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Mikrobialni perzistence: nevyhnutelna cesta ke chronicité a rezistenci?
Microbial persistence: one-way ticket to chronic infection and resistance?

Tereza Kopecka, Oto Melter

— Souhrn * Summary

Mikrobialni perzistence patii jako jeden ze zptisobil odolavani antibiotické 16¢bé mezi nejaktualngjsi témata 1ékarské
mikrobiologie. A to pfedevsim proto, Ze ji pozorujeme v jakékoliv mikrobidlni populaci, véetné té€ch, které nebyly
Zadné antimikrobidlni latce vystaveny. Jeji podstatou je pfirozend schopnost bakterilni subpopulace utlumit meta-
bolismus, a tim se vyhnout ti¢inkiim 1é¢iv. Ani antibioticka politika v pojeti, které si klade za cil prevenci rezistence,
tedy nemtiZe jejimu vzniku zabranit. V této praci citujeme i¢inné metody piekonavani perzistence, jejich vybér ale
zaleZi na individudlnim zvaZeni s ohledem na pacienta.

Persistence, as one of the mechanisms of antimicrobial treatment survival, ranks among the hot topics of medical
microbiology. We observe it in every microbial population: exposed to antimicrobials or native. It is based on
a natural ability to down-regulate metabolic processes and thus avoid the effect of the medications. This is why
antibiotic stewardship, in terms of resistance-lowering guidelines, cannot fight persistence. In this paper, we cite
other methods of persistence overcoming, but the choice is individual, with regards to the needs of the patient.
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Perzistence je jev u mikrobu zcela pfirozeny: za pfitom-
nosti vyznamné noxy se urcitd subpopulace zdmérn€ vyhne
jejimu plisobeni zpomalenim metabolismu. Vznik4 jakasi
,konzerva®, perzister, ze kterého se miiZe po obnoveni pii-
hodnych podminek reaktivovat mikrob se v§emi ptivodnimi
vlastnostmi.

Ke vzniku perzistert dochazi stile, mizeme je detekovat
v laboratofi a také se projevuji klinicky. O perzistenci se
miZe jednat tehdy, kdyZ v organismu pacienta navzdory
1é¢bé pretrvavaji mikroby, které jsou ve smyslu labora-
tornich testl k dané antimikrobidlni latce citlivé, pfipadné
kdyZ navzdory uc¢inné 1écbé dochazi k relapsim infekce
zpisobenym totoZznym mikrobem. Uvadi se i jako pricina
chronickych infekci. [1]

Perzistence je jednim z faktord, které nahravaji vzniku
rezistence, naptiklad zvySovanim spotieby antimikrobidl-
nich latek, kterd je s rezistenci spojena. [1][2] Tyto jevy jsou
ale provazdny mnohem komplexnéji. [2]

V odborné literatufe se termin ,,persistence* pouZiva
pro dva riizné fenomény: jednak pro mikrobialni perzistenci
v uz$im smyslu, tedy soubor vnitfnich molekularnich pro-
cest vedoucich k odolnosti jednotlivych mikroorganismt,
jednak jako pretrvavani infekce z diivodu pfezivani mikroor-
ganizmu v pithodném prostredi — v biofilmu, intracelularné
anebo v jiném tkrytu pfed imunitnimi mechanizmy hostitele
a pred antimikrobidlni 1é¢bou. Tyto pojmy vSak je dobré
nezaménovat.
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tenci. Na rozdil od rezistence, perzistence neni geneticky
kédovana, a to ani kratkodobé — genotyp perzistert je stale
stejny jako u ostatni fenotypicky citlivé populace. Pokud
bakterie ziskaji rezistenci, budou rezistentni i jejich dcefiné
buriky a moZnost ztraty rezistence je otdzkou do budoucnosti:
nékdy nastane, a jindy ne. ZaleZ{ to na fadé faktorti, mimo
jiné na povaze genetické struktury, ktera rezistenci kéduje.

