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1. UVOoD

Cysticka fibréza (CF) je zavaZné autozomalné recesivné dédi€né onemocnéni
zpusobené mutaci genu CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator), ktery se nachazi na dlouhém raménku 7. chromozomu (1). Uvadény
vyskyt CF je v bé€losské populaci jeden piipad na 2. 500 narozenych déti. Chorobu
zpisobuji mutace CTFR genu, ktery ovliviiuje funkei odpovidajiciho proteinu a
naslednou nefunk&nost membranovych i iontovych kanal v postiZenych buiikéch.
V dasledku poruchy regulace iontového transportu na membranach epitelidlnich
bun¢k se méni slozeni a fyzikaln€ chemické vlastnosti na povrchu sliznic. Hlenovy
sekret na povrchu epitelu se zahust'uje a naruSena funkce organt je priinou vétsiny
projevem CF. Uréuje pribéh a prognézu a zodpovida za 90% tmrti na tuto chorobu.
Pacienti s CF trpi chronickymi, nejéastéji bakteridlnimi, respiraénimi infekcemi.
Nejzavazng€jsi jsou infekce zplsobené Gram negativnimi tyéemi Pseudomonas
aeruginosa a bakteriemi komplexu Burkholderia cepacia. Eradikace téchto
patogenl pii chronické infekei prakticky neni moZn4 a velkd pozornost je v€novana
mechanismim, které zvySuji patogenicitu téchto mikroorganism@i, nicméne
uspokojivé vysvétleni chronické perzistence bakteridlni infekce praveé té€mito
specifickymi bakteriemi a neschopnosti imunitniho systému pacientl je eliminovat
doposud neexistuje. Kromé vlivu fady genetickych faktorii, které mohou
modifikovat pribéh onemocnéni, se na variabilit¢ klinickych projevi podili také
slozky imunity (1-3).

Imunitn{ systém u pacientl s CF je vS§eobecné zkouman hlavné v souvislosti s
infekénimi komplikacemi. Pozornost je soustied’ovana hlavné na pocatecni reakce
imunitniho systému u CF pacientd pfi prvnich kontaktech s bakteriemi. V rdmeci
t&chto inicidlnich fazi imunitni reakce hraje dilezitou roli i lok&lni obrana na

sliznicich respiracniho traktu.
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Il. CiL PRACE

Cilem prace je rozbor imunologického profilu u déti s cystickou fibrézou.
V praci je objasnéna dileZitost tohoto tématu vzhledem k zdkladni diagnoze
téchto pacientd. Vlastnim cilem je zhodnoceni vybranych vySetieni u détskych
pacienti a shrnuti vysledkd ziskanych na naSem pracovisti. VySetfeni jsou
vybrana tak, aby odrazila stav protilatkové aktivity pacientl s ohledem na jejich
klinicky stav. Tento profil byl cilené ur€en, nebot’ pfinasi informaci uzite¢nou pro
zhodnoceni stavu pacientll a ovlivnéni jejich 1é¢by. V souladu s cilem prace byla
diskutovana problematika podrobena analyze z hlediska moZnosti laboratornich
vySetfeni a jejich piinosu pro klinické rozhodovani. Césteéné je cil prace zaméfen

i na vyzkumné aktivity, tykajici se onemocnéni cystickou fibrézou obecné.




Ill. TEORETICKA CAST

3.1. Historie CF

V roce 1938, kdy byla choroba poprvé blize popsana patolozkou Dorothy
Andersenovou, zemielo 80 % nemocnych béhem jediného roku, kdy se u nich
CF projevila. ZlepSeni této statistiky prinesla druha polovina 40. let 20. stoleti,
kdy byla k l1é€eni plicnich chorob poprvé pouZita antibiotika. Zatatkem 50. let
potom nasledovalo zavedeni pankreatickych enzym(. Dilezitym meznikem
v historii CF byl objev potni anomalie. Déti postizené CF se nepoti vice nez déti
zdravé, jejich pot v8ak obsahuje mnohem vice soli. Objev vysoké koncentrace
soli, predev§im chloridd v potu mél velky vyznam pro diagnostiku. Stanoveni
chloridi v potu patii k zdkladnim metodam pro stanoveni diagnézy CF bez
ohledu na vék.

