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Anotace

Tato bakalafska prace se veénuje popsani systému quorum sensing bakterie Pseudomonas
aeruginosa. Obsah prace se zabyva obecnym popisem systému quorum sensing a popisem
mechanismu fungovéni, dale je charakterizovana bakterie Pseudomonas aeruginosa a jeji
patogenita. Zaveérecna kapitola se zabyva konkrétnim popisem systému quorum sensing u této

bakterie.
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Title
Pseudomonas aeruginosa quorum sensing system
Annotation

This Bachelor thesis deals with Pseudomonas aeruginosa quorum sensing system. It deals with
a general description of the quorum sensing system, characterization of bacteria Pseudomonas
aeruginosa and its pathogenicity. The final chapter deals with a specific description of the

quorum sensing system in this bacteria.
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Seznam zkratek a znacek

3-0x0-C12-AHL — 3-oxo-dodekanoyl-homoserin lakton
ABC — adenosintrifosfat — binding casette transportér
AHL — acyl homoserin lakton

AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity

AIP — autoindukéni peptid

ATP — adenosintrifosfat

C4-AHL - butanoyl-homoserin lakton

cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

c-di-GMP — cyklicky diguanosin-5-monofosfat

CF — cysticka fibroza

CFTR — cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
CNS - centralni nervova soustava

DNA - deoxyribonukleova kyselina

IL — interleukin

IQS — integrovany quorum sensing

JIP — jednotka intenzivni péce

Lasl — acyl homoserin lakton syntaza

LasR — transkrip¢ni aktivacni protein

LuxI — acyl homoserin lakton syntaza

LuxR — transkrip¢ni aktivaéni protein

Pel — extracelularni polysacharid Pseudomonas aeruginosa
PQS — pseudomonadovy chinolonovy signal

Psl — extracelularni polysacharid Pseudomonas aeruginosa
QS — quorum sensing

QSI — quorum sensing inhibitory



RANTES — Regulated upon Activation, normal T cell expressed and secreted, prozanétlivy

chemokin

RhlII — acyl homoserin lakton syntaza
RhIR — transkrip¢ni aktivacni faktor
RNA - ribonukleova kyselina

sRNA — small RNA

VP — ventilatorova pneumonie



Terminologie

autoinduktor: chemické signalni molekula, ktera je v procesu quorum sensing produkovana a

rozpoznavana (Reading, Sperandio, 2006).

dimorfismus: vyskyt jednoho druhu organizmu ve dvou morfologicky riznych formach (Dowd,

2014).

efluxni pumpa: transmembranovd pumpa, kterd vyuziva k extracelularnimu transportu latek

hydrolyzu ATP (Pechandova a kol., 2006).

integrovany quorum sensing: signalni draha systému quorum sensing bakterie Pseudomonas
aeruginosa (Lee, Zhang, 2015).
operon: geny, které jsou prepisovany do jedné molekuly mRNA, tyto geny jsou spolecné

regulovany - bud’ jsou piepisovany vSechny - nebo zadny (Kocarek, 2008).

pseudomondadovy chinolonovy signadl: signalni draha systému quorum sensing bakterie

Pseudomonas aeruginosa (Lee, Zhang, 2015).

quorum sensing: forma chemické komunikace mezi bakteriemi, kterd reguluje genovou expresi

(Prescott, Decho, 2020).

transkripce: ptepis genetické informace z DNA do mRNA pomoci RNA-polymeraz (Kocérek,
2008).


https://slovnik-cizich-slov.abz.cz/web.php/slovo/organizmus-organismus
https://slovnik-cizich-slov.abz.cz/web.php/slovo/forma

Uvod

Pseudomonas aeruginosa se tadi mezi podminéné patogenni mikroorganismy. Jedna
se o klinicky nejvyznamnéj$iho zastupce rodu Pseudomonas. Bézné se vyskytuje ve vodé,
v pudé, na rostlinach a na kizi a sliznicich Zivocichl, vcetné lidi. Patogenita této bakterie
se projevuje u pacientll se snizenou obranyschopnosti a zptisobuje fadu zdravotnich komplikaci.
Lécbu onemocnéni zpusobenych touto bakterii znaéné komplikuje rezistence vici Siroké skale

antibiotik.

Schopnost bakteridlniho kmene uplatnit druhovou patogenitu na daného hostitele
oznacujeme jako virulenci. Mezi faktory virulence patii struktury pfitomné na povrchu
bakterialni buiiky a déle také latky extracelularni povahy. Rada téchto faktord vznika pod vlivem
systému quorum sensing. Protoze bakterie Pseudomonas aeruginosa vystupuje jako vyznamny
oportunni lidsky patogen, stal se tento bakteridlni druh jednim z modelovych organismi

vyzkumu quorum sensing mechanismu.

Quorum sensing je regulaéni mechanismus, pomoci kterého bakterie komunikuji mezi
sebou navzdjem a nasledné ptizpisobuji své chovani podminkdm okolniho prostiedi. Tento
systém vsak neni omezen jen na doménu bakterii, ale mizeme se s nim setkat také napiiklad
u kvasinek. Pseudomonas aeruginosa a Candida albicans se Casto nachéazeji ve vzajemné
koexistenci ve smésnych biofilmech. Signdlni molekuly jejich quorum sensing drah jsou rozdilné

chemické povahy, ale pfesto se zapojuji do fady interakci.

V této praci se zabyvam charakterizaci bakterie Pseudomonas aeruginosa a specifickym

popisem jejiho quorum sensing systému.
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1 Quorum sensing

Quorum sensing (QS) je termin pro formu chemické komunikace mezi bakteriemi, ktera
nasledn¢ reguluje genovou expresi a tim umoziuje mikrobidlnim spolecenstvim reagovat
na zmény okolniho zivotniho prostiedi (Prescott, Decho, 2020). QS uzce souvisi s hustotou
bakteridlni populace. Tento mechanismus je zprostfedkovan tvorbou a naslednym
rozpoznavanim chemickych signalnich molekul oznacovanych jako autoinduktory. Pokud stoupa
densita dané bakterialni populace, stoupa i koncentrace signalnich molekul. Po dosazeni prahové
koncentrace nasleduje indukce nebo inhibice specificky cilenych geni (Reading, Sperandio,
2006). Systém QS fidi tyto geny a ty fidi aktivity, které maji sviij vyznam, pokud se na nich
podili vétsi pocet bakterialnich bunck jednajicich synchronné (Rutherford, Bassler, 2012).

Tento fenomén byl poprvé objeven a popsdn u moiskych organismu zijicich v symbidze.
Avsak systém QS vyuzivaji také patogenni bakterie k cilené zméné genové exprese faktort
virulence pfi sdruzeni s eukaryotickym hostitelskym organismem. Mezi potencialné patogenni
bakterie, disponujici touto vlastnosti, patfi naptiklad Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia

cepacia, Salmonella typhimurium a Yersinia enterocolitica (Miller, Bassler, 2001).

Mezi procesy, které jsou kontrolovany QS, patfi produkce antibiotik, tvorba biofilmu,

produkce virulentnich faktorti nebo schopnost bioluminiscence (Rutherford, Bassler, 2012).

1.1 Vibrio fisherii

Pojem QS byl v literatufe poprvé pouZit v souvislosti s bakterii Vibrio fischeri. Jedna
se o0 moiskou bakterii, kterd méa schopnost luminiscence. Bylo zji§téno, ze pokud se tato bakterie
nachazi v prostfedi svych symbiotickych hostitelii, dokaZze exprimovat geny ovlivitujici emisi

svétla. Kodujicim enzymem je luciferrasa (Suga, 2003).