Tolerance je dal§$im pojmem, ktery je tfeba vysvétlit:
popisuje se jako proces nejpodobnéjsi perzistenci a spociva
nikoli ve zpomaleni nebo zastaveni ristu, ale v rizné bazalni
rychlosti metabolismu uvniti mikrobilni populace. V situaci
pusobeni antimikrobialnich latek jsou pak zvyhodnény ty
buriky, které se mnoZi nejpomaleji. Zdivodnéni je jednodu-
ché: pokud maji delsi obdobi rstového klidu, kdy nepro-
bihaji Zadné pochody, ve kterych by jim antibiotika mohla
branit, ziistava jejich Zivotni styl navzdory 1écbé prakticky
nezménén. Délka obdobi ristového klidu se tak ukazuje
jako zasadni aspekt. [4] Pravé kvili tomu potfebujeme

u pomalu rostoucich mikrobt podavat antibiotickou 1écbu
po delsi dobu.

PRINCIPY PERZISTENCE

Antimikrobidlni 14tky jsou s perzistenci pevné svazané
uz v mechanizmu ucinku. Pokud se rozhodneme mikroby
eliminovat inhibici ur¢itého pochodu, ktery je v jejich
metabolismu zdsadni, pravé zde vznikd prostor pro vznik
perzistence. V mikrobidlni populaci se vyskytne nékolik
bunék, které jsou schopné ucinku antimikrobidlni latky
uniknout tak, Ze samy své metabolické pochody utlumi nebo
odlozi, a to zpisobem, ktery je neohrozi. KdyZ je pak znovu
nastartuji, daji vznik populaci se stejnymi vlastnostmi, jako
byla ta ptivodni. [5] Nejde tedy o pfimy vznik rezistentnich
kmenii. Jedna se pouze o pfechodnou fenotypovou zménu.
Nékdy se také perzistence pfirovnava k dormanci nebo
hibernaci. Dlouhodoba pfitomnost perzisterti v hostiteli
mizZe byt nepfimym diivodem pro vznik rezistence na an-
timikrobidlni 1atky.

Perzistence vici antimikrobidlnim 14tkdm neni ni¢im
vyjimecnym ani definujicim urcité druhy nebo vyssi taxo-
nomické trovné. Je obvykle epigenetickym znakem, [6]
pfirozenym vyjadfenim fenotypické heterogenity uvnitf
genotypicky homogenni populace. [7] Byla popsana u vSech
dalezitych bakterialnich patogendt, [8] i u mikromycet. Jeji
Siroky vyskyt a praktické dusledky ukazuji na to, Ze vznikla
jako evolu¢ni mechanizmus, ktery umoziioval mikroorgani-
smim prezit nepfiznivé podminky. [2]

Perzistence je nespecificky pochod a nastava nejen pfi
pusobeni antimikrobidlnich latek, ale i pfi jinych druzich
chemickych nebo fyzikélnich neptiznivych podminek, jako
je nevhodna teplota, vlhkost nebo chemické vlastnosti pro-
sttedi, ve kterém se mikrob nachézi. Pokud by ji mikroby
neumély navodit, podlehly by prvni nepfizni podminek
nebo by se musely vyzbrojit tolika specifickymi obranny-
mi mechanizmy, Ze by se jejich geneticka informace stala
neudrzitelnou. [6]

Jednou z metod, jak v laboratofi perzistery detekovat, je
tzv. TD (tolerance-detection) test. Jedna se v zdsadé o mo-
difikaci Kirby-Bauerovy diskové difuzni metody, kterd se
vyuZziva jako standardni metoda stanoveni citlivosti na anti-
biotika. Pro TD test se po odstranéni vycerpaného antibio-
tického disku na jeho misto umisti disk obsahujici gluk6zu.
[9] Ta je velmi vhodnym a snadno dostupnym oZivovacim
substratem, ktery utilizuji i mikroby s vyrazné utlumenym
metabolismem. V inhibi¢ni z6né se po standardni kultivac¢ni
dobé mohou objevit kolonie perzistert, které nebyly v dobé
odecitani inhibi¢nich z6n patrné. KdyZ kolonie vyoc¢kujeme
a stanovime citlivost této subpopulace na antimikrobialni
latky, nedetekujeme rezistenci k danému antibiotiku: profil
odpovida pivodni kultufe a stejné tak se nelisi ani genotyp
prvotni kultury a resuscitované subpopulace.