V Ceské republice byli prvni nemocni s CF diagnostikovani po skonéeni

2. svétové valky.

3.1.2. Vyskyt CF

Jedno z 2500 — 4500 Zivé narozenych déti ma CF (5). To znamena, Ze se
v Ceské republice narodi kaZdy rok asi 28 — 40 déti s CF. Kazdy 25. az 30.
zdravy jedinec je tedy nosiCem mutace genu tohoto onemocnéni.
Pravdépodobnost, Ze se setkaji dva nosiéi, je tedy pomé&mé vysoka. Stane se to
pliblizné v kazdém 625. — 900. manZelstvi. Takovy manzelsky par ma pak 25%

riziko. Ze bude mit nemocné dité.



3.1.3. Dédicnost u CF

Zakladni pfi¢inou CF je mutace v genu pro protein CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator), ktery byl objeven v srpnu 1989. Gen se u
¢lovéka nachdzi na 7. chromozomu a bylo popsano jiz vice neZz 1000 znamych

mutaci, které se déli do 5 funk&nich tfid.
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Mutace CFTR genu jsou pienaSeny podle Mendelovych zdkont -
autozomalné recesivnim zplGsobem (5). Autozoméalng recesivni onemocnéni se
manifestuji jen u recesivnich homozygotl. Pro choroby podminéné autozomalné
recesivné plati, Ze zdravym rodi¢im se muzZe narodit postizené dit€. Jedinec
postizeny CF zdédil mutace od obou rodi¢t. U rodi¢li nemutovana alela vyvazi
svou aktivitou nedostate¢nou funkci mutované alely, a proto se u nich CF
neprojevi. Rodi¢e jsou nosi¢i mutace genu pro CF. Setkaji-li se dva nosiéi genu
pro toto onemocnéni, potom maji:

25% pravdépodobnost, Ze se narodi nemocné dite;
50% pravdépodobnost, Ze se narodf dité prenaset;

25% pravdépodobnost, Ze se narodi dité zdravé.
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Autosomalné recesivni dédicnost u rodiny s CF

Mutace v genu CFTR vede ke zmé&nam v pfenosu chloridovych ionth [9].
Gen CFTR koduje molekulu, ktera plni funkci chloridové pumpy zavislé na
cyklickém adenosinmonofosfatu (cAMP). Zvyseni hladiny cAMP v burice vede ke
zvySené sekreci chloridi do dychacich cest (5). Je zménén prenos soli, vody,
sodiku a dalSich iontd, coZ ma za nasledek nahromadéni hlenu v plicich a
v zazivacim Ustroji, sniZeni trdvici a absorb&ni schopnosti dvanéctniku vinou
nedostatecnosti enzymd slinivky bfisni, muZskou sterilitu a zvySeny obsah soli

v potu.

3.2. Diagnéza CF

Diagnéza se potvrzuje laboratorn& pomoci tzv. potniho testu a molekularné

genetického vySetieni.

3.2.1. Potni test

Potnim testem se stanovuje kvantitativni koncentrace chloridd v potu. Jeho
pozitivita neni pro stanoveni diagnézy nezbytnou podminkou. Potni test spo¢iva
v stimulaci poceni pilokarpinovou iontoforézou. Elektrody museji byt dostate¢né
velké (prumér vice nez 3 cm) a dostate€né podlozené, aby nedoslo k popaleni.

Nejvhodnéjsi misto umisténi elektrod je prava paZe. Sbér potu se provadi do



filtra¢nich papirkd chloridd prostych. Ty se kryji ¢tvercem igelitu, ktery se ptilepi
vzduchotésné ke kuzi leukoplasti. Analyza chlorida se provadi metodou titraéni
nebo chloridovymi elektrodami. Vedle chloridii se mizZe stanovit i natrium, a to
bud’ plamenovym fotometrem, nebo natriovou elektrodou.

Potni test mizZe mit jak fale$né negativni, tak fales$né pozitivni vysledky. Hlavni
pfi¢inou je nedostate¢né mnozstvi potu (méné jak 100 mg), nebo nedostatek
zku8enosti vySetiujiciho pracovisté. Pro CF svédéi koncentrace chloridd v potu
nad 60 mmol/l. Kazdy pozitivni test je tfeba opakovat a nechat ovéfit v referenéni
laboratofi, ktera provadi vice nez 250 potnich testi ro¢né. Hodnoty 30 — 60
mmol/l jsou hraniéni. Pfi hodnotdch vy$8ich nez 25 mmol/l je nutné vySetfeni

opakovat.