Kazdy eukaryoticky hostitel vyuziva poskytované svétlo ke konkrétnimu ucelu. Napiiklad
sepiola kropenata (Euprymna scolopes) jevu bioluminiscence vyuziva k ochrané pied predatory.
Diky svétélkovani se té€lo sepioly jevi jako odlesky mési¢niho svétla. I proto jsou tito
zivocichové aktivni pfevazné v noci (Miller, Bassler, 2001). Bakteridlni populace Vibrio fischeri
je udrZzovana uvnitt specidlnich parovych vakovitych svételnych organti v kryptach lemovanych
epitelem — Obr. 1. Ke komunikaci se zevnim prostfedim dochdzi ptes vnéjsi pory. Kazdy den

sepiola vylouci vétSinu obsahu z krypt, véetné¢ 90 — 95 % piitomné bakteridlni populace
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ptes pory. Béhem nasledujicich 4 — 6 hodin dochazi ke zmnoZeni zbyvajicich symbiont

a obnovée svételného organu do plné kolonizovaného stavu (Visick, Ruby, 2006).

Obr. 1: Sepiola kropenata - svételny organ.
Po pitvé odhaleny svétleny organ — zluté ohrani¢eny u dospé€lé sepioly. Dale jsou na snimku vidét o¢i —
€ a chapadla — ,t* (pfevzato a upraveno z Nyholm a kol., 2009).

Naproti tomu moiska ryba trnono§ japonsky (Monocentris japonica) vyuziva svétla
k prilakani partnera (Miller, Bassler, 2001). Pokud se vSak bakterie vyskytuji volné¢ v oceanu,

klesa jejich densita populace a tento enzym exprimovan neni (Suga, 2003).

Regulaéni mechanismus QS se vyskytuje u grampozitivnich i gramnegativnich bakterii.

Tyto dvé skupiny vSak produkuji odlisné typy autoinduktorti.

1.2 Peptidy zprostiedkovavajici QS u grampozitivnich bakterii

Grampozitivni bakterie vyuzivaji jako signalni molekuly autoindukéni peptidy (AIP). Tyto
peptidy jsou strukturné rtiznorodé, ale jejich spoleCnym znakem je mala velikost. AIP jsou
syntetizovany ribozomy jako prekursorové peptidy. Vlivem posttranslaénich Uprav jsou
aktivovany a stabilizovany. Sekrece signdlnich peptidli je umoznéna pies ATP — Binding
Cassette transporter oznacovany jako ABC transportér. Grampozitivni bakterie vyuZivaji

k detekci autoinduktorti kinasové detektory (Sturme a kol., 2002).
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S rostouci bakterialni populaci stoupa hladina autoindukénich peptidii v okoli. Detektorem
jsou dvouslozkové kindsové receptory. Interakce mezi peptidovym ligandem a kindsovym
receptorem iniciuje fadu fosforylacnich reakci, které vedou k fosforylaci regulatoru. Tento
proces umozni navazani regulatoru na DNA a naslednou transkripci gent, které jsou systémem

QS fizeny — Obr. 2 (Miller, Bassler, 2001).

L2 prees

il ey
Kl

|

kinasowy receptor

1®
@ regulator odezvy

!

—
cilové geny

Obr. 2: Obecné schéma pro peptidy zprostiedkovavajici quorum sensing u grampozitivnich bakterii.

Prekursorové proteiny — 1 jsou roz$tépeny a vznikaji z nich signalni autoindukéni peptidy — 2. Obecné jsou tyto
peptidy transportovany ven z bunky pies ABC pienaSe¢ — 3. Pokud extracelularni koncentrace AIP dosahne
minimalni  stimulacni  hladiny, zaznamena tuto skuteCnost kindsovy receptor. Poté nasleduje
fosforyla¢ni/defosforyla¢ni kaskada — ,,P* (pfevzato a upraveno z Miller, Bassler, 2001).

Ve vétsing pripadi AIP vystupuji jako komunika¢ni molekuly a nemaji zddnou dalsi
znamou funkci. Vyjimku tvofi lantibiotika, jako je nisin (Lactobacillus lactis) a subtilin (Bacillus
subtilis), které maji vedle signalizacni aktivity také aktivitu antimikrobidlni

(Sturme a kol., 2002).
1.3 Peptidy zprostredkovavajici QS u gramnegativnich bakterii

Funkci malych signdlnich molekul u gramnegativnich bakterii plni slouCeniny typu
acyl homoserin lakton (AHL), které jsou téZ nazyvany autoinduktory — Obr. 3. Jejich spolecnym

znakem je piitomnost homoserin laktonového kruhu. Homoserin laktonovy kruh je spojen

s acylovym fetézcem pomoci amidové vazby. Délka vedlejsiho fetézce se pohybuje kolem 4 — 16
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uhlikti (Chbib, 2020). V ramci druhové specifi¢nosti bakterii se lisi jednak zminovanou délkou,

ale také stupném substituce acylového fetézce (Suga, 2003).

O/XVedlej Si fetézec
homoserin laktonovy kruh O )—I\
?N )
H
O

Obr. 3: Strukturni vzorec acyl homoserin laktonu.

(ptevzato a upraveno z https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/12/N-Acyl Homoserine Lactone.svg).

Molekuly AHL jsou syntetizovany z S-adenosylmethioninu. V rdmci syntézy dochazi
k intramolekularnimu zacykleni homocysteinového fragmentu s eliminaci 5'-S-methyl-5'-

thioadenosinu a soucasné probiha acylace aminoskupiny (Chbib, 2020).

Mechanismy QS komunikujici prostfednictvim AHL molekul patii obecné k nejlépe

prostudovanym (Prescott, Decho, 2020).

1.3.1 Draha QS u bakterie Vibrio fisheri — draha LuxI-LuxR

V poslednim desetileti byl systém QS identifikovan u vice nez 25 druhli gramnegativnich
bakterii. Ve vSech piipadech zkoumanych bakterii, kromé& Vibrio harveyi a Myxococcus xanthus,
bylo zjisténo, Ze se draha systému QS podoba draze bioluminiscencni moiské bakterie Vibrio

fisheri — Obr. 4 (Miller, Bassler, 2001).

Dréha bakterie Vibrio fisheri zahrnuje dva regulacni proteiny — LuxI a LuxR. Jejich
modifikace jsou pfitomny u rtznych druhi gramnegativnich bakterii. LuxI proteiny jsou
zodpovédné za syntézu signdlnich molekul AHL, vtomto konkrétnim piipadé se jedna
o molekuly N-3-oxohexanoyl-homoserin lakton. Signalni molekuly jsou volné prostupné
pies cytoplazmatickou membranu, takze k jejich uvolnéni z buiiky neni tfeba prenasect. LuxR
vystupuje jako cytoplasmaticky receptor pro navazani autoinduktorti. Jeho dalsi funkeci
je aktivace transkripce operonu luxICDABE, jejimz kone¢nym vysledkem je emise svétla

(Miller, Bassler, 2001).
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Obr. 4: Schéma systému quorum sensing u bakterie Vibrio fisheri.

U systému quorum sensing bakterie Vibrio fisheri, ktery zajistuje emisi svétla, existuje 5 strukturnich genti pro
luciferasu (luxICDABE) a 2 geny regulacni (luxL,luxR). Protein LuxI — 1 je zodpovédny za syntézu signalnich
molekul — 2. Pfi stoupajici hustoté bunééné populace se zvySuje koncentrace autoinduktorti v bufice i mimo ni. Pfi
dosazeni kritické hodnoty navaze receptor LuxR — 3 signdlni molekulu. Tento komplex — 4 se dale navdze na
promotor luxICDABE a tim aktivuje transkripci tohoto operonu. Tato skute¢nost ma vliv jednak na zvySeni syntézy

autoinduktort a také na zvySeni emise svétla (pfevzato a upraveno z Miller, Bassler, 2001).

