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1. Uvod

Pseudomonas aeruginosa (PA) je gramnegativni,
heterotrofni, tycinkovitd bakterie, kterou lze izolovat
z vody a pudy, kde se mimo jiné podili na biodegradaci
polycyklickych aromatickych uhlovodika'. U &lovéka neni
prfirozenou soucasti stfevni mikrobioty, nicméné se muze
vyskytovat v hornich cestich dychacich nebo na kuzi’.
Jako oportunni patogen zptsobuje akutni chronické infek-
ce vcetné pneumonie, meningitis, abscesu, infekce kiize,
mocovych cest, kosti a kloubli, mekkych tkani
a bakteriémii’. Riziko vzniku pseudomonadové infekce
zvysuje dlouhodoba hospitalizace pacientl, zavedeni inva-
zivniho vstupu, uzivani Sirokospektrych antibiotik, pokro-
¢ily vék pacienta a hospitalizace na oddéleni JIP (jednotka
intenzivni péce). Obzvlast ohrozenou skupinou jsou chro-
ni¢ti a imunokompromitovani pacienti, mezi které patfi
diabetici, osoby s cystickou fibrozou (CF), onkologicti
pacienti, HIV pozitivni pacienti a lidé po transplantaci®.
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Samotny pribéh infekce zavisi mimo zdravotniho stavu
pacienta také na virulenci a urovni rezistence PA, které se
napfi¢ izolaty znaéné lisi’.

2. Quorum sensing

Na bakterie 1ze nahliZet jako na velice spolecenské
organismy, které jsou schopny vzdjemné socialni interak-
ce. Bakterialni komunikace probiha pomoci jednoduchych
a membranové difuznich signalnich molekul uvoliova-
nych do bezprostiedniho okoli buiiky. Tato forma komuni-
kace se nazyva ,,quorum sensing® (QS) a jeji efekt je pod-
minén dosaZzenim prahové koncentrace signalnich mole-
kul, které bakterie docili az v populaci o vysoké hustote.
Aktivace regulacniho mechanismu QS ovlivituje genovou
expresi a tvorbu uréitého fenotypu, které jsou klicové pro
schopnost bakterie prospivat v konkurenénim prostiedi,
modulaci produkce faktorii virulence a adaptaci na meta-
bolické pozadavky Zivota v komunit&*®”. Celkové je systé-
mem QS regulovano témét 10 % genomu PA*’.

PA disponuje ¢tyfmi hierarchicky propojenymi sys-
témy QS pro mezidruhovou komunikaci, a to las, rhl, pgs
a igs, pricemz systém las je ostatnim systémum nadifazeny.
Hierarchie systémi je vSak do jisté miry variabilni
a v zavislosti na stresu a podminkach prostfedi dochazi
k jejimu uzpisobeni. QS systémy reguluji tvorbu biofilmu
a genovou expresi faktor virulence véetné elastasy, exo-
toxinu A, pyocyaninu, lipasy, pyoverdinu a lektint®.

2.1. Systém las a rhl

Signalni kaskady /as a rhl jsou obdobné a komunikaci
v téchto systémech zprostfedkovavaji acyl-homoserinové
laktony, konkrétné  3-oxo-N-[(3S)-tetrahydro-2-oxo-3-
-furanyl]-dodekanamid (OdDHL) v fidicim systému las
a N-[(35)-2-oxooxolan-3-yl]butanamid (BHL) v systému
rhl. Obecné jsou OdDHL a BHL oznacovany jako autoin-
duktory, protoze po vazb¢ s piislusSnymi receptorovymi
proteiny LasR a RhIR iniciuji produkci vlastnich synthas —
LasI a Rhll. Komplexy LasR-OdDHL a RhIR-BHL se
nasledné poji s konzervativnimi /as-rhl boxy umisténymi
v promotorech cilovych gent, ¢imZ zahajuji jejich expresi.
Nekteré geny jsou dobie aktivovany obéma komplexy,
u nékterych je ale k transkripci vyzadovan signal pouze
jednoho z nich®'°.

Komplex LasR-OdDHL mimo jiné indukuje produkci
RsalL, ktery ptsobi jako transkripni represor obousmérné-
ho promotoru rsal-lasl. Vazba Rsal na promotor rsaL-lasl
inhibuje expresi obou gentl, ¢imz je potlacena pozitivni zpét-
novazebna regulace a dochazi k ustaleni hladiny OdDHL.
V piipadé soucasné vazby komplexu LasR-OdDHL s RsaLL
na promotor pievazuje aktivita represoru nad funkei akti-
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vatoru. Mimo dal§i regulacni proteiny las a rhl systému,
vyuziva PA k vyrovnani hladiny acyl-homoserinovych
laktonti ,,quorum quenching® enzymy, které¢ degraduji
autoinduktory pfimo. Termin ,,quorum quenching” je
obecné uzivan pro strategie potlacujici systém quorum
sensing”'’.