3.2.2. Molekularné geneticka diagnostika

Geneticky test se provadi nejcastéji zleukocyth Zilni krve, z bunék
plodové vody ¢i zjinych bunék ¢lovéka, z kterych se da izolovat DNA (5).
K odbéru se pouzZivaji zkumavky s antikoagulaénim roztokem EDTA nebo
citratem. Mutace v CFTR genu se uréuji bud’ pfimo, nebo nepiimo pomoci tzv.

genovych markera.

3.2.2.1. Prima diagnostika mutaci

V Ceské republice bylo zji$téno 29 riznych mutaci. Nejdast&j$i mutaci CF
je F508del (5). Vyskytuje se u 71,57% v8ech &eskych pacientl. V bélo$ské
populaci je zastoupena vice nez 70%. Dilsledkem této mutace je delece
fenylalaninu na pozici 508 (obr. 1). To vede k poruse funkce dlleZité domény
CFTR proteinu — NBP I (nucleotide binding domains). Porusi se post-translacni
zpracovani a transport CFTR proteinu na bunéénou membranu. V soucasné dobé
se vySetiuji i dal$i znamé mutace u CF.
Piima diagnostika umoziuje 100% jistotu pfi prenatdlni prevenci CF. MGzZe byti
poskytnuta i vrodin€, kde postizené dit€ zemfelo, aniz bylo vySetfeno. nebo
chybi moznost vySetfit jednoho zrodiéd, pokud lze vySetfit molekuldmé

geneticky postizené dité.



Mozné vysledky pfimé

|:I O diagnostiky u plodu
A

normalni alela

deltaF508

P¥ima diagnostika mutact

Metodika
Plna krev a krevni dferi obsahuje bunky jak nejademné (Cervené krvinky).

tak jadermé (bilé krvinky). V jadrech je obsazena DNA. Jestlize izolujeme DNA
zplné krve nebo kostni difené nejdfive lyzujeme <&ervené krvinky, které
neobsahuji DNA. Tim umoZnime oddéleni bilych krvinek, které déle
zpracovavame. Nejdiive buriky lyzujeme pomoci anionického detergentu
v pfitomnosti stabilizatoru DNA. DNA stabilizator omezuje aktivitu DNz, které
jsou pfitomny v burikdch a v okolnim prostfedi. DalSim krokem je odstranéni
RNA pomoci enzymil. Proteiny a dalSi pfimési jsou odstranény vysraZenim
v koncentrovaném solném roztoku. DNA, ktera je rozpusténa v supernatantu, je
vysrazena alkoholem a poté rozpusténa v pufru, ktery obsahuje stabilizator DNA.

Princip metody stanoveni mutace F508del

Pouziva se amplifikace oblasti, ve které se nachézi delece, pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR) sjednim primerem fluorescenéné
znaenym.

Podminkou pro provedeni PCR je pfiprava primerl. které specificky
hybridizuji na obou koncich cilového useku DNA a slouzi jako zaklad pro tvorbu
novych vldken.

PCR reakce zacind tepelnou denaturaci vzorku DNA na dva jednoduché
fetézce pii teplote 95°C. Po ochlazeni vzorku na 50 — 60°C dojde k nasednuti