1.4 Cilené ovlivnéni QS systémi

Intenzivni pouzivani antimikrobidlnich latek umoZnilo vznik multirezistentnich
a extensivné rezistentnich kment. Proto je kladen diiraz na nutnost kontroly $ifeni t€chto bakterii
a na hledani novych zptsobt 1é¢by onemocnéni zptsobenych témito kmeny (Saeki a kol., 2020).
V roce 2017 zvefejnila Svétova zdravotnicka organizace seznam bakterii, pro které je nezbytné
nutny vyvoj novych antimikrobidlnich latek. Mezi kmeny s nejvyssi prioritou patii 4. baumanii
rezistentni ke karbapenemiim, P. aeruginosa rezistentni ke karbapenemiim a enterobakterie

rezistentni ke karbapenemtim a produkujici Siroké spektrum betalaktaméaz (Willyard, 2017).

Predmétem zkoumani je mozZnost ovlivnéni chemické komunikace mezi bakteriemi.
Faktory virulence jsou fizeny syst¢émem QS. Cilem této terapie je ,,0dzbrojeni patogennich
bakterii a zabranéni napadeni hostitele. QS inhibitory (QSI) ovliviiuji virulenci bakterii, ale
nikoliv jejich Zivotaschopnost, a proto nedochazi ke vzniku selekéniho tlaku a rozvoji rezistence

(Saeki a kol. 2020).
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Teoretickych moznosti ovlivnéni QS systému bakterii s cilem potlacit jejich virulenci bylo

popséano nekolik:
e inhibice syntézy AHL
e degradace signalni molekuly
e blokada R proteinu (Saeki a kol., 2020).

Predmétem védeckych studii byla fada rostlinnych extrakti a oleji. Nedavné vyzkumy
ukazuji, ze rostlinné vytazky mohou na QS systém ptisobit jako inhibitory. Avsak pfirodni zdroje
neobsahuji biologicky potfebné mnozstvi QSI, které by bylo dostacujici pro terapeutické ucely.

Soucasné vyzkumy jsou proto soustiedény na uplnou syntézu (Truchado a kol., 2015).

20



2 Pseudomonas aeruginosa

2.1 Taxonomické zarazeni Pseudomonas aeruginosa

Rige: Eubacteria

Kmen: Proteobacteria

Ttida: Gammaproteobacteria
Rad: Pseudomonadales
Celed: Pseudomonadaceae
Rod: Pseudomonas

Rod Pseudomonas krom¢ druhu Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) dale zahrnuje

napiiklad druhy P. alcaligenes, P. fluorescens nebo P. stutzeri (The Universal Protein Resource).

Rod Pseudomonas patii z diagnostického hlediska do skupiny gramnegativnich
nefermentujicich bakterii. Do této skupiny se dale tadi rody Acinetobacter, Stenotrophomonas

a Burkholderia (Votava, 2010).

2.2 Morfologické znaky

Pseudomonas aeruginosa se fadi mezi gramnegativni nesporulujici bakterie. Po obarveni
dle Grama se proto ve svételném mikroskopu zobrazi jako ¢ervené rovné nebo lehce zahnuté
ty¢inky — Obr. 5. Ty€inky mohou dosahovat délky 1,5 — 5 um a $itky 0,5 — 1 pm. U preparatd,
které jsou zhotoveny ze starSich kultur, mizeme vSak pozorovat tvar kokobacilti az kokt, které

mohou byt uspotadany do dvojic nebo do kratkych fetizkii (Votava, 2010; Mosio, 2012).
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Obr. 5: Pseudomonas aeruginosa po obarveni dle Grama (Public Health Image Library).

Pseudomonas aeruginosa je schopna pohybu, nebot’ obsahuje jeden ¢i vice polarné
umisténych bic¢ikli. Povrch této bakterie je kryt slizovou vrstvou, ktera pfipomind pouzdro

(Votava, 2010; Mosio, 2012).

2.3 Kultivace

Jedna se o aerobni druh bakterie, ktery neni narocny na kultivaéni podminky. Rozmezi
teploty pro rist této bakterie je velmi Siroké a zahrnuje teploty od 4°C po 42°C. Optimalni
teplotni rozmezi pro rust této bakterie je vSak 25°C — 37°C. Bakterie rodu Pseudomonas

se mohou vyskytovat v prostfedi s pH niz§im nez 4,5 (Votava, 2010; Mosio, 2012).

Typickym rozpozndvacim znakem bakterie P. aeruginosa je charakteristicky zapach
pfipominajici vini kvétin, pfesnéji jasminu, ktery mizeme identifikovat u cerstvych kultur.

U starSich kultur se setkdvame s amoniakalnim zapachem (Votava, 2010; Mosio, 2012).

Ke kultivaci této bakterie se pouZzivaji bézna kultivacni média, jako je napiiklad krevni

agar nebo Endova piida.

2.3.1 Riist Pseudomonas aeruginosa na specifickych agarech

e Krevni agar

Krevni agar je fazen mezi zékladni ptidy vyuzivané v Iékarské bakteriologii. Na krevnim

agaru je mozné identifikovat hemolytické vlastnosti daného bakterialniho kmene a casto
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ho podle nich klasifikovat. Pravé proto je nékdy na krevni agar nahlizeno jako na pudu

diagnostickou (Votava, 2005).

Ptiprava krevniho agaru spociva v pfidani 5 — 10% sterilni ov¢i krve zbavené fibrinu
k agarovému zakladu, ktery ma teplotu 45 — 50 °C. Smés se vyléva do Petritho misek

(Votava, 2005).

Na krevnim agaru vyriistd P. aeruginosa v nepravidelnych perletové lesklych koloniich

obklopenych zonou tplné hemolyzy (Mosio, 2012).
e Endlv agar

Endova plida patfi mezi skupinu selektivné diagnostickych pid pro gramnegativni
bakterie. Selektivitu pro gramnegativni bakterie zajistuje bazicky fuchsin, ktery pida obsahuje.
Jeho ulohou je inhibice ruistu grampozitivnich bakterii. Endiv agar se vyuziva k prokézani
mikroorganismt §tépicich laktosu. Tuto schopnost indikuje bazicky fuchsin odbarveny
sifi¢itanem sodnym. Pozitivita schopnosti §tépit laktosu se projevi riistem tmaveé rudych kolonii.

Pida v okoli kolonii je taktéz zbarvena (Votava, 2005).

P. aeruginosa vyrista na Endové agaru v podobé drobnych rizovych kolonii

(Mosio, 2012).
e McConkey agar

Vyuziti a princip McConkey agaru je obdobné jako u Endova agaru. I tato ptida
je selektivni pro gramnegativni mikroorganismy. Zde selektivitu zajiStuje pfitomnost zlu¢ovych
soli nebo pfitomnost krystalové violeti. V oblasti diagnostiky se i zde rozliSuji mikroby Stépici
a neStépici laktosu. Indikatorem je neutrdlni Cerven. Kmeny bakterii $tépici laktosu vyrlstaji
v ruzovych az Cervenych koloniich se zabarvenou piidou v jejich okoli. Bakteridlni kmeny

nestépici laktosu maji podobu bezbarvych kolonii (Votava, 2005).
e Mueller-Hinton agar

Primarni vyuziti tohoto agaru je stanoveni citlivosti mikroorganismil na antimikrobidlni
latky pomoci difusniho testu. Difusni test se provadi pomoci antibiotickych diski

(Votava, 2005).