2.2. Systém pgs

Mezibunééna komunikace pgs systému je zalozena na
chinolonu, konkrétné na 2-heptyl-3-hydroxychinolin-4-
(1H)-onu pojmenovaném jako ,,pseudomonas quinole sig-
nal“ (PQS). Kratce po interakci PQS s receptorem PgsR je
zahdjena regulace systému. Prvni krok biosyntézy PQS
iniciuje PqsA neboli anthranilat-CoA-ligasa, kteréa aktivuje
anthranilat za vzniku anthraniloyl-CoA. Pfeménu anthranila-
tu zaclenénim kyseliny 3-oxodekanové na 2-heptylchinolin-
-4(1H)-on (HHQ) zprostiedkovavaji 3-oxoacyl-(acyl pre-
nasejici protein)-synthasy. Naslednym piasobenim PqsH
neboli flavin-dependentni monooxygenasy dochazi k hyd-
roxylaci HHQ v poloze 3 a tim k zavrSeni biosyntézy PQS,
ktery indukuje expresi pgsABCDE. Expresi mlize zahdjit
rovnéz HHQ, ale s pfiblizné 100krat mensi G€innosti nez
PQS (cit.).

2.3. Systém igs

Posledni z dosud popsanych QS komunikacénich sys-
témi PA je IQS (integrovany ,,quorum sensing“ signal).
Bakterie mtize tento systém vyuzit k ¢astecnému nahrazeni
hlavniho systému las za stresovych podminek, kterym je
vystavena v prubéhu infekce, napiiklad z diivodu nedosta-
te¢ného mnozstvi fosfati. Signalni molekulou systému je
2-(2'-hydroxyfenyl)-thiazol-4-karbaldehyd’, vedlejsi pro-
dukt biosyntézy nebo degradace sideroforu pyochelinu''.

3. Biofilm

PA disponuje dvéma mody zptisobu ristu, a to plank-
tonni rdst nebo povrchové vazany rist v biofilmu. Byt
soucasti biofilmu poskytuje bakterii benefity mnohobunéé-
ného zplisobu Zivota a umoziiuje mikroorganismu koloni-
zovat riizna prostfedi ¢i prekonat fadu stresovych podmi-
nek. Oproti planktonnim bunkam zvySuje pobyt bakterie
v komunité Sance na pieziti pii nedostatku zivin, dehydra-
taci, zméné¢ pH nebo pfi napadeni bakteriofagy. Béhem
infekce jsou buiky biofilmu chranény proti imunitnimu
systému hostitele a pfed ptisobenim antibakteridlnich latek
v&etnd biocid, oxidagnich latek a antibiotik'2.

Odolnost proti puasobeni antimikrobidlnich latek
v biofilmu je zajiSténa kombinaci n¢kolika faktord vcetné
zpomaleného rlstu, pfitomnosti perzistentnich bunék, zvy-
Sené produkce ,.efluxnich pump“ a omezenou penetraci
antimikrobidlnich latek skrz extracelularni matrix obsahu-
jici vodu a extraceluldrni polymerni substanci (EPS)'.
EPS zaujima 50 az 90 % celkové organické hmoty biofil-
mu a obsahuje polysacharidy, proteiny, glykoproteiny,
lipidy, extracelularni nukleové kyseliny a huminové lat-
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ky". V matrix biofilmu se také mohou hromadit extracelu-
larni enzymy inaktivujici antibiotika jako naptiklad sekre-
tované B-laktamasy. Odolnosti pfispivé i rozdilnd metabo-
lickd aktivita bunék biofilmu. Uginek n&kterych antibiotik,
jako vétSiny laktamil a aminoglykosidt, je spojen s riistem
bakterii, zatimco polymyxiny jsou U€innéjsi proti pomalu
rostoucim bakteriim'*. Buiiky vngjsi vrstvy biofilmu, které
maji pfistup k zivinam, jsou metabolicky aktivni, zatimco
buniky ve vnitfni vrstvé maji metabolickou aktivitu utlume-
nou. Uvadi se, Ze bakterialni buniky biofilmu jsou ve srov-
nani s planktonni formou vic¢i antibiotikim 1000krat az
3000krat odolngjsic.

4. Biciky a pili

Pili a biciky jsou dilezité nejenom pro pohyb, ale
také hraji roli pfi rozvoji infekce. Monotrichalni bi¢ik PA
je nezbytnou soucasti chemotaxe, iniciuje zanétlivou reak-
ci a mlze zprosttedkovat pocatecni interakci
s membranami epitelidlnich bun&k®". Pili zprosttedkova-
vaji samotnou adhezi k bunkam epitelu, ale i k dalSim
povrchiim a jejich vazba je povazovana za kliovy krok
pro vznik biofilmu'~.

5. Sekrece proteinii

Zavaznost samotné infekce PA je v pfimém vztahu se
sekreci exoenzymd, které zptsobuji poskozeni tkdné hosti-
tele a umoziuji invazi, $ifeni a rozvoj chronické infekce”.
Celkové bylo v PA identifikovano pét systémui sekrece
proteind (typ L, IL, 11, V a VI)!, typ IV se v PA nenachazi'®.

Sekreénim typem I (T1SS) je u PA produkovana alka-
lické proteasa AprA a protein HasAp. AprA je jako vétSina
sekretovanych proteas faktorem virulence. Protein HasAp
véze hem z hemoglobinu, ¢imz bakterie pfekonava velmi
nizkou koncentraci iontl Zeleza v hostiteli. V této souvis-
losti je HasAp pravdépodobné klicovou slozkou preziti PA
v ranych stadiich infekce'”.

