmo sedm skupin TA lokust a to jsou ced, parDE, mazEF, relBE, vapBC, phd/doc
a higBA, které se navzajem li§i mechanismy ucinkt. Toxiny systému relBE, higBA, mazEF a
vapBC pusobi jako ribonukleazy a inhibuji translaci (Pedersen et al., 2003, Christensen-
Dalsgaard, Gerdes, 2006, Zhang et al., 2003, Talwar et al., 2020). Systém phd/doc plusobi
pravdépodobné také na urovni translace (Hazan et al., 2001). Toxiny systému ccd a parDE jsou
jedy gyrdzy, a tedy inhibuji replikaci DNA (Dao-Thi et al., 2005, Jiang et al., 2002). U
mykobakterii se nachazi systémy relBE, vapBC a mazEF (Pandey, 2005).

7.2.4 Vztah mezi rezistenci a fitness v biofilmu

Geny, které zajistuji fitness biofilmu, napf. u Mycobacterium tuberculosis, také
zajistuji, Ze je v biofilmu udrZovana rezistence vii¢i antibiotiklim a to tim, Ze v biofilmu udrzuji
prostiedi, ve kterém jsou schopny pfezit pouze buiiky, které jsou schopny udrZet antibiotickou

ey e

quorum sensing.

Mykobakterie mohou ziskavat nové genetické materialy prostiednictvim horizontalniho
genového transferu (HGT), ktery umoZznuje ptenos genli mezi bakteriemi, kterymi mohou byt
praveé geny pro rezistenci k antibiotiktim nebo geny zvySujici schopnost tvorby biofilmu. HGT
je vyznamny pro adaptaci a evoluci bakterii, jelikoz umoznuji rychlé Siteni vyhodnych
genetickych vlastnosti v bakteridlnich populacich. Mykobakteridlni genomy jsou také velice

plastické, coz znamenda, ze mohou lehce ménit svou genetickou strukturu prostiednictvim
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mutaci, deleci nebo duplikaci, coz umoznuje adaptaci na rtizné podminky. Jak je vySe zminéno,
rezistenci mykobakteriim umoznuje snizeni metabolismu a ristové rychlosti jednotlivych
bunék, tudiz v biofilmu budou ptezivat burnky takto pfizpisobené. Mykobakterie pro pieziti
v nepiiznivych podminkach také vyuzivaji aktivaci specifické stresové odpovédi, jako je
produkce stresovych proteint, které buniky chrani pied poskozenim (Richards et al., 2019, Wu

et al., 2020, Xia et al., 2023).
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8 Zaveér
Tato bakalarska prace shrnuje soucasné poznatky o bakterialnim rodu Mycobacterium,

0 schopnosti tvorby biofilmu a vyznamu mykobakteridlnich biofilml v medicin€, vcetné

antibiotické rezistence mykobakterii.

V soucasné dob¢ neni stale zcela jasné, jak piesné¢ Mycobacterium tuberculosis
manipuluje imunitni odpovéd’ hostitele. Napiiklad piesné mechanismy, které umoznuji M.
tuberculosis prezivat v makrofazich, nejsou pln€ pochopeny. Tato nejasnost zt€Zuje vyvoj

efektivnich vakcin a terapeutik (Young et al., 2023%).

Dale nejsou dostatecné prozkoumany mechanismy, kter¢ umoznuji Mycobacterium
tuberculosis ptezivat v latentnim stavu v hostiteli, coz komplikuje vyvoj diagnostickych metod

a preventivnich strategii (Salina et al., 2023%*).

U multirezistentnich kmenii mykobakterii nejsou dostate¢né¢ zmapované genetické
mutace spojené zrezistenci, coz stézuje vyvoj léCiv. Vyzkum tuberkuldzy je také casto
nedostate¢né financovan ve srovnani s jinymi infekénimi nemocemi, jako jsou HIV a maldrie.
Nedostatecné financovani omezuje pokrok ve vyvoji novych diagnostickych, terapeutickych a

preventivnich metod (Khan et al., 2016%*).

Jednim z aktualnich smért vyzkumu u mykobakterii je vyzkum zaméfeny na
diagnostické metody. Mezi tyto vyzkumné metody patii Xpert MTB/RIF, ktery umoZiiuje
rychlou detekci TB DNA a odolnosti viici rifampicinu do dvou hodin. Tyto testy se osvédcily
svou vysokou citlivosti a specificnosti, a to 1 pfi diagnoze extrapulmondlni tuberkulozy (Biset

et al., 2024).

DalSim z aktualnich smért vyzkumu je vyvoj novych 1éki a terapeutickych strategii je
zamefen na prekondni multirezistentich mykobakterii. Jednim z pfistupi je zlepSeni
penetracnich gradientll 1€kii, coZz ma zabranit vzniku rezistence. Dal§i smér zahrnuje vyvoj

vakcin a imunoterapii, které¢ by mohly posilit imunitni odpovéd’ hostitele (Bose et al., 2021%*).

Déle se vyzkum zaméfuje na studium roli riznych imunitnich receptoru, jako je CD36,
které jsou zapojeny do regulace imunitni odpovédi na infekci M. tuberculosis. Tento receptor
hraje roli v metabolismu lipidil a zanétlivych reakcich, coz je kli¢ové pro pochopeni patogeneze

a vyvoje potencialnich terapeutickych cilli (Wang et al., 2024%*).
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