Mueller-Hinton agar poskytuje podminky k pozorovani pigmentl, které bakterie
Pseudomonas aeruginosa tvoti. Jedna se o Zlutozeleny fluorescein a modrozeleny pigment

pyocyanin (Mosio, 2012).
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Pro zvySeni syntézy pigmentl lze pouZzit specidlni kultivaéni média. Konkrétné
se vyuzivaji Pseudomonas agar P pro pyocyanin nebo Pseudomonas agar F pro fluorescein

(Stock, 1987).

e Pseudomonas agar P

Tento druh agaru slouzi k odliSeni bakterie Pseudomonas aeruginosa od jinych druht
pseudomonad. Jedna se o typ diagnostického média, které zvySuje syntézu pigmentu
pyocyaninu. Podle svého objevitele je Casto oznacovan jako Kingovo médium A. Slozeni tohoto
agaru je nasledujici: pepton z zelatiny, chlorid hofecnaty, siran draselny, glycerol a kanten.
Zelatinovy pepton poskytuje zakladni dusikaté Ziviny, uhlik, vitaminy a siru. Zaroven viak
obsahuje nizkou hladinu fosforu. Fosfor by zptsobil inhibici syntézy pyocyaninu. Glycerol tvori
dal§i zdroj uhliku. Slouceniny siranu draselného a chloridu hofe¢natého aktivuji syntézu

pigmentu (Gill, Stock, 1987; King, 1954).

Kolonie produkujici tento pigment jsou obklopené modrozelené zbarvenou zdénou

(Gill, Stock, 1987).
e Pseudomonas agar F

Tento druh agaru zvySuje syntézu pigmentu fluoresceinu a inhibuje syntézu pigmentu
pyocyaninu. Synonymem je pro né& Kingovo médium B. Tento agar se skladd z peptonu
z kaseinu, peptonu z zivocisné tkan¢, siranu hotfecnatého, hydrogenfosfore¢nanu draselného,
glycerolu a kantenu. Funkce jednotlivych sloZek jsou obdobné jako u agaru ptfedchoziho.
Peptony tvoii zdroj dusikatych latek, uhliku, vitaminl a siry. Glycerol je téz zdrojem uhliku.
Hydrogenfosforecnan draselny zde vystupuje jako pufr. Aktivadtorem syntézy pigmentu je siran

hote¢naty (Lamichhane, Varvaro, 2013; King, 1954).

Bakterie Pseudomonas aeruginosa vytvaii kolonie obklopené Zlutou az Zlutozelenou

zonou, kterd pod UV svétlem fluoreskuje (Gill, Stock, 1987).

2.4 Patogenita

Patogenitu mizeme definovat jako schopnost vyvolat onemocnéni u hostitele. Jedna

se o vlastnost mikroorganism, ktera je druhové specificka (Votava, 2010).
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S pojmem patogenita izce souvisi pojem virulence. LiSi se tim, ze je charakteristicka
pro dany mikrobialni kmen. Virulenci mizeme chapat jako schopnost daného kmene bakterii

uplatnit druhovou patogenitu na urcitého hostitele (Votava, 2010).

Mezi faktory virulence patii jednak struktury pfitomné na povrchu bakterialni buiky,

ale také latky extracelularni povahy (Votava, 2010).

Bakterie P. aeruginosa je soulasti jak zivé, tak nezivé slozky prostfedi. Nachazi
se ve vode¢, v pudé, miizeme ji izolovat z rostlin a zivocicht, véetné lidi. Cely rod Pseudomonas
se fadi mezi oportunni neboli podminéné patogeny. Pro lidi s dobrym zdravotnim stavem
nepiedstavuje tento rod bakterii ve vétSiné ptipadii zadné riziko. Pokud vSak dojde ke snizZeni

obranyschopnosti hostitele, vznikaji zdravotni komplikace (Gales a kol., 2001).

2.5 Onemocnéni zpuisobena Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je primarné nozokomidlnim patogenem. Zpusobuje tedy onemocnéni, kterd
vznikaji v pfimé navaznosti na pobyt pacienta v nemocni¢nim zafizeni. Zptiisobuje pneumonie,
dermatitidy, folikulitidy, otitidy, bakteriémie, infekce gastrointestinalniho traktu, mocovych cest,
infekce dychacich cest u pacientil s cystickou fibrozou, infekce kosti, kloubt a dalsi, zejména
u pacientll s popaleninami a se sniZzenou funkci imunitniho systému, jako jsou napiiklad pacienti

s rakovinou nebo AIDS (Azam, Khan, 2019). Mozné¢ oblasti vzniku infekce znézoriiuje Obr. 6.

25



infekce kdZe, svald,
kosti .
infekce popélenin
infekce chirurgickych
ran

——— infekce CNS

" lokalizované infekce

— bakterémie

chronické infekce u——-—"""" N endokarditida

pacientd s CF
akutni pneumaonie

infekce moéového
astroji

Obr. 6: Mista infekce zplisobené Pseudomonas aeruginosa (pievzato a upraveno z Iglewski, 1996).

2.5.1 Infekce dychacich cest u nemocnych s cystickou fibrézou

Cysticka fibroza patfi mezi autozomalné recesivni genetické poruchy. Jedna
se o nevylécitelnou chorobu. Podstatou tohoto onemocnéni je mutace cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator genu (CFTR gen). Tento gen je umistén na sedmém
chromosomu (7q31,2). Jeho funkci je kodovéani proteinu nesouciho stejny nazev jako gen.
Pticinou cystické fibrozy je porucha transportu chloridovych iontl apikalni membranou bunék
chloridovym kanélem, ktery je regulovany pomoci cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

(Prickett, Jain, 2015).

Dosud existuje vice nez 1900 rliznych mutaci CFTR o nichZ je znamo, ze vedou ke vzniku
cystické fibrozy. Naprostd vétSina piipadl je spojena s recesivni delecni mutaci fenylalaninu
v pozici delta 508. Obecné jsou mutace CFTR fazeny do péti tiid podle druhu strukturalni
nebo funkéni poruchy syntézy proteinu (Cant, Pollock, Ford, 2014).

e tifida 1 — chybgjici syntéza proteinu — nepiitomnost proteinu CFTR na apikalni
membrané bunék

e tfida 2 — porucha nitrobuné¢ného transportu a zpracovani proteinu — nepiitomnost

proteinu CFTR na apikalni membrané

e tfida 3 — porucha aktivace — protein CFTR pfitomny na apikalni membrané bunék,

nefunk¢ni jako chloridovy kanal
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e tifida 4 — snizend vodivost chloridového kanalu — protein CFTR pfitomny

na apikdlni membrané bunék, snizena funkce chloridového kanalu

e tiida 5 — snizend syntéza proteinu — niz$i mnozstvi pln¢ funkéniho proteinu CFTR

(Cant, Pollock, Ford, 2014).

Typickym projevem tohoto onemocnéni je zvySena koncentrace chloridii v potu pacientt.
Tato skutecnost se vyuziva v diagnostice. Koncentrace je zvySena tiikrat az pétkrat oproti
fyziologické hodnoté (Rowntree, Harris, 2003). Hodnoty fyziologického rozmezi koncentrace
chloridi v potu se pohybuji mezi 10 — 30 mmol/l. Hodnoty v oblasti 30 — 60 mmol/l
jsou oznaCovany jako hrani¢ni. Pfi vysledku nad 60 mmol/l je test oznacen jako pozitivni

(Jakubec, 20006).

Mista primarniho postizeni jsou epitelové buiiky nachazejici se v dychacich cestach,
stieve, slinivee biiSni, zluéniku a v potnich zlazdch. Hlavni pfi¢inou umrtnosti postizenych
pacientd je nadmérnd tvorba hlenu a jeho nedostate¢né odstranovani ze sliznic, coz vede
ke vzniku obstrukéni plicni poruchy. Druhym faktorem tmrtnosti je vznik chronické bakterialni
infekce vedouci k respiracnimu selhani. U naprosté vétSiny nemocnych také dochazi k selhavani

produkce enzymu v pankreatu pfi pankreatické nedostatecnosti (Rowntree, Harris, 2003).