Sekreéni typ II (T2SS), rovnéz oznacovany jako
obecna sekre¢ni draha, zajist'uje translokaci velkych exo-
proteint pfipravenych v periplasmé pies vnéjsi bakterialni
membranu'. Mezi vyluéovanymi proteiny jsou hydrolytic-
ké enzymy jako pseudolysin, Las elastasy, proteasa IV,
alkalickd proteasa, fosfolipasa H, lipolytické enzymy
a exotoxin A. LasB degraduje kolagenni a nekolagenni
proteiny hostitele, narusenim fyzickych bariér umoznuje
Sifeni infekce a inhibuje chemotaxi monocytd, ¢imz se PA
brani fagocytdze a prezentaci bakterialnich antigend hosti-
telskému imunitnimu systému. Proteasa typu IV chrani PA
béhem infekce degradaci hostitelskych povrchové aktiv-
nich proteint A a D, ¢imZ inhibuje asociaci bakterie
s alveolarnimi makrofagy a rovnéz muze degradovat imu-
noregulacni proteiny véetné komplementu, imunoglobuli-
ni, fibrinogenu, plasminogenu a antibakteridlnich pepti-
di®. Alkalicka proteasa degraduje proteiny komplementu
hostitele, fibronektin a bakteridlni monomer flagelinu,
ktery nasledné nemtze byt rozeznan toll-like receptorem 5



Chem. Listy /75, 644—650 (2021)

(TLRS) a PA tak neaktivuje vrozeny imunitni systém hos-
titele'®. Fosfolipasa H a lipolytické enzymy §t&pi povrcho-
vé aktivni lipidy a fosfolipidy membran hostitelskych bu-
nek, ¢imz dochazi k zvySeni povrchového napéti, které
miliZe vyustit az k lyzi napf. erytrocytil. Exotoxin A inakti-
vuje elongacni faktor 2, ¢imZ je pferuSena proteosyntéza
a nastava smrt napadenych bungk'*?°.

Sekrecni typ III (T3SS) je zabudovany ve dvojité
membrané PA a fidi vstfikovani efektorovych proteind
pfimo do cytosolu nebo membrany hostitelskych bunék,
¢imZ podporuje bakteridlni invazi a kolonizaci. Tento sys-
tém je rovnéZ urcujici faktor virulence, ktery je v pfimém
vztahu s akutnimi infekcemi a zvySenou mortalitou.
V zavislosti na kmenu byly v PA identifikovany ctyii kli-
cové efektory (ExoU, ExoT, ExoS a ExoY), které mohou
po vstiiknuti zpasobit rychlou smrt hostitelské buiiky'~.
Role v patogenité T3SS neni pfesné znamd, znesnadiiuje
vSak hojeni ran, ¢imZ usnadiluje invazi a Sifeni PA. Efek-
tor ExoU je vysoce u¢innd fosfolipasa zptisobujici do 1 az
2 hodin rychlou nekrotickou smrt eukaryotnich bun¢k
v dusledku nevratného poskozeni biologickych membran.
ExoT je bifunk¢ni toxin sloZzeny z GAP proteinu stimuluji-
ciho aktivitu GTPasy G proteinu a ADPRT neboli ADP-
ribosyltransferasy, jejimz vlivem dochézi k bunécéné smrti
podobné apoptdze. Spolecnou aktivitou GAP a ADPRT
dochézi ke zméné cytoskeletarniho aktinu, blokaci bunéc-
ného déleni ve fazi cytokinese a inhibici migrace, adheze
a proliferace bunék, coz zpusobuje blokaci fagocytozy
a naruseni epitelidlnich bariér pro snazsi Sifeni infekce.
ExoS je rovnéz bifunkéni toxin s GAP a ADPRT aktivitou.
Utinek ADPRT zpiisobuje nekrozu a apoptozu hostitel-
skych bun¢k, naruSuje aktin cytoskeletu, ¢imz je usnadnén
prunik PA skrz bariéry epitelu, inhibuje syntézu DNA,
vezikularni transport a endocytdézu. V porovnani s ExoT
nastava pii pusobeni efektoru ExoS bunééna smrt vyrazné
rychleji. Posledni ze 4 zminénych efektorti ExoY je adeny-
latcyklasa obsahujici dvé domény, které vazou ATP. Po
injekci ExoY do sav¢ich bunék dochdzi ke zvySeni intrace-
lularni koncentrace cAMP, coz ma za nasledek naruSeni
aktinu cytoskeletu, inhibici pfijmu bakterii hostitelskymi
buiikami a zvy$eni permeability endotelu®.

Sekreéni typ V (T5SS), znamy také jako autotrans-
portni systém, slouzi k uvolnéni faktorti virulence zacile-
nych proti eukaryotnim butikam a podili se na adherenci
bun¢k a tvorbé biofilmu. Prostfednictvim tohoto systému
je u PA produkovana lipasa ze skupiny proteinti podob-
nych patatinu, ktera degraduje membrany hostitelskych
bun¢k a mize iniciovat infekci. T5SS systém ptisobi rov-
néz proti konkurenénim druhim bakterii prostfednictvim
inhibice riistu podminéné kontaktem?'.