primerd na komplementarni 3 konce cilové DNA. Hybridizované primery slouZi



jako zaklad pro syntézu novych vldken. Aby bylo dostatek substratu pro syntézu
novych vldken, je v PCR reakeci pfitomno dostateéné mnoZstvi nukleotidd.
Syntéza novych vlaken je katalyzovana termostabilni DNA polymerazou. Tento
enzym prodluzuje vldkna DNA smérem od obou primert ve sméru od 5’konce
k 3’konci pii teplot¢ 72°C a zistdva aktivni i po zahfati na 95°C, nutnych
k denaturaci. Po dokonceni syntézy obou vlaken je zkumavka s PCR reakci opét
zahtéata na 95°C, aby doS$lo k denaturaci nové vytvoirenych DNA duplexl a cely
cyklus zadind znovu. Po 30 cyklech je cilova sekvence DNA namnoZena vice neZ
10° x. Z nemutované alely se amplifikuje produkt velikosti 97 pért bazi (bp),
z mutované alely u F508 del ma amplimer velikost 94 bp. Produkty reakce jsou
rozdéleny kapilarni elektroforézou a je zméfen jejich fluorescenéni signal.
Rychlost prichodu produktu kapildrou s denaturaénim polyakrylamidovym
gelem je z4visld na velikosti molekuly, intenzita fluorescence z4visi na mnoZstvi

znac¢eného produktu.
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3.3 Mikrobiologie u pacientii s CF

3.3.1. VySetrované materialy v mikrobiologii

U pacientd s CF se provadi mikrobiologické vySetfeni sputa minimalné
jednou mésiéng, dale pfi kazdém zhorSeni stavu a po kazdém preléceni
antibiotiky. Sputum se odebird do Siroké sterilni zkumavky (7). Je nutné se
presvédcCit, zda jsou ve vzorku ptfitomny hnisavé vlocky, protoZze vysetfovat
pouhé sliny nemé smysl. Vzorek sputa by se mé¢l zpracovat behem 2 — 3 hodin,
aby bylo mozné identifikovat celé spektrum patogend. Jen n€které patogeny, jako
Pseudomonas aeruginosa a Burkholderia cepacia, jsou ve sputu detekovatelné i
za nékolik dni. V tomto ptipad€ se sputum uchovéva pti teploté 4°C. U pacientt
neschopnych vykaslat sputum se vySetiuji vytéry z krku a z nosu a dale hlubsi
laryngealni vytéry nebo sekret ziskany orofaryngealnim odsatim.

Mikroskopie sputa

VySetfuji se hnisavé vlo¢ky, popiipadé se vzorek homogenizuje
broncholyzinem (5). Po obarveni dle Grama se vénuje pozornost mistum
s nahromadénymi leukocyty a s cylindrickymi epiteliemi z dolnich cest dychacich
a hodnoti se vzajemny pomér plochych epitelii a leukocytd. Vzorek Ize povazovat
za sputum v piipad€ néalezu alespon 25 leukocytd a maximalné 10 epitelidlnich
bunék v jednom zorném poli.

Kultivace sputa

Sputum se po homogenizaci vyofkovava kalibraéni klickou (5). Za
signifikantni se povazuje nalez jakéhokoli respira¢niho patogena. Vzorky se
oc¢kuji na krevni agar a na pidu Endovu nebo MacConkeyho. Dale se ofkuje
selektivni &okoladovy agar s bacitracinem na hemofily a selektivni agar na
burkholderie.

Vyuziti bronchoskopického vySetfeni

Jednim z nejpresné&jSich vySetfeni je mikrobiologické stanoveni materidlu
odsatého pii bronchoskopickém vy3etieni. Pouzivé se v ptipadech. kdy produkce
sputa neni dostate¢nd nebo neni nemocny schopen fadné sputum odkaslat
(napriklad kojenci a batolata).

Nevyhodou bronchoskopie miiZze byt nereprezentativnost vzorku, nebot

bronchoalveolarni lavazi obvykle ziskavame vzorek pouze z jednoho nebo dvou



plicnich segmenti. Zanétlivé zmény pfitom mohou zpo¢atku probihat izolované
jen v nékterych segmentech.

Vpraxi je dnes u nemocnych sCF davdna prednost flexibilni
bronchoskopii, kterd je obvykle provadéna bez celkové anestezie. Odpadaji tak
n€kterd rizika celkové anestezie a béhem vykonu je zachovdna moZnost
komunikace s nemocnym. To mé& vyznam pii hodnoceni dynamiky bronchialniho
stromu pii kasli nebo usilovném vydechu. Daji se tak zjistit lokalizované kolapsy

dychacich cest, jejichZ znalost je dileZita pro fyzioterapii i celkovou Ié€bu.