U mladsich pacientii jsou nejcastéji izolovanymi patogeny druhy bakterii Haemophilus
influenzae a Staphylococcus aureus. Ve vysSim véku je vétSina pacientii kolonizovéana
nefermentujicimi gramnegativnimi bakteriemi, zejména Pseudomonas aeruginosa. Jedna
se o nejcastejSi patogen izolovany ze sputa pacientil trpicich cystickou fibrézou nad veékovou

hranici péti let (Taccetti a kol., 2013).

Dal§imi  druhy nefermentujicich  bakterii  zpusobujicich infekéni  komplikace
jsou Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophila a Achromobacter xylosoxidans

(Taccetti a kol., 2013).

2.5.2 Ventilatorové pneumonie

Jako ventilatorové pneumonie (VP) jsou oznaCovadny pneumonie, které se objevuji
u pacientii, ktefi jsou napojeni na umélou plicni ventilaci, a pied timto stavem nebyla zddna
infekce pfitomna. VP predstavuji jeden znejCastéji se vyskytujicich druhG nozokomiélnich
infekei na jednotkach intenzivni péce (JIP) v Evropé. Zaroven jsou hlavni nozokomidlni pfi¢inou

umrtnosti pacientti na JIP (Yarham, Young, 2008).
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Béhem intubace jsou vyfazeny z funkce nespecifické mechanismy obranyschopnosti
postizené¢ho. Neucinné nebo eliminované jsou napiiklad hrtanova ptiklopka, reflex kasle, fasnaty

epitel nebo hlen hornich cest dychacich (Pieracci, Barie, 2007).

2.5.3 Infekéni komplikace popalenin

Kize je primarni mechanickou bariérou v obranyschopnosti ¢lovéka pred vniknutim
mikroorganismu a dalSich ¢astic z vnéjSiho prostiedi do lidského téla. Vedle toho hraje dilezitou
roli pfi zachovani homeostazy tekutin a ve schopnosti termoregulace. Popaleniny poskodi kiizi,

ktera funkci bariéry ztraci a zvySuje se riziko infekce (Manning, 2018).

Nelécena infekce muze vést k rozvoji sepse. Mezi rizikové faktory vzniku sepse patii vek,

stupenl popalenin, pfidruzené onemocnéni, snizend funkce imunitniho systému (Manning, 2018).

2.5.4 Katétrové infekce

Metoda zavadéni cévnich neboli intravaskularnich a mocovych katétri se stala
nepostradatelnou soucasti oSetfovatelskych postupi moderni lékatské péce. Aplikace katétrh
jesama o sob& spjata s rizikem mozného iatrogenniho poSkozeni pacienta. Dal§im rizikem

je vznik nozokomidlnich infekci (Trautner, Darouiche, 2004).

Katétrové infekce jsou spojeny se schopnosti mikroorganismii tvofit biofilm
(Skar, Snowden, 2018). Vznik biofilmu na katétrovych pomickach je v prvni fad¢ zavisly na
pfitomnosti povlaku nebo vrstvy umoziujici vystavbu samotného biofilmu. Povaha ptivodniho
povlaku je zavisld na tekutiné, kterd katétr omyva. V pifipadé cévnich katétru tvoii zaklad
povlaku fibrin a fibronektin, zatimco mocové katétry jsou na povrchu pokryty vrstvou protein,
elektrolytii a molekul rtiznych organickych latek pfitomnych v moci pacientii. Dalsimi faktory,
které umoziuji pfichyceni bakterialnich populaci na povrchu katétru a nasledny rozvoj biofilmu,
jsou hydrofobni a elektrostatické sily, povrchové struktury bakteridlnich bunck, zahrnujici pili

nebo biciky a fyzikalni vlastnosti tekutého prostiedi v okoli (Trautner, Darouiche, 2004).
e (Cévni katétry

Infekce (lokalni 1 systémové) spojené s pouzivanim intravaskularnich katétrii patii mezi

v

nejcastéjSi infekce ziskané v nemocni¢nim prostfedi. Tato skupina zahrnuje Sirokou Skalu

vvvvv
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infekce. Naopak velkym problémem jsou infekce vzniklé v disledku zavedeni centralnich
katétri. Tento stav miize vést k rozvoji septického Soku, vzniku endokarditidy nebo hnisavé

flebitidy (Rodriguez a kol., 2002).
e Mocové katétry

Zavedeni katétru do mocovych cest miize vést k poskozeni sliznicni vrstvy, ktera cesty
vystyla. Dochézi k naruseni piirozené ochranné bariéry, coz umozni bakterialni kolonizaci.
DalSimi obrannymi mechanismy, které jsou pfi katetrizaci eliminovany, jsou délka mocové
trubice a prutok moci, které za fyziologickych podminek brani vniknuti patogenu do mocového

méchyte (Mittal a kol., 2009).

Mezi organismy, které jsou nejcastéji zodpovédné za vznik infekce spojené s katetrizaci
mocového systému, patii Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae a Streptococcus faecalis (Mittal a kol., 2009). Tyto organismy pochazeji
jednak z ptirozené mikroflory tlustého stieva pacienta a jednak z rukou zdravotniho personalu

(Trautner, Darouiche, 2004).
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3 Quorum sensing systém u bakterie Pseudomonas aeruginosa

Bakterie Pseudomonas aeruginosa disponuje vedle dalSich druhti gramnegativnich bakterii
schopnosti tvofit autoindukéni molekuly systému QS. Tuto schopnost maji dale naptiklad
bakterie Agrobacterium tumefaciens, Erwinia carotovora, Legionella pneumophila nebo

napfiiklad jiz zminované Vibrio fischeri (Miller, Bassler, 2001).

Vzhledem ke skutecnosti, Ze bakterie Pseudomonas aeruginosa vystupuje jako vyznamny
lidsky patogen, stal se tento bakteridlni druh pfedmétem intenzivniho zkouméni a je jednim

z modelovych organismi vyzkumu QS (Lee, Zhang, 2015).

Systém QS u tohoto druhu bakterii je organizovan v hierarchickém usporadani a sestava
se z nejméné Ctyf navzdjem propojenych signdlnich drah. Konkrétn€ se jedné o systémy las, rhl,
pseudomonadovy chinolinovy signal (PQS) a nedavno objeveny integrovany quorum sensing
(IQS). Cilem celého QS mechanismu je tvorba geni virulence a produkce biofilmu (Lee, Zhang,

2015).

3.1 Mechanismus drahy — LasI/LasR-RhlI/RhIR systém virulence

Drédha Lasl/LasR-RhlI/RhIR tvofi pomyslné jadro celého QS systému u bakterie
P. aeruginosa (Williams, Camara, 2009). Pismena ,,I v ndzvu znali syntazu a pismena ,,R*
oznacuji transkripcni regulator. Mechanismus fungovani této signalni drahy vychazi z védeckych

studii zaloZenych na prototypu luxI-luxR systému u bakterie Vibrio fischeri (Lee, Zhang, 2015).

Chemicka podstata signalnich molekul v obou téchto drahach je zakladni skelet homoserin
laktonového kruhu (Schuster, Greenberg, 2006). V systému Lasl/LasR jako autoinduktory
vystupuji molekuly 3-oxo-dodekanoyl-homoserin laktonu (3-ox0-C12-AHL). V systému
RhII/RhIR tuto funkci plni molekuly butanoyl-homoserin laktonu (C4-AHL). Oba tyto komplexy
aktivuji expresi gent, jejichZ cilem je tvorba a aktivace faktord virulence a dalSich proteint

potiebnych k pieziti v lidském hostiteli (Suga, 2003).

Fungovani syst¢ému QS bakterie P. aeruginosa je nazorn¢ zobrazeno na nasledujicim

schématu — Obr. 7.
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geny virulence cilové geny

Obr. 7: Schéma quorum sensing systému u bakterie Pseudomonas aeruginosa.