Posledni sekreéni typ VI (T6SS) vyuziva k distribuci
efektorli mechanismus podobajici se kontraktilnimu bi¢iku
bakteriofaga, jehoz hrot napoméha penetraci membran
cilovych bungk?. T6SS obsahuje §iroky repertoar antibak-
teridlnich efektorti, které poskytuji PA vyhodu v rdmci
vnitrodruhové a mezidruhové kompetice. I kdyz je podpo-
ra adaptace a pfeziti v odlisnych bakterialnich spolec¢en-
stvich pravdépodobné primarni funkci systému, T6SS se
podili rovnéZ na infekci eukaryot a efektory PIdA, PldB
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nebo TplE ucinkuji jak na prokaryotické, tak eukaryotické
bunky?.

6. Chelatace iontu Zeleza

Jako vétSina organismt vyzaduje i PA pro svij rist
ionty Zeleza. Vyuziva k tomu rtizné strategie, jejichz apli-
kace je zavisla na typu infekce. Jednou z moznosti zisku
iontll Zeleza je produkce sideroforli pyoverdinu a pyocheli-
nu, které specificky chelatuji Fe** ionty. Pyoverdin je kro-
mé sideroforu navic signalni molekulou, protoZe spousti
produkci dvou efektord, konkrétné proteasy PrpL a exoto-
xinu A. Jeho produkce je tak pravdépodobné nezbytna
k rozvoji akutni infekce a podporuje tvorbu silnych a zra-
Iych biofilmi. Druhy ze sideroforti, tedy pyochelin, ma
oproti pyoverdinu vyrazné nizsi afinitu k iontim Zeleza.
Chelataci iontil zeleza zahajuje PA nejprve produkci pyo-
chelinu a az kdyZ je koncentrace téchto iontl skute¢né
nizka, prechazi na produkci pyoverdinu. Opakovana oxi-
dace a redukce v komplexu pyochelin-zelezo zptisobuje
oxidaéni poSkozeni a zanét. Rozsah poSkozeni zavisi na
pfitomnosti dal$i extracelularni prozanétlivé slouceniny
pyocyaninu. U chronickych infekci se pyochelin podili na
rozvoji pretrvavajiciho zanétu. Alternativné se mize PA
uchylit k ,,piratstvi sideroford* a utilizovat siderofory ji-
nych mikroorganisma?**.

Zdrojem iontd Zeleza muize byt pro PA také prostetic-
ka skupina hemoproteinii hem, z které jsou ionty odéerpa-
ny prostfednictvim systétmu Has a Phu. Hem se
v organismu nenachazi voln¢, protoze je vysoce hydrofob-
ni, diky ¢emuz se sdruzuje s membranami, kde podporuje
neenzymové redoxni reakce. Hem proto musi byt
z hemoproteind nejprve extrahovan. V ptipadé Phu systé-
mu dochazi k extrakci ptimo receptorem PhuR umisté-
nym na vnéj$i membrang, zatimco systémem Has je hem
z hemoproteinu extrahovan vylu¢ovanym hemoforem
HasA a vznikly komplex HasA-hem je nasledné rozpoznéan
receptorem HasR*,

V mikroaerobnim nebo anaerobnim prostiedi, které-
mu je PA vystavena napftiklad v plicnim sputu u pacientd
s CF, kde vytvaii biofilm, vyZaduje bakterie transport zde
stabilnich a pfevazujicich Fe*" iontd. Ty pravdépodobné
difunduji vn&jsi membranou a do cytoplasmy jsou trans-
portovany FeOABC systémem. Samotnou absorpci iontil
zeleza v biofilmech umoziuji fenazinové slouceniny pyo-
cyanin a jeho prekurzor kyselina fenazin-1-karboxylova,
které redukuji Fe'* vazany na hostitelské proteiny®*. Pyo-
cyanin navic zpusobuje v respiraénim traktu cilidrni dys-
funkci, pisobi prozanétlivé, poskozuje katalasu a mito-
chondrialni transport elektront a chrani PA pted reaktivni-
mi formami kysliku a dusiku produkovanymi fagocytujici-
mi buiikami b&hem infekee”.

7. Lipopolysacharidy

Lipopolysacharidy (LPS) jsou dulezitou soucasti
vngj§i membrany gramnegativnich bakterii véetné PA.
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Podili se na antigenicité, vzniku zanétlivé reakce, transpor-
tu molekul do vnéjSiho prostiedi, zprostiedkovavaji inter-
akci s antibiotiky a tvofi konstrukéni slozku biofilmu, kde
se podili na bakterialni adhezi, adherenci a viskoelasticité.
Mimoto zvySuji negativni ndboj builky, ¢imZ piispivaji ke
strukturni integrit¢ a chrdni membranu pfed G¢inkem riiz-
nych chemikalii. LPS jsou tvofeny tfemi typickymi domé-
nami — lipidem A zakotvenym v membran¢, jadrem LPS
a specifickym O-antigenem. Obecné se jedna o vyznamny
faktor bakterialni patogenity a imunitni odpovédi hostitele,
jehoz uginek zavisi na citlivosti pacienta a struktuie®.