Zvlasté svizelnou problematikou je perzistence u tako-
vych nemoci, jako je cysticka fibroza. U téchto pacientl
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nachazime v biofilmu dychacich cest relativné€ vysoky podil
perzisterd. Detailné byl tento jev popsan u Pseudomonas
aeruginosa, [10] ale viddme ho i u jinych gramnegativnich
nefermentujicich tyc¢inek a dalSich bakterii. Obdobné byla
u chronickych nebo recidivujicich infekci mocovych cest
zaznamenana mutanta (v genu pro HipB) primarniho uro-
patogena Escherichia coli, kter4 taktéZ vykazuje vysokou
frekvenci perzistence uvnitf své populace. [11]

Pfic¢inou chronickych infekci ovSem nemusi byt jen
perzistence: pricinou ndlezu pretrvavajici ,,citlivé* kultury
miZe byt i selhdni laboratornich metod, kterymi odhalujeme
rezistenci. [12]

MECHANIZMY VZNIKU PERZISTENCE

Za vznikem perzistence stoji pfedevsim strategie hed-
ging, kdy uvnitf geneticky homogenni populace bakterii
vznikaji jedinci s riznou mirou exprese gent, a tedy i s riz-
nou urovni metabolismu (¢imzZ vznika tolerance) a s riznou
schopnosti metabolismus ztlumit nebo pozastavit (¢imZ
vznika perzistence). Jde o strategii obdobnou bet hedging,
kterou praktikuji investofi: aby se nezhroutil jejich balik
investic, museji investovat do riznych typti komodit, na
jednéch se da vice vydélat, jiné jsou jist&jsi. [13] Pro kazdou
potencidlni situaci ma tudiZ bakteridlni populace pfipravenou
subpopulaci, ktera v ni bude uspésna.

Dalsi zajimavou problematikou, ackoli dosud malo
probadanou, je perzistence bakterii v leukocytech nebo
erytrocytech a krevni mikrobiom obecné. Tato mySlenka je
v rozporu s klasickou predstavou o krvi jako sterilnim pro-
stfedi, proto se o jejim vyzkumu stéle diskutuje a interpretace
dat ziskanych z vyzkumu je nejistd. Nicméné pfitomnost
krevniho mikrobiomu, ktery je obdobou ptirozeného osidleni
mnoha jinych lokalit, byla opakované prokazéna. Nejedna

zisk gent
ATB+ 2°¢9
rezistence

A. REZISTENCE

citlivd populace k ATB

se ovSem o aktivni plnohodnotné mikroby, naopak jsou dor-
mantni a hovofi se i o jejich strukturdlnich abnormalitach,
napiiklad o L-formé. [14] I zde se hovofi o perzistenci,
ackoli princip jeji indukce i resuscitace bakterii je dosud
neznamy. [15]

Dals8i mozZnosti je prezivani bunék ve stavu VBNC
(viable but not culturable). Tento stav je popsan napiiklad
pfi hladovéni bakteridlni kultury, kdy cast bunék zahyne
a Cast preziva za cenu praktického vyprazdnéni cytoplazmy
a viditelného poskozeni bunécné membrany. Tyto bunky
mohou byt po obnoveni vhodnych kultiva¢nich podminek
oZiveny a vraceji se do svého normalniho fenotypu. Ackoli je

tento proces o néco drastictéjsi, v disledku je to jen odliSny
fenotyp dormance. [16]

Molekularnich cest rozvoje perzistence je ale vice.
Nejlépe popsany je systém toxin-antitoxin, ktery je zaloZeny
na riznych autodestruktivnich mechanizmech bunék a jejich
inhibici. Pro perzistenci jsou zasadni komplexy toxind,
které jsou za ptihodnych podminek inhibovany antitoxiny,
ale vZdy jsou pfipraveny k akci. Pokud dojde ke vzniku
stresové situace, antitoxin je selektivné rozloZen a dochazi
k uvolnéni aktivniho toxinu, ktery selektivné zastavi kritické
procesy v buiice, jako je déleni nebo tvorba DNA. Tim si
burika zajisti pfeZiti, jeji odlisny stav ale neni ireverzibilni:
po obnoveni pfiznivych podminek se toxiny navaZou zpét
a metabolické procesy v buiice se obnovi.