3.3.2. Testovani citlivosti k antibiotikum

Citlivost na antibiotika se mize li§it u riznych izolath patficich k jednomu
bakteridlnimu kmenu. Testovani citlivosti na antibiotika u pacientu s CF by se
mélo provadét minimalné kazdé tfi mésice (7). Metodou volby je kvalitativni
difizni diskovd metoda nebo kvantitativni stanoveni minimalni inhibiéni
koncentrace (MIC). Tato metoda je povaZzovana za presnéj$i ur€eni citlivosti in
vitro ve srovnani s kvalitativnim diskové difiznim testem.

Difuzni diskova metoda

Principem difuzni diskové metody je to, Ze mikrob kolem disku
s antibiotikem, na néz je citlivy, nevyroste: kolem disku se vytvofi zona inhibice
rastu mikroba (8). Tato zéna musi mit uréity minimalni primér, udava se v mm a
musi se méfit. Ke stanoveni citlivosti mikrobli na antimikrobidlni latky difiznim
testem pomoci antibiotickych diskl slouzi pevné pldy. Pouziva se MH-agar
(Muelleriv-Hintonové agar). Aby se na ném daly ziskat reprodukovatelné
vysledky, mél by mit zaru¢eno standardni slozeni a standardni difuzni schopnost
agaru. Primér inhibi¢ni zoény dale zavisi na hustoté¢ inokula vySetfovaného
kmene. M4 odpovidat stupni 0,5 az 1 McFarlandovy zakalové stupnice. Inokulum
se na misku o¢kuje takzvané masivné, to znamena prelitim a naslednym odsatim
piebytku. Po naoCkovani se na povrch agaru kladou antibiotické disky.
Naotkované misky se inkubuji 18 hodin pi1 37°C. Po inkubaci se vysledek
diskového diftiizniho testu odefte. Zméfi se priiméry inhibi¢nich zén a ty se
srovnavaji s hraniénim primeérem zo6ny referenéniho kmene stejného druhu. Za
cithvy se prohlasi kmen se stejnou nebo vétSi zénou. Kmen se zénou uzsi je vaci

danému antibiotiku rezistentni.



3.4.

Minimalni inhibiéni koncentrace

Ke stanoveni MIC se uZiva vétSinou mikrodiluéni metoda (8). Zapotiebi
jsou k ni serologické mikrodesti¢ky, jejichZ jamky jsou naplnény médiem
(Muellerav-Hintonové bujon) obsahujici ruzné koncentrace vhodnych antibiotik.
Z vySettovaného kmene se potom pfedepsanym zplsobem piipravi standardni
inokulum a jehlovym inokulatem se naockuje do jamek. Nasledujici den se
odecitd, zda bujon v jamkdch zistal ¢iry nebo zda vykazuje znamky rlistu kmene

fvws

ktera byla jesté schopna potladit riist. Udava se v mg/l.

Nejcastéjsi patogeny
U malych déti jsou hlavnimi patogeny Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae a Streptococcus pneumoniae. Vyskytuji se v8ak i

Enterobacteriacae. V pozdéjSim veéku pak vyznamné stoupa procento pacientil

s infekci zplisobenou Pseudomonas aeruginosa a Burkholderia cepacia (5).

3.4.1. Staphylococcus aureus

S. aureus patii mezi grampozitivni koky. Vyskytuje se jednotlivé, ve
dvojicich a v nepravidelnych shlucich nebo v hroznech (8).

Miize byt soulasti b&Zné flory kiize a sliznic dychaciho traktu. Zdrojem
infekce byvd zdravy nosi¢ nebo, v pfipadé nozokomidlnich infekci, nemocniéni
prosttedi. K onemocnéni dochédzi zpravidla pifi oslabeni organismu nebo pfi
infekci velkou davkou virulentniho kmene. Stafylokokové infekce maji sklon
k recidivim nebo k chronickému pribéhu. Pfenos se d€je vzdudnou cestou.
pfimym stykem i nepfimo.

Bakterie produkuje mnoho faktorll patogenity zahmujicich protein A,
leukocidin nebo hemolyziny, které interferuji s fagocytézou (7). Bylo prokézano,
ze S. aureus méa v&t§i adherenci k buitkam respiraéniho epitelu, které maji
defektni CFTR protein, nez k bunikam s funkénim CFTR (8).