Lipid A je sloZzen z N- a O- acylovaného diglukos-
amin-difosfatu [4-P-B-D-GlepN"-(1—6)-a-D-GlepN-(1—P)]
s variabilnim poc¢tem primarnich acylovych skupin a ty-
pem mastnych kyselin substituujicich primarni a sekundar-
ni acylové skupiny. Pocet, poloha a povaha vazanych acy-
lovych skupin se mize lisit v zavislosti na kmenu, zdroji
izolace a podminkach rustu bakterie. Lipid A zodpovida
v LPS za toxicitu. Jeho modifikace miize pozménit n&které
vlastnosti ~ bakteridlni  patogenity  jako  citlivost
k polymyxinim, kationtovym antimikrobiadlnim peptidim
nebo zanétlivé vlastnosti, které ovliviwuji pribéh infekce’.
Hostitel se u¢inkim lipidu A brani jeho rozpoznanim po-
moci komplexu TLR-4 slozeného z TLR-4 receptoru
a dvou koreceptori MD2 a CD14 (cit.®). Lipid A piipoje-
ny k CD14 miZe v pfitomnosti kofaktoru MD2 interagovat
s doménami TLR-4, ¢imZ dochézi k aktivaci transkripc-
nich faktord, zejména pak NF-kB, ktery prostupuje do
jadra a podporuje produkci prozanétlivych cytokint, jako
jsou interleukiny IL-1, IL-6, IL-8 a tumor nekrotizujici
faktor a, jejichz produkce muze vyustit az v endotoxicky
Sok. Odezva zprostfedkovand TLR-4 je siln€ zavislad na
stupni acylace lipidu A. Obecné je pln¢ hexa-acylovany
lipid A spojen se silngjsi zanétlivou reakei, zatimco nizsi
hladina acylace snizuje buné¢nou odpoveéd a produkci
prozanétlivych cytokini®.

Oligosacharidové jadro je rozd€leno na vnitini a vnéj-
§i a propojuje lipid A s O-antigenem. Vnitini jadro PA
obsahuje  3-deoxy-D-manno-okt-2-ulosonovou kyselinu
kovalentné pfipojenou k nékolika zbytkliim L-glycero-p-
-manno-heptosy. Vnéjsi jadro je slozeno z galaktosaminu,
glukosy a rhamnosy. Sacharidy tvofici jadro jsou silné
fosforylovany. Negativni naboj fosfati stabilizuje mem-
brénu prostiednictvim interakce s dvojmocnymi kationty®.

Vngjsi ¢ast LPS tvofi variabilni polysacharidova
doména oznaCovana jako O-antigen, kterd urCuje antigenni
specifitu a sérotyp PA. Syntéza O-antigenu probiha oddeé-
lené od jadra spojeného s lipidem A a ke komplexu je pfi-
pojen az pozdgji. Z tohoto diivodu nemusi kazda molekula
LPS obsahovat O-antigen, oba typy LPS jsou vsak expor-
tovany na povrch bakterie. Vysoka variabilita O-antigenu
mize byt vyuzita k vnitrodruhové Kklasifikaci neboli
O-sérotypizaci. Heterogenita O-antigenu je zpusobena
rozdilem v opakujicich se cukernych jednotkach, vazbach
mezi nimi nebo pfitomnosti postranniho fetézce. PA mize
soucasné produkovat dva typy O-antigenu, a to b&zny
polysacharidovy antigen (CPA) a O-specificky antigen
(OSA). CPA obsahuje konzervativni homopolymer se-
stavajici z —3)p-Rha(al—3)p-Rha(al —2)p-Rha(al—

647

Referat

o obvyklé délce 70 jednotek, zatimco OSA je variabilni,
stimuluje silnou imunitni odpovéd a mize byt vyuzit
k segregaci PA pomoci O-specifickych protilatek do mno-
ha skupin®®. Na zakladé O-sérotypizace bylo identifikova-
no nejméné 20 hlavnich sérotypt (O1 az 020)".

8. Rezistence

Rezistence je dle Magiorakose a spol.”’ rozdélena na
tfi Grovné, a to multirezistenci (MDR), pfi které je bakteri-
alni kmen necitlivy alespont k jedné latce ze tii riznych
skupin antibiotik, extenzivni rezistenci (XDR), u které je
izolat necitlivy alespon k jedné latce témét ze vSech antibi-
otickych skupin s vyjimkou dvou, které zistavaji v citlivé
kategorii, a panrezistenci (PDR), kterou popisuje jako
necitlivost ke vSem antibiotikim ze vSech skupin. Diky
pfirozenym, ziskanym a adaptivhim mechanismiim rezis-
tence muze PA nepfetrzité zvySovat svoji odolnost a branit
se pusobeni antimikrobialnich latek vyvijejicich selekéni
tlak na vznik rezistence'*.