Draha Lasl/LasR-RhlI/RhIR systému quorum sensing bakterie P. aeruginosa vyuziva dvou ruznych druht
autoinduktord — 1,2. Protein Lasl — 3 tvofi 3-ox0-C12-AHL — 1 a protein Rhll — 4 syntetizuje C4-AHL — 2. Pti
ptekroceni prahové koncentrace signalnich molekul v okoli bakterie se autoinduktor navaze na receptor LasR — 5.
Komplex receptor LasR-autoinduktor — 6 se vaZe na promotory cilovych geni virulence. Zaroven dochazi k zahajeni
transkripce genu rhlR — 7 potfebného pro funkénost druhé drahy QS. Receptor RhIR — 8 vaze pfislusny druh signalni

molekuly — 2. Tim dochazi k aktivaci transkripce danych gent (pfevzato a upraveno z Miller, Bassler, 2001).

Vysoké hustota bunécné populace zpisobi vyssi koncentraci autoinduktori v prostiedi.

J 4

Signalni molekuly Lasl se v bufice navazi na receptor LasR. Tento vznikly komplex se navaze
na promotory cilovych genti a tim aktivuji jejich expresi. Cilové geny jsou zodpovédné za tvorbu
virulentnich faktori zplsobujicich destrukci hostitelské tkan€ béhem pocatecni faze infekce.

Konkrétné€ se jedna o nasledujici virulentni faktory:
e clastaza — gen lasB
e protedza — gen lasA
e exotoxin A — gen toxA
o alkalick4 fosfatdza — gen aprA (Miller, Bassler, 2001).

Vazba autoinduktor — receptor zplsobi, kromé jiz zminéného, dalsi sekreci Lasl, jedna

se o pozitivni zpétnou vazbu (Miller, Bassler, 2001).

Dalsi funkci tohoto komplexu je aktivace druhého QS systému, a to konkrétné zahajenim

exprese genu rhlR, ktery umozni tvorbu RhIR receptoru. Tento receptor vaze signalni molekuly
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RhII analogicky jako prvni systém. Takto vznikly komplex aktivuje jednak expresi gend, které

jsou pod kontrolou prvniho systému (lasB a aprA), ale také aktivuje sekundarné cilené geny:
e sigma faktor — gen rpoS
e rhamnosyltransferasa — gen rhIAB
e pyocyanin — gen phzABCDEFG, phzH, phzM, phzS
e lectin — gen lecA.

Druhym kontrolnim mechanismem, ze se tyto dvé kaskady spusti postupné a v ptisluSném
poradi, je skuteCnost, ze signalni molekula Lasl zabraniuje vazbé signalni molekuly RhII

na ji ptibuzny receptor (Miller, Bassler, 2001).

Systém Lasl/LasR je povazovan za piirozeny QS systém u bakterie Pseudomonas
aeruginosa. Zatimco u systému RhlI/RhIR se ptedpokldda, Ze byl ziskan pozdéji v prabehu
vyvoje Pseudomonas aeruginosa horizontalnim genovym pfenosem a tim pfispél k vytvoreni

novych vlastnosti virulence (Schuster, Greenberg, 2006).

3.2 Systém PQS — pseudomonadovy chinolonovy signal

Tteti drahou, ktera se Ucastni QS mechanismu, je draha s ndzvem pseudomonadovy
chinolonovy signal. Roli signalni molekuly u tohoto systému piebird slouc¢enina 2-heptyl-3-
hydroxy-4-chinolon (Lee, Zhang, 2014). Strukturni rozlozeni této molekuly je zobrazeno

a popsano na Obr. 8.

Obr. 8: Strukturni vzorec signalni molekuly pro pseudomonadovy chinolonovy signal.

Tato signadlni molekula se skladd z chinolon-4-onu — 1. Na tento zakladni skelet je v poloze 2 napojen heptylovy
substituent — 2 a vpoloze 3  hydroxylovdA skupina - 3  (pfevzato a  upraveno

z Chemical Entities of Biological Interest).
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Tyto signdlni molekuly se vazi na svlij receptor PqsR a tento komplex se vaze

na promotory gent (Hodgkinson a kol., 2016).

Tento systém se spolecné s pfedchazejicimi dvéma drahami podili na transkripéni kontrole
nekolika genti pro tvorbu slozek virulence. Jednd se konkrétné o slozky lectin A, pyocyanin,

elastaza a rhamnolipidy (Garcia-Reyes a kol., 2020).

Signalni molekuly tohoto systému jsou vSak spojeny i s dal§imi funkcemi, které nemaji
souvislost s PqsR receptorem. Jednd se napiiklad o regulaci efluxni pumpy nebo syntézu

pyoverdinu (Hodgkinson a kol., 2016).

Avsak 1 pres velké usili ve vyzkumu PQS jak in vitro, tak in vivo, zlistava jeho ptesna role

ve fungovani mechanismu QS objasnéna jen velmi malo (Lin a kol., 2018).

3.3 Systém IQS — integrovany quorum sensing

V nedavné dobé byl objeven Ctvrty mezibunéény komunikaéni kandl. Podili
se na koordinaci sit¢ QS pfi plsobeni stresovych podnéti z prostfedi na bakteridlni buiku
(Lee akol., 2013). Signalni molekuly jsou 2-2-hydroxyfenyl-thiazol-4-karbaldehydy. Pokud
je tato draha naruSena, sniZi se také syntéza PQS a AHL signalh a tim kles4 exprese cilovych
gent faktord virulence. Zejména produkce pyocyaninu, rhamnolipidi a elastazy
(Lee a kol., 2015). Pii vycCerpani fosfatii je tato drdha schopna Caste¢né pievzit fidici funkci

QS misto Lasl/LasR drahy (Lee a kol., 2013).

3.4 Vybrané faktory virulence

Jak jiz bylo zminéno v kapitole vySe, termin virulence oznacuje schopnost dan¢ho
bakterialniho kmene uplatnit druhovou patogenitu na urcity hostitelsky organismus

(Votava, 2010).
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3.4.1 Biofilm

Biofilm pfedstavuje organizované spolecenstvi bakterii, které jsou ptichyceny k néjakému
povrchu (Skar, Snowden, 2018). Bakterie jsou obklopeny extraceluldrni polysacharidovou
matrici, kterd tvofi zékladni stavebni strukturu pro biofilm (Trautner, Darouiche, 2004). Matrice
je slozena z latek, které produkuji samy bakterie. Vyznam matrice spoc¢iva ve tvorbé rezistence
proti antimikrobialnim latkdm a chrani mikrobidlni spolecenstvi pfed plsobenim obrannych
mechanism  hostitele. VSechny gramnegativni bakterie disponuji touto schopnosti

(Skar, Snowden, 2018).

Matrice je slozena z extracelularnich polymernich latek, které obsahuji ptedevSim
polysacharidy, extracelularni DNA a polypeptidy. Tyto latky tvoti vysoce hydratovanou polarni
smés, kterd wusnadiuje bakteriim pfichyceni kpovrchu a jejich nésledné pomnozeni

(Rasamirakava a kol., 2015).

P. aeruginosa produkuje nejméné tfi polysacharidy, které ovliviiuji stabilitu biofilmového
uspofddani. Linedrni nerozvétveny polymer algindt pfispiva ke strukturni opofe a ochrané
biofilmu. Dale také ptispiva k retenci vody a zZivin ve spoleCenstvi. Extracelularni polysacharidy
Pel a Psl slouzi jako zékladni stavebni kameny pro vystavbu samotného biofilmu a uplatnuji
se pfedevsim v ranych fazich tvorby biofilmu. Extracelularni DNA se uplatiiuje v pocatecni fazi
rozvoje biofilmu. Slouzi k propojeni mezi butikami a ve stavu hladovéni bakterii poskytuje zdroj

zivin (Rasamirakava a kol., 2015).