S aureus byvé ¢asto prvnim zachycenym mikroorganismem z respiracniho
traktu malych déti s CF. Infekce S. aureus mize u n€¢kterych pacientil, predevs§im

pak u kojenct, zpusobit t&€Zkou plicni infekei az s fatalnim pribéhem.



Mikrobiologicka diagnostika

S. aureus se diagnostikuje na zakladé mikroskopického vySetfeni materidlu
barveného podle Grama. Nachazime grampozitivni koky ve shlucich. Kultivaéni
vySetreni se provadi na krevnim agaru s 10% NacCl, coz je vysoce selektivni pida
pro S. awreus. S. aureus vyrustd v pigmentovanych koloniich s hemolyzou v
okoli. Pii testovani biochemické aktivity je charakteristickd tvorba
plasmakoagulazy, shlukovaciho faktoru a termostabilni nukleazy (8).

MRSA (Methicilin Rezistentni Staphvilococcus aureus)

Methicilin je antibiotikum, které se pouzivd proti stafylokokovym
nakazam. Né&které stafylokokové bakterie si vyvinuly proti tomuto antibiotiku
odolnost. Tento typ rezistence je geneticky kédovan (8). Predpoklada se, Ze na
zékladé mutace prislusSnych gent dochazi v membranach stafylokokovych bunék
k expresi specifické bilkoviny vazajici penicilin, kterd mé zna¢né sniZenou afinitu
k penicilinovym antibiotikiim. Tyto MRSA kmeny se vyskytuji endemicky ve

zdravotnickych zarizenich jako plivodei nozokomiélnich infekci.

3.4.2. Heamophilus influenzae

H. influenzae je drobna gramnegativni bakterie. MuZe byt soucasti béZné
flory hornich cest dychacich. VétSina kmenti H. influenzae izolovanych od CF
pacientl je neopouzdienych. Znamena to, Ze tyto kmeny nepatii k opouzdrenym
antigennim typum a az f. z nichZ je nejznamé&jsi typ b zpiisobujici meningitidy a
proti némuz existuje ofkovani (7).

Infekce zplsobené H. influenzae se objevuji u déti s CF casné v prib&hu
Zivota. Bakterie je zodpovédna za n€které akutni exacerbace a muze zplisobovat i
chronickou infekci.

Mikrobiologicka diagnostika

K diagnostice se pouzivaji kultivaéni média obsahujici faktory X (hemin) a
V (NAD tj. nikotinamidadenindinukleotid). Na krevnim agaru rostou kolem
kolonii stafylokoki. Z kolonie stafylokoki difunduje do pudy NAD (faktor V),
ktery je pro riist hemofila nezbytny. Pro druhové rozliSeni hemofill se rutinné
uziva papirkovych diski, které jsou napustény rastovymi faktory X a V. Disky se
kladou na naockované piady. které neobsahuji ani hemin. ani NAD. Typizace
zachyceného kmene se provadi aglutinaci, testem bobtnani pouzdra a

imunofluorescenci.



3.4.3. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je pohybliva gramnegativni ty¢inka. V ptirodé se vyskytuje
pfedeviim ve vodé (malo chlorované bazény, vifivky), v pudé, ve stolici
domadcich zvifat a lidi. Je ¢asto pfi¢inou nemocniénich nakaz (7).

Projevy infekce

P. aeruginosa muze pusobit infekce rizné zavaZnosti: od kolonizace
sliznic, kterd nevyvoldvda imunitni odpovéd, az ktézké nekrotizujici
bronchopneumonii. Prevalence infekce P. weruginosa stoupa svékem a
v dospélosti je chronicky infikovano az 80 % nemocnych (7). Nékteré kmeny P.
aeruginosa se §ifi z pacienta na pacienta a zpusobuji tak epidemicky rozsev
infekce. Ve vét§iné CF center dochazi ksegregaci pacientit podle
mikrobiologického nalezu. Striktni izolace pacientl pfinesla fad& center prudké
snizeni incidence infekce.