8.1. Mechanismy ptirozené rezistence

Divoké kmeny PA jsou v porovnani s ostatnimi kme-
ny gramnegativnich bakterii pfirozen¢ méné citlivé
k vétsin¢ antibiotik. VdeECi za to predevsim nizké propust-
nosti vnéj§i membrany, ktera plsobi jako selektivni bariéra
absorpce antibiotik a jejiz propustnost je napiiklad ve
srovnani s E. coli 12-100krat niz§i'*. Ve vn&j$i membrané
jsou vmezeteny porinové kanaly OprF, které jsou pficinou
velkého vylucovaciho limitu PA pro hydrofilni latky, ale
pfi transportu antibiotik jsou neuginné**. Dalsi porinové
kanély, jako OprD a OprB, umoziiuji transport malych
molekul zhruba o velikosti antibiotik. Alternativn¢ mohou
byt antibiotika absorbovéana prostfednictvim specifickych
porind™, samovolnym p¥ijmem po expozici polykationto-
vym antibiotikim® nebo piijmem hydrofobnich molekul
skrz dvojvrstvu vn&j§i membrany®'.

I ptes nizkou permeabilitu vné&j$i membrany, kterd se
vyrazné podili na sniZeni pfijmu antibiotika patogenem,
dochézi k ustaleni rovnovahy hydrofilnich latek na obou
stranach membrany v fadu nékolika sekund. Proto je ucin-
nost prirozené rezistence zavisla na dalSich pfirozenych
nebo adaptivnich mechanismech rezistence vyuZzivajicich
snizeného prichodu antibiotika skrz vnéjsi membranu,
jako produkce AmpC B-laktamasy zptsobujici enzymovou
inaktivaci fady PB-laktamd. Rychlost odtoku se odviji od
miry pfirozené nebo indukované produkce ,.efluxnich
pump®, zejména skupiny RND (resistance-nodulation-cell
division)'*. U PA bylo celkové identifikovano 12 RND
»efluxnich pump*, z nichz nejlépe je charakterizovany
systém MexAB-OprM, ktery se podili na vysoké antimi-
krobialni rezistenci biofilmu’.

8.2. Mechanismy ziskané rezistence

Jednou z moznosti vzniku ziskané rezistence je hori-
zontalni pienos genl. U horizontalniho pfenosu rozliSuje-
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me tfi zakladni mechanismy, jimizZ mohou byt z okoli pfi-
jaty useky DNA obsahujici informaci o rezistenci — kon-
jugace, transformace a transdukce. Prenesenymi useky,
které mohou rezistenci kodovat, jsou naptiklad plasmidy,
transpozomy, integrony nebo profigy. U PA ovliviiuje
horizontélni pfenos zejména rezistenci k aminoglykosidim
a B-laktamtim. Jako piiklad 1ze uvést pienos genu koduji-
ciho produkci enzymu, jehoz u¢inkem dochazi k chemické
modifikaci struktury aminoglykosidu, ¢imz je sniZena jeho
afinita k 30S ribosomdlni podjednotce. Prostfednictvim
plasmidu muze PA rovnéz rozsitit své ptirozené enzymové
vybaveni zahrnujici pB-laktamasu AmpC o dalsi enzymy
hydrolyzujici B-laktamovy kruh penicilinti a cefalosporind.
Velmi znepokojujicim jevem je Sifeni plasmidi kodujich
sirokospektré B-laktamasy (ESBL) a metalo-B-laktamasy
(MBL) se schopnosti inaktivovat karbapenemy .

DalSim typem ziskané rezistence je modifikace chro-
mosomalni genetické informace. Frekvence vzniku spon-
tannich mutaci se u jednotlivych typa antibiotik 1isi a za
ur¢itych podminek, napifiklad v pfitomnosti mutagenu
nebo béhem rlstu bakterie v biofilmu, mize dojit ke zvy-
Seni mutaéni rychlosti'*. U PA vystavené piisobeni ciprof-
loxacinu bylo pfi ristu v biofilmu ve srovnani
s planktonnimi bunkami pozorovano az stopétinasobné
zvySeni frekvence vzniku mutace vedouci k rezistenci. Ke
zvySeni mutability v biofilmu dochdzi pravdépodobné
z divodu ubytku antioxidacnich enzymt pii tomto typu
riistu, coZ ma za nasledek &ast&j3i poskozeni DNA (cit™).
U hypermutabilnich kmenli s mutacemi v genech zapoje-
nych do oprav chyb pfi replikaci dochazi ke zvySeni frek-
vence vzniku mutace az 70krat. U takovych bakterii mtize
vzniknout rezistence na nékolik rliznych antibiotik. Mezi
silné  hypermutatory patii kmeny s mutacemi
v mutatorovych genech mutlL a mutS, které jsou bézné
identifikovany u pacientii s CF (cit').