V perzisterech pozorujeme na molekularni trovni také
zmény antioxida¢ni ochrany, ochrany nebo oprav DNA,
fosfatového metabolismu, vyuZivani alternativnich zdroja
energie nebo degradaci vlastnich makromolekul. [17]

Mikroby nenavozuji perzistenci jen spontdnné — stochas-
ticky, ale jejich switch miZe byt aktivovany i prostfednictvim
quorum sensing. Ten predstavuje komunikacni systém, v némz

Voo = %08 = Yege

rezistentni populace

K ATB rezistentni populace k ATB

B. PERZISTENCE

citlivd populace k ATB s vyskytem
ojedinélychperzister(

odolna populace
k ATB

citlivd populace k ATB s vyskytem
ojedinélychperzisterQ

C. TOLERANCE

citlivd populace k ATB

Ubo=+ w0 => By

odolna populace

K ATB citlivd populace k ATB

Diagram: Rezistence mikroorganizmu k antibiotikiim (ATB) je vétsinou determinovand ziskem genli rezistence a populace ma po vysazeni ATB nadale rezistentni fenotyp (A) . Perzistence, ktera je vétSinou
zplsobena pritomnosti nékolika perzistentnich bunék v mikrobiélni populaci. Po vystaveni U¢inki ATB se stava celd populace odolna k antibiotikiim a po jejich vysazeni se stava opét citliva k ATB s nékolika
perzistentnimi burikami (B). Tolerance je nejcastéji zplisobend dlouhobému vystaveni mikrobiélni populace ATB a po jejich vysazeni dochdzi ke konverzi populaci na populaci citlivou k ATB (C). Diagram neni
schopen schématicky postihnout vSechny zndmé vztahy v mikrobidlnich populacich nap. vyskyt perzisterl k nékolika ATB.
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si mikroby preddvaji chemické signaly, vedouci ke zméné
exprese gend, véetné gend perzistence, kterych je cela fada.
MiZe tak pravdépodobné vznikat i tzv. multidrug persistence,
neboli perzistence vici vice antimikrobidlnim latkam. [12][18]

PERZISTENCE A LECBA

Antimikrobidlni 1é¢ba zdaleka vzdy neni tak Gi¢inn4, jak
bychom si pfali. Pri¢inou mize byt napfiklad nespravna
volba vzhledem k ptivodci infekce (pfirozena rezistence),
nizk4 davka, nedostatec¢nd penetrace do infikovaného pro-
storu, rezistence, perzistence nebo tolerance.

Rezistenci dokaZeme monitorovat fenotypoveé i genoty-
pové, zndme charakteristiky nejcastéj$ich typl a dokaZeme
pfijimat konkrétni opatfeni: cilené vySetfovat, pouZivat
bariérova opatfeni k prevenci Sifeni rezistentnich kmeni,
a predevsim pfizpusobit pfistup k antimikrobidlnim latkam,
abychom efektivné 1é¢ili/dekolonizovali, nevytvareli zbytec-
ny tlak a neselektovali rezistentni kmeny. Vzniku tolerance
branime pfedevsim prodlouZenim antibiotické 1é€by. Co si
ale pocit s perzistenci?

Pfi hledani redlnych feSeni je tfeba opustit izolovany
model perzistence jako takové a nezapominat na biofilm, pre-
trvavani mikrobt za biologickymi bariérami, otdzku nizkého
prokrveni nékterych lokalit (zvlasté v podminkach zanétu)
apod., protoZe tyto faktory pfispivaji ke vzniku faktické
perzistence ve smyslu pfetrvavani mikroba v organismu.