Kromé vySe zminénych latek se na vzniku a rozvoji biofilmu podileji také struktury vazané
na bakteridlni buiiku. Pfitomnost organel pohybu - bi¢ikd, pil a fimbrii je dilezitd pro adhezi
bakterii k danému povrchu. Mimo to se wuplatiuji 1 pii formovani mikrokolonii

(Trautner, Darouiche, 2004).
Cyklus formovani biofilmu Ize rozdélit do péti fazi:
e reverzibilni adheze planktonickych bakterii na vhodny povrch
e nevratné navazani bakterii, tvorba mikrokolonii, vznik jednovrstevného biofilmu
e rlst a déleni bunék, migrace za ucelem vzniku vicevrstevného spolecenstvi
e produkce extracelularni matrix

e zrani biofilmu, tvorba trojrozmérného uspotadani (Skar, Snowden, 2018).
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Trojrozmérna sit’ bakterialniho spoledenstvi dale roste. Cast bakterii piechazi zpét
do planktonického stavu a nasledné se rozptyli ze vzniklé struktury a vstupuji do okoli,

kde kolonizuji dalsi povrchy (Skar, Snowden, 2018).

Schopnost bakterie P. aeruginosa tvotit biofilm v riznych prostfedich, ¢ini 1écbu
antibiotiky neefektivni a tim podporuje rozvoj chronickych infekénich onemocnéni. Moznosti,

kterymi lze ovlivnit patogenni bakterie na urovni tvorby biofilmu, zahrnuji:
e zamezeni vazby mikroorganismu na povrch

e naruseni vyvoje biofilmu a/nebo ovlivnéni struktury biofilmu za ucelem zvySeni

penetrace antimikrobialni latky

e ovlivnéni zrani biofilmu a/nebo vyvolani jeho rozpadu

(Rasamirakava a kol., 2015).

Na tvorbé a regulaci tvorby biofilmu se vedle systému QS dale také podileji c-di-GMP
asRNA. Vysoké hladiny c-di-GMP podporuji biosyntézu algindtu a polysacharidu
Pel (Rasamirakava a kol., 2015).

3.4.2 Pyocyanin

Pyocyanin je modrozeleny pigment produkovany ve velkém mnozstvi kulturami
P. aeruginosa. Ve sputu pacientli trpicich cystickou fibrézou jsou nalézany vysoké koncentrace
pyocyaninu. Klinicky vyznamné hladiny jsou déle nalézany v usnich sekretech, randch a v moci
po chronické infekci. Jedna se o ve vodé rozpustny pigment. Diky nizké molekulové hmotnosti

snadno pfestupuje ptes bunééné membrany (DeBritto a kol., 2020).

Z chemického hlediska se jednda o N-methyl-1-hydroxyfenazin. Syntéza vychazi
z aniontové formy kyseliny chorismové. Jednotlivé kroky syntézy jsou zprosttedkovany pomoci
dvou phzABCDEFG operonil a pomoci genti phzH, phzM, phzS, které modifikuji vychozi latku
do podoby tricyklické slouceniny. Exprese téchto gent je regulovdna pomoci QS systému

(Lau a kol., 2004).

Pyocyanin patii k hlavnim virulentnim faktortim tohoto patogenu. Uplatiiuje se pfi rozvoji
akutnich 1 chronickych infekci. Hlavnim faktorem pfispivajicim k cytotoxicité je oxidacni stres.
Pyocyanin se podili na tvorb¢ reaktivnich forem kysliku —‘O>™ a H>O», které nasledné poskozuji
fasinkové epitelialni bunky a ovlivituji homeostdzu vapniku. Dale Cerpa intracelularni hladiny
cAMP a ATP a tim ovliviiuje funkci chloridovych iontovych kandlii. Pyocyanin potlacuje

35



proliferaci lymfocytti. Dale inaktivuje inhibitory proteaz. V neposledni fad¢ ovlivituje hladinu
IL 8 — interleukin 8 a RANTES — Regulated upon Activation, normal T cell expressed
and secreted. Jedna se o druh chemokinti (Jayaseelan a kol., 2014, Lau a kol., 2004).

Kromé své hlavni funkce faktoru virulence také slouzi jako signalni molekula v procesech
efluxu a v procesech ziskavani zeleza. Efluxni pumpy pfedstavuji vyznamny mechanismus
rezistence bakterii k antibiotikim. Jejich funkci je snizit hladinu antibiotika pfitomného
v cytoplazmé bakterialni buiikky (Wu a kol., 2015). V procesech ziskavani Zeleza hraje dilezitou
roli, protoze pyocyanin je schopen redukovat a uvoliiovat Zelezo z transferinu. Zelezo

je klicovou komponentou pro rast P. aeruginosa (Jayaseelan a kol., 2014).

3.5 Rod Candida

Rod Candida  taxonomicky ndalezi do fiSe hub, tfidy deuteromycety
(Neppelenbroek a kol., 2014). Druhy Candida jsou jednobunécné houby, které se rozmnozZuji
pucenim. V zavislosti na podminkach prostfedi jsou schopné rust ve dvou fazich, a to jako
ovalné blastospory nebo jako hyfy. Tato vlastnost se oznacuje jako dimorfismus. K puceni
dochdzi ve stadiu blastospor. Pii vyuziti techniky barveni dle Grama jsou grampozitivni

(Dowd, 2014).

Rod Candida zahrnuje 150 az 200 raznych druhd (Spampinato, Leonardi, 2013).
Z nejznamgjsich 1ze jmenovat Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida

guilliermondii nebo naptiklad Candida krusei (Neppelenbroek a kol., 2014).

U zdravych jedinct jsou druhy Candida ptirozenou soucdsti mikroflory. Nicméné i tyto
mikroorganismy, stejn¢ jako bakterie rodu Pseudomonas, mohou vystupovat jako oportunni
patogeny a puvodci infekci u oslabenych jedincti (Neppelenbroek a kol.,, 2014). Infekce
zpisobené rodem Candida mohou byt povrchové, nejcasteji na kizi nebo sliznici nebo invazivni,
které napadaji krevni obé¢h, §ifi se do vnitinich orgdnii a pfedstavuji zivot ohroZujici stav
(Spampinato, Leonardi, 2013). Obecné se tyto infekce oznacuji jako kandidozy (Neppelenbroek
a kol., 2014).

Podle zdznaml z National Nosocomial Infections Surveillance System je druh Candida
ctvrtym nejcastéjSim patogenem infekci krevniho fecisSté. Mira imrtnosti je az 45 %. Nejcastéji
je zpusobena neefektivnim zplsobem diagnostiky a nevhodnou antimykotickou Ié¢bou

(Spampinato, Leonardi, 2013).
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3.5.1 Candida albicans

Kvasinka Candida albicans (C. albicans) je soucasti pfirozené mikroflory
gastrointestinalniho traktu, urogenitalniho tstroji, dutiny tstni a spojivky (Spampinato, Leonardi,
2013). C. albicans je nejCastéjsi oportunni patogen mezi druhy Candida. Patogennim se stava
v ptipad¢€, Ze dojde ke snizeni funkce imunitniho systému hostitele nebo ke zméné obsazeni
bakteridlni flory. Léze, ktera tato kvasinka plisobi na kiizi nebo sliznici, se objevuji jako
charakteristické bilé skvrny. Odtud pochdzi oznaceni ,albicans® = bily. NejcastéjSimi misty
infekce jsou dutina ustni a vagina. V nékterych pifipadech muize byt vaginalni kandidéza
pfenesena z matky na novorozence béhem porodu. U obéznich pacienti se mohou infekce
objevit v mist¢ koznich zahybld. C. albicans také muze zpusobit systémové infekce
(Dowd, 2014). Vétsina systémovych infekci je spojena se vznikem a vyvojem biofilmu
v implantovanych  zdravotnickych pomickdch nebo na povrchu téchto prostredkt

(Bernard a kol., 2019).