Mezi mutace, které ¢ini infekce PA jen obtizné 1€¢i-
telné, patii ty, které vedou k nadmérné produkci
»efluxnich pump®, snizenému piijmu antibiotik, hyperpro-
dukci B-laktamas a strukturnim zméndm antibiotického
cile. Velmi dulezitym mechanismem je napiiklad mutace
vedouci k opétovné produkei ,efluxnich pump* MexAB-
OprM a MexCD-Opr] a nadmérné produkci MexXY-
OprM, ktera u klinickych izolath PA zajistuje rezistenci
k aminoglykosidiim, fluorochinolonim a cefepimu. Mezi
dalsi klinicky vyznamné mutace patii ty, které¢ vedou ke
strukturni zméné OprD a snizuji tak pifjem imipenemu
nebo ty, v jejichz disledku dochazi ke snizeni produkce
tohoto porinu a soucasné zvysuji produkci ,,efluxni pum-
py“ MexEF-OprN. Takové zmény mohou vést az
k mnohocetnym rezistencim. K hyperprodukei B-laktamas
dochazi zvySenim exprese genu ampC v disledku snizeni
produkce nebo mutace efektoru AmpD. Ke klinicky vy-
znamnym mutacim patfi dale ty, které vedou pfimo ke
strukturni zméné enzymu. Jako piiklad Ize uvést mutace
gyrasy nebo topoisomerasy IV, které snizuji vazebnou
afinitu k fluorochinolontim'.
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8.3. Mechanismy adaptivni rezistence

Adaptivni rezistence je indukovatelny proces, pfi
kterém dochazi v pfitomnosti subinhibi¢ni koncentrace
antibiotika ke zméndm v genové expresi a po odstranéni
induktoru se butika vraci zpét do plivodniho stavu. Tento
typ rezistence je zavisly na rlstovém stadiu bakterie
a Grovni fyzikalniho nebo chemického stresu®. Indukto-
rem tohoto typu rezistence mohou byt kromé antibiotik
také biocidni latky, polyaminy, pH, anaerobioza, kationty,
riizné zdroje uhliku nebo tvorba biofilmu. Zminéné faktory
moduluji expresi mnoha gent, které maji pfimy Gc¢inek na
»efluxni pumpy®, bunéény obal a produkci bakteridlnich
enzymi .

U PA je adaptivni rezistence obzvlast vyznamna
z diivodt Sirokého zastoupeni regulacnich gent, které tvori
9,4 % z celkového genomu, a také proto, ze v klinickém
prostiedi roste ve formé biofilmu. Pokud nedojde pfti 1écbé
ke kompletnimu vymyceni bakterie, miizeme po zastaveni
1écby pozorovat opétovny rist s dlouhodobymi klinickymi
dasledky'.

Zasadnim adaptivnim mechanismem PA je indukce
B-laktamasy kodované genem ampC. U antibiotik jako
cefotaxim nebo ceftazidim mize dojit z divodi zvySené
exprese tohoto genu ke klinickému selhani. Naopak za-
stupci Ctvrté generace cefalosporinti cefepim a cefripom
ampC gen vibec neaktivuji nebo pouze slabg'.

Dalsi mechanismus vychézejici ze subinhibi¢ni kon-
centrace antibiotika je nadmérna exprese gend kodujicich
»exfluxni pumpy®. Napftiklad aminoglykosidy indukuji
produkei ,,efluxni pumpy* MexXY. Prostiednictvim této
regulacni zmény dochdzi k rychlej§imu vylouceni antibio-
tika a bakterie se stava adaptivné rezistentni. Nadmeérna
produkce ,,efluxnich pump* miize vést az k MDR (cit.'*).

K rozvoji rezistence dochazi i v ptipadé samovolné
pfijimanych polykationtovych antimikrobialnich latek,
mezi které patii aminoglykosidy, polymyxiny a kationtové
antimikrobialni peptidy. Tyto latky kompetitivné vytésnuji
dvojmocné kationty z vazby na LPS, coZ ma za nasle-
dek lokalni desorganizaci membrany a prichod polykati-
ontii do periplasmy'**°. Rezistence PA k tomuto typu latek
je asociovana s kovalentnim pfipojenim 4-amino-L-arabi-
nosy k LPS, konkrétné k fosfatu lipidu A a ke zbytku
3-deoxy-D-manno-okt-2-ulosonové kyseliny v oblasti
vnitiniho jadra®*>°. Tato modifikace je kédovana geny
operonu arnBCADTEFpmrE a pravdépodobné brani inter-
akci mezi naboji fosfatovych skupin LPS a aminoskupin
polykationtovych antimikrobidlnich latek. Spoustécem arn
operonu muze byt nizkd koncentrace dvojmocnych kation-
tl nebo expozice polymyxinim ¢i antimikrobidlnim pepti-
dam'***. K indukci mize dojit rovnéz v biofilmech, ve
kterych extracelularni DNA bréani piistupu kationtd®’.

8.4. Epidemiologie
Prevalence multirezistentich kmenti PA (se znacnymi

geografickymi rozdily) celosvétové roste. V nékterych
oblastech se pohybuje v rozmezi 15 az 30 % a vyznamna
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¢ast téchto kment spliiuje az kritéria pro klasifikaci XDR.
Genotyp MDR/XDR kmenti PA je ve srovnani s citlivymi
kmeny konzervativni a globalné jsou rozSifeny prevazné
3 rizikové klony — ST175, ST111 a ST235. Vétsina izolat
PA produkujicich horizontaln¢ ziskané ESBL nebo MBL
jsou klony ST235 a ST111 (cit’). Analyza genomu ST235
naznacuje, ze pritomnost specifické DNA ochranného
proteinu DprA, ktery interaguje s rekombinasou RecA za
ucelem integrace prijaté DNA do hostitelského chromoso-
mu, pravdépodobné zvySuje schopnost ziskat a zachovat si
pfij%‘%é prvky rezistence ve srovnani s ostatnimi klony PA
(cit.”).