Chronicka infekce

Chronicka infekce P. aeruginosa je diagnostikovana na zdkladé€ opakovang
pozitivnich kultivaénich nalezl ze sekretii dychacich cest odebiranych minimalné
po dobu 6 mésicti (7). Kratsi obdobi se v definici chronické infekce akceptuje, je-
i pozitivni kultivace doprovizena sérologickym vySetfenim, které detekuje
vzestup antipseudomonéadovych protilatek. Infekci je nutno razantné 1é¢it. Pokud
neni ¢asné infekce véas léena, bakterie mize konvertovat v mukoidni formu a
infekce se stava chronickou. Bakterie se stdvd velmi rezistentni k antibiotické
lécbé a jeji eradikace je prakticky nemozna. Protilatkova odpovéd’ se na
pritomnost infekce stupriuje. Protilatky jsou obraceny proti vétSin€ antigent
P.aeruginosa a patfi do tfidy IgG. Vysoké hodnoty IgG koreluji s horSim
prubé¢hem plicni infekce, schronickym neutrofilnim zénétem a vétSim
poSkozovanim plicni tkang.

Mikrobiologicka diagnostika

Vétdinu kmenti je moZno identifikovat podle riistu na zdkladnich pudach,
kde vytvari kovové lesklé kolonie. U nemocnych CF se vyskytuji mukézni
kolonie. Prevazna vétSina kmenl tvofi pigmenty, a to modrozeleny pyocyanin,
ktery je tvofen jen P. aeruginosa. a zlutozeleny tluorescein, rozpustny ve vodé
(8). Na krevnim agaru vyvolava P. aeruginosa vyraznou zénu Uplné hemolyzy.

Kultury maji charakteristicky zapach po trimetylaminu. Optimalni teplota ristu je



37°C, roste vSak 1 pfi pokojové teploté. Potvrzeni je mozné biochemicky nebo

aglutinaci se specifickymi antiséry.

Sérologické stanoveni

Vyhodou této neptimé diagnostiky je detekce ze séra, tedy moZnost
provedeni diagnostiky u kazdého pacienta bez potteby sputa (7). Tato metoda
miZe umoznit zahdjeni 1é¢by v ¢asném stadiu infekce a mize také slouzit jako
nastroj pro kontrolu U¢innosti antibiotické 1€¢by.

Principem je kvantitativni vySetfeni hladiny antipseudomonadovych
protilatek ve tfid¢ IgG pomoci metody ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay). Protilatky jsou namifeny proti extraceluldrnim P. aeruginosa antigenim
alkalické fosfataze, elastaze a exotoxinu A (10).

U vétsiny pacientd imunitni systém reaguje nejméné s jednim ze tfi
antigen(l. Pacient je povaZovan za pozitivniho, pokud jsou v jeho séru pritomny
protilatky alespon proti jednomu antigenu.

Alkalickd fosfataza, elastdza a exoto xin A jsou vysoce imunogenni a
ptitomné t€met u vSech P. aeruginosa druht s vysokou citlivosti na analyzu. Jak

fale$né pozitivni, tak fale$né negativni vysledky jsou témeét nemozné.

3.4.4. Komplex Burkholderia cepacia

Bakterie komplexu B. cepacia (Bcc) jsou gramnegativni aerobni pohyblivé
tyéinky, které se b&€zné¢ vyskytuji v ptfirodé. Vroce 1950 botanik Walter H.
Burkholder popsal hnilobu cibule a bakterii, jez byla jeji pti¢inou, oznadil podle
latinského nazvu cibule druhovym ndzvem cepacia (7). Zatadil ji do rodu
Pseudomonas. V roce 1992 byl pro Pseudomonas cepacia vytvofen novy rod
Burkholderia.

Genomovar

Pro Bee byla zavedena taxonomické jednotka genomovar (7). Genomovar
je taxonomicka jednotka, ktera odpovida bakteridlnimu druhu, jenz je definovan
pouze pomoci molelzulémé genetickych metod. Kmeny pavodné oznafované jako
Burkholderia cepacia se tak rozdélily do deviti genomovard, jeZ se dohromady
oznacuji jako komplex Burkholderia cepacia. B. cenocepacia (genomovar III) a
B. multivorans (genomovar II) odpovidaji celosvétov€ za naprostou vétSinu

infekci Bee u pacientl s CF.
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Projevy infekce