3.5.2 Systém quorum sensing Candida albicans

Kvasinka C. albicans byla prvnim organismem z domény eukaryot, u které bylo zjisténo,

ze disponuje systémem QS (Alem a kol., 2006).

Uloha systému QS u kvasinky C. albicans je predeviim umoznit reverzibilni morfologické
zmeény. Jedna se o pfechod mezi stddiem pucicich blastospor (kvasinkovd forma) a stddiem
vldknité ristové formy. V1dknité formy rastu jsou dvojiho typu, a to v podobé pseudohyf nebo
hyt (Polke a kol., 2017). Tato transformace miize byt indukovana teplotou, pH, koncentraci Zivin

nebo hustotou bunécné populace (Méar a kol., 2013).

Pii systémovych infekcich jsou izolovany obé¢ stadia vyvoje. Stadium blastospor usnadiiuje
Sifeni patogennich c¢astic. Stadium vlaknitych hyf nebo pseudohyf je dilezité pro invazi
a poskozeni tkani. Vlastnost pfizptisobovani ristovych stddii podminkam prostedi predstavuje

hlavni patogenni faktor této houby (Polke a kol., 2017).

Hlavni signalni molekulou, ktera byla u tohoto druhu objevena a studovéna, je lipofilni
seskviterpen farnesol — 3,7,11-trimethyl-2,6,10-dodekatrien-1-ol (Alem a kol., 2006). Pti vysoké
bunécné hustoté stoupa extraceluldrni koncentrace farnesolu. Tato skutecnost brani strukturni

preméné kvasinkové formy na vlaknitou. Farnesol nezastavuje rtist hyf jiz exitujicich, ale brani
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vzniku novych hyf. C. albicans se vyviji ve formé pucicich blastospor (Hornby a kol., 2001).
Stejny ucinek ma i kyselina farnesolova, ktera byla také identifikovana jako signalni molekula

u n¢kterych druhti kvasinek (Chen a kol., 2004).

Druhou signalni molekulou, ktera se systému QS ucastni, je tyrosol — 2-(4-hydroxyphenyl)
ethanol (Alem a kol., 2006). Tyrosol je tvofen a uvolilovan b&hem procesu riustu. Funkce
tyrosolu je stimulace tvorby vlaknité formy. Jeho ucinek je tedy antagonisticky k ti¢inku, kterym

pusobi piedchazejici signalni molekula farnesol (Chen a kol., 2004).

C. albicans je také schopna tvofit biofilm, pfedev§im na zdravotnickych prostfedcich jako
jsou endotrachedlni trubice, cévni nebo mocové katétry. Tyto biofilmy jsou mistem pro mozné

interakce mezi zastupci odlisnych domén (Méar a kol., 2013).

3.6 Vzajemné interakce Pseudomonas aeruginosa a Candida albicans

P. aeruginosa a C. albicans se velmi Ccasto vyskytuji ve vzdjemné koexistenci
ve smésnych biofilmech. Oba tyto organismy disponuji systémem QS. Signalni molekuly jsou
rozdilné chemické podstaty, piesto se zapojuji do fady interakci. Siroka $kéla faktort virulence

téchto organismil je pod vlivem systému QS (Méar a kol., 2013).

Analyzy vzajemnych interakci P. aeruginosa a C. albicans prokézaly, Zze moznosti jakymi
se tyto organismy mohou navzdjem ovliviiovat, je vice. Napiiklad P. aeruginosa je schopna
vytvofit biofilm na povrchu vléknitych hyt C. albicans (Cugini a kol., 2007). Bakterie napada
ani¢i buiky houby plisobenim sekretovanych faktorti, jako jsou fosfolipazy nebo fenaziny,

za ucelem ziskani zivin pro sviij vyvoj (Fourie a kol., 2019).

Pokud vsak dojde ke zvySeni koncentrace signalnich molekul P. aeruginosa, kterymi jsou
molekuly AHL, dochazi k inhibici pfechodu ristu na vlaknitou formu. Kvasinka zlstava

ve formé blastospor a bakterie Pseudomonas nemtze kvasinku napadat (Méar a kol., 2013).

Dalsi cestou, kterou dochazi ke vzdjemnému ovliviiovani, je pfes molekulu farnesolu.
Farnesol, signalni molekula QS drahy C. albicans, ktera je zodpovédna za ukonceni stadia hyf,
inhibuje syntézu PQS Pseudomonas zastavenim transkripce pqgs operonu. Tim dojde ke sniZeni
produkce pyocyaninu, vyznamného virulentniho faktoru. Rist bakterie vSak neni ovlivnén

(Méar a kol., 2013, Cugini a kol., 2007).

Pokud tedy nastane situace, pfi které jsou extracelularni koncentrace farnesolu a signélnich

molekuly AHL ve vysSSich koncentracich, je umoznéna koexistence téchto dvou organismi.
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Farnesol ukoncuje filamentaci kandidy a zaroven z funkce vyfadi systém PQS a tim syntézu
pyocyaninu jako toxické latky. Molekuly AHL blokuji pfeménu kandidy z blastospor do hyf. Ve
stadiu blastospor nemuze byt kandida napadena (De Sordi, Miihlschlegel, 2009).

Interakce P. aeruginosa a C. albicans je graficky znadzornéna a popsana na Obr. 9.

autoinduktor typu AHL
3-ox0-C12 HSL

g —nWAN\A (4)

C. albicans - vlaknita

forma !

potlaéeni rastu hyfalni
(vldknité) formy

adheze a usmrceni

potlaéeni produkce

PQs - potlageni
(2) produkce pyocyaninu
(3)
) )\/\/k/\)\/\m J

farnesal

C. albicans -
kvasinkova forma

Obr. 9: Interakce Pseudomonas aeruginosa a Candida albicans (De Sordi, Miihlschlegel, 2009).

P. aeruginosa je schopna napadat a vyuzivat zZiviny kvasinky pouze pokud je ve stadiu vlaknitych hyf — 1. Produkce
farnesolu zpuisobi ukonceni filamentace — 2 a zaroven potlacuje syntézu pyocyaninu — 3. Autoinduktor 3-oxo0-C12-

AHL blokuje pfeménu kvasinkové formy na hyfalni — 4 (pfevzato a upraveno z De Sordi, Miihlschlegel, 2009).
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4 Zavér

Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala obecnym popisem systému quorum sensing.
Prvni Cast této prace podava zakladni pohled na to, co to quorum sensing je a vysvétluje
mechanismy fungovani tohoto systému jednak wu grampozitivnich, ale predevSim

u gramnegativnich bakterii, kam se fadi i bakterie Pseudomonas aeruginosa.

Dalsi cast bakalarské prace je zaméiena konkrétn€ na bakterii Pseudomonas aeruginosa.
Cilem této bakalarské prace bylo definovat bakterii Pseudomonas aeruginosa a popsat

mechanismus fungovani jednotlivych drah quorum sensing systému této bakterie.

Protoze systém quorum sensing neni omezen jen na doménu bakterii, jsou v praci zminéné

mozné interakce mezi bakterii Pseudomonas aeruginosa a kvasinkou Candida albicans.

Bakterie Pseudomonas aeruginosa vystupuje jako vyznamny podminény lidsky patogen.
Rada faktori virulence vznikd v nadvaznosti na quorum sensing systém. Infekce zpisobené
bakterii Pseudomonas aeruginosa predstavuji zavazny problém. Lécbu téchto onemocnéni
znacn€ komplikuje rezistence vuci Siroké Skale antibiotik. Proto je ve vyzkumu kladen diraz
na pochopeni mechanismt, kterymi tento oportunni patogen plsobi, protoZze to je cesta

k nalezeni mozné efektivngjsi terapie.
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