9. Zavér

Rozsahly genom obsahujici fadu faktorti virulence
v kombinaci s komplexnim mechanismem nabyti rezisten-
ce ¢ini z PA jednu z nejobédvanéjSich bakterii ohrozujicich
lidské zdravi. To doklada i uvedeni PA rezistentni ke kar-
banemiim na seznam mikroorganismtt WHO z roku 2017,
proti kterym je nezbytné nutné vyvinout nova antibioti-
ka'”. Mimo rozséhly vyzkum v oblasti vyvoje antimikro-
bialnich latek je urgentni potfeba alternativniho piistupu
k 1é¢be, zejména takového, ktery by nevyvijel selekeni tlak
na vznik rezistence. Velice slibnou strategii je inhibice
regulaéniho mechanismu QS, diky které by doslo
k potlaceni patogenity bez bakteriostatického nebo bakterio-
cidniho G&inku®’. Vzhledem k celosvétové rostoucimu
vyskytu MDR/XDR kmeni PA je potieba pii podezieni na
pseudomonadovou infekci neprodlené provést typizaci
zahrnujici stanoveni citlivosti na antibiotika a detekovat
mobilni genetické elementy kodujici antibiotické rezisten-
ce. Takové testy by mély byt provadény rovnéz
z preventivnich divodt jako soucast rutinni kontroly epi-
demiologickych ohnisek v nemocni&nim prostiedi®.

Tento vystup vznikl v ramci projektu Specifického
vysokoskolského vyzkumu projekt ¢
A2 _FPBT 2021 029.

Seznam zkratek

308 mala podjednotka ribosomu

ADPRT ADP-ribosyltransferasa (ADP-ribosyltrans-
ferase)

AmpC  fB-laktamasa tfidy C (class C B-lactamase)

ATP adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)

BHL N-[(35)-2-0x00xolan-3-yl]butanamid (N-butyryl-
-homoserine lactone)

cAMP  cyklicky adenosinmonofosfat (cyclic adenosine
monophosphate)

CD14  diferenciaéni skupina 14 (cluster
of differentiation 14)

CF cysticka fibroza (cystic fibrosis)

CPA bézny polysacharidovy antigen (common
polysaccharide antigen)

DprA protein A zpracovavajici DNA (DNA

processing protein A)
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EPS extracelularni polymerni substance
(extracellular polymeric substance)

ESBL  Sirokospektré B-laktamasy (extended spectrum
f-lactamases)

FeOABC transportni systém zeleza (ferrous transporter
system)

GAP protein aktivujici GTPasu (GTPase activing
protein)

Has systém asimilace hemu (heme assimilation
system)

HHQ 2-heptylchinolin-4(1H)-on (2-heptyl-4-
quinolone)

HIV virus lidské imunitni nedostatecnosti (human
immunodeficiency virus)

IL interleukin

1QS integrovany ,,quorum sensing* (integrated
quorum sensing)

JIP jednotka intenzivni péce

LPS lipopolysacharidy (lipopolysaccharides)

MBL metalo-B-laktamasy (metallo-p-lactamases)

MD2 myeloidni diferenciacni faktor 2 (myeloid
differentiation factor 2)

MDR multirezistence (multidrug resistance)

NF-kB  jaderny faktor kappa B (nuclear factor kappa B)

01-020 oznaceni sérotypu

OdDHL  3-oxo-N-[(3S)-tetrahydro-2-oxo-3-furanyl]-
dodekanamid
(N-3-oxododecanoyl-homoserine lactone)

Opr proteiny vn&js§i membrany (outer membrane
proteins)

OSA O-specificky antigen (O-specific antigen)

PA Pseudomonas aeruginosa

PDR panrezistence (pandrug resistance)

Phu systém pseudomonad pro utilizaci hemu
(pseudomonas heme utilization)

PQS pseudomonadovy chinolonovy signal
(pseudomonas quinole signal)

QS quorum sensing

RecA rekombinasa A (recombinase A)

RND typ ,,efluxnich pump* (resistance-nodulation-
cell division)

ST kmen (strain)

TLR receptory podobné toll (toll-like receptor)

TnSS sekre¢ni typ n (type n secretion system)

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health
Organization)

XDR extensivni rezistence (extensive drug resistance)
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D. Marsik (Department of Biotechnology, University
of Chemistry and Technology, Prague): Virulence Fac-
tors and Resistance of Pseudomonas aeruginosa

One of the most feared global threats to public health
today is spread and development of highly resistant bacte-
ria, including the opportunistic pathogen Pseudomonas
aeruginosa. The treatment of already severe pseudomonas
infections is significantly complicated by the bacterial
resistance to virtually all antimicrobial drugs available on
the market, including aminoglycosides, fluoroquinolones,
and B-lactams, making it very difficult to eradicate com-
pared to other pathogens. The spread of such bacterial
clones is a serious risk to public health. This review aims
to summarize the basic information about Pseudomonas
aeruginosa with a focus on virulence factors and the
mechanisms of resistance acquisition that bacteria use in
pathogenesis.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, virulence, resistance,
pseudomonas infection
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