Odstranéni infek¢niho fokusu neni vZdy mozné, zvlasté
pokud infekce postihuje vetsi ¢ast Zivotné dilezitého organu.
Pfi eliminaci biofilmu je prosp€$né odstrafiovani utvard,
které jsou jim potaZeny, zejména cizorodych materiald, jako
jsou katétry, implantaty apod. To 1ze nékdy provést velmi
snadno, ale jindy (jako u nenahraditelnych implantatt) to
neni mozné viibec. Proto v praxi pouZivame také antibiotika,
ktera dokdZou do biofilmu pronikat a v ném ucinkovat proti
jednotlivym mikrobiim nebo dokonce zabratiovat jeho celko-
vé funkci, coz plati predevsim o rifampicinu, daptomycinu
a tigecyklinu. [19]

DalSim feSenim je kombinace antibiotik. Pfi piisobeni
riznych stresor se vytvafeji perzistefi z riiznych bunék
uvnitf populace, a proto mtizeme jejich vzniku zabranit tim,
7e pouZijeme dvé a vice antimikrobidlnich latek s odliSnym
mechanizmem Uc¢inku najednou. [8] Je ov§em zndmo, Ze
antibiotické kombinace maji sva tiskali. A témi je pfedevsim
pozadavek, aby kombinace byla indikovana (jako naptiklad
Ppri sepsi), protoZe jinak mize usnadiiovat vznik rezistence.
[3] Tomuto riziku je nanejvys vhodné se vyhnout, protoZe
vznik rezistentnich kmend situaci nevyresi.

Dalsi moZnosti je vyuZiti nékteré z ,,budicich strate-
gii. Né&které latky totiZ ukdzaly v experimentu schopnost
dormantni bakterie aktivovat a vyrazné zvysit jejich citli-
vost na antibiotika, napftiklad cis-decenova kyselina, [20]
v experimentech pak i cukry jako manitol. Jejich prakticky
potencidl je zatim nezndmy, ale nabizi se jako jedna z moz-
nosti pfidavkt k antibiotické 16¢bé.

Dalsi moZnosti navozeni aktivace je pferuSované
podavani antibiotik, které vede k tomu, Ze se aktivovanym
dormantnim buiitkdm nedafi perzistenci navodit opakované.
Tato metoda je ovSem problematicka z hlediska stanoveni
efektivniho protokolu. [12] Toto feSeni spatfilo svétlo svéta
jako prvni uz ve Ctyficatych letech 20. stoleti, kdy byla
perzistence objevena [8], a ukazuje se jako jedno z nejsnaze
proveditelnych.

U tuberkuldzy je specificky k hubeni perzisteri ur¢eny
pyrazinamid. Na rozdil od ostatnich antibiotik, ktera inhibuji
tvorbu bunééné stény, proteind nebo nukleovych kyselin, py-
razinamid inhibuje produkci energie a proces trans-translace,
ktery recykluje ribosomy a degraduje toxické proteiny, které
vznikaji béhem stresu. Pravdépodobné inhibuje i syntézu
koenzymu A, které je zasadni pro preZiti perzisterd M. tu-
berculosis. [17] Tato strategie by méla byt vzorem pro vyvoj
novych antibiotik, aby byla moZna cilend inhibice perzistera
i u jinych bakterialnich druht.

Dal$i moZnosti je povzbudit Gc¢inek nékterého
z dostupnych antibiotik pfidanim sloZky, kterd by na-
pomadhala hubit perzistery. Napiiklad aspirin, ibuprofen
nebo Zelezo timto zptisobem zvySuji aktivitu pyrazinamidu
vuci M. tuberculosis. [17]

A zasdhnout je moZné i na strané pacienta, tedy povzbu-
dit imunitni systém, aby se s perzistery vyrovnal sim. To je
mozné jednak pomoci imunomodulaénich cytokinil, jednak
pomoci vakcin, které by obsahovaly specifické antigeny
nejen metabolicky aktivnich, ale i perzisterovych kmenti
bakterii. [17]

Nepodkrocitelnou podminkou pro preziti mikrobd je
uritd mira celistvosti cytoplazmatické membrany, proto
byla jako metoda eliminace perzistorti navrZena lécba po-
moci polymyxinovych antibiotik, antimikrobialnich peptidi
nebo jinych latek, které narusuji integritu dileZitych mem-
branovych proteinti. Kandidatskych latek je mnoho, oviem
jejich prakticka vyuzitelnost neni vzdy ideédlni vzhledem
k neZzddoucim tG¢inkiim pro pacienta. [8].

Mikrobidlni perzistence je v mnoha ohledech obdobna
perzistenci rakovinnych bunék, proto se mikrobiologie a on-
kologie mohou navzijem inspirovat a posunout perspektivu
svych pacientii ke skute¢né kurativé. [21]
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