Bece byla poprvé popsdna u pacientti s CF na konci 70. let, infekce se ¢ast&ji
vyskytovala u starSich pacientl a objevovala se ve spojeni s hospitalizaci. Infekce
jsou vé&tdinou chronického charakteru. Zdrojem infekce je pravdé€podobné
piedevs§im sekret dychacich cest nemocnych pacientl. Bee se piendsi mezi
pacienty sCF a je hlavnim divodem kizolaci pacientd (7). U pacienth
infikovanych Bce miize dojit ke tfem riznym klinickym projeviim (5). Zhruba u
jedné tietiny pacientl nemd vliv na nemoc a jeji progresi. U dalsi tretiny se
projevuje jako progresivni zhorSovani plicnitho onemocnéni s opakovanymi
exacerbacemi. U treti skupiny dochazi k prudkému zhor§eni stavu, vedoucimu
rychle k smrti pacienta. Tento typ nelekaného zhorSeni byl nazvan Cepacia
syndrom.

Faktory patogenity

K faktorim patogenity patfi extracelularni produkty — lipazy, protedzy,
hemolyziny, katalazy a siderofory (transportni slou¢eniny vézajici ionty Zeleza).
V patogenit€¢ se déale uplatiuje lipopolysacharidovy endotoxin a strukturni
komponenty zprostiedkovavajici priméarni adhezi bakterii k epitelu dychacich cest
(7). Bakterie se dovedou branit pfed expozici antibiotiky prestupem do bunék
makrofagl a epitelii nebo formovanim biofilmu. Ve srovnani s P. aeruginosa je
Bee povazovéna za virulentn&jSi bakterii. Mé kapacitu byt vyrazné invazivni,
migrovat z lumina dychacich cest do plicntho parenchymu a kapilar a rozvinout
tak septicky stav. Hlavnim problémem je velkd primarni rezistence a snadné
ziskani dalsi rezistence tohoto patogenu na antibiotika (7).

Mikrobiologickd diagnostika

Pro detekci Bee se pouzivaji selektivni média (BCSA, tj. Burkholderia
cepacia Selective Agar), kterd obsahuji jednak latky, jeZ potencuji rulst
nefermentujicich gramnegativnich tyCek, a zaroven pfipravky omezujici rist
privodni flory (polymyxin B, gentamicin). Tyto pldy vSak zachycuji i Ralstonia
pickettii a Burkhol;leria gladioli, které se dale musi odlisit biochemickymi testy.
Mikrobiologicka diagnostika je komplikovana z diivodu pomalého rlistu bakterii
(7). Jejich Gspésna kultivace vyZaduje 48 — 72 hodin inkubace. Pomalu rostouci
drobné kolonie B. cepacia mohou byt piekryty mikroorganismy s rychlejSim

ristem (naptiklad pseudomonady).
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Molekularné genetické stanoveni Bec a P. aeruginosa

Pouziti PCR ma fadu vyhod (7). PCR detekce zaméfena na jedine¢nou
genetickou sekvenci dané bakterie zcela eliminuje moznost mylné identifikace
bakterie, k niZ pti béZném mikrobiologickém provozu mize dojit. Vyssi citlivost
metody dovoluje zachyt patogenu v dobé&, kdy se v klinickém materidiu vyskytuje
v malém, jest€¢ nekultivovatelném mnozstvi. Vysledky molekularné genetické
analyzy jsou dostupné béhem nékolika hodin.

Detekce se provadi pomoci dvoukolového PCR zaméteného na bakteriélni
recA gen Bec a na oprL gen P. aeruginosa (11). VySetfeni se provadi ze sputa, ze
kterého se izoluje DNA. V prvnim kole je amplifikovéna ¢ast recA genu a oprL
gen klasickym PCR. Mix tedy obsahuje primery na ob¢ bakterie. Analyza
produktl se provadi na agarézovém gelu pomoci elektroforézy. Druhé kolo se
provadi také klasickym PCR. V zasad€ se ptipravuji tfi mixy. Mix na detekci
obou bakterii se pfipravuje v piipadé, ze je vzorek v prvnim kole zcela negativni.
Mix na detekci pouze Bee v pfipadg, Ze je vzorek v prvnim nebo ve druhém kole
P. aeruginosa pozitivni. Mix na detekci pouze P. aeruginosa v ptipad€, Ze je
vzorek v prvnim nebo ve druhém kole Bee pozitivni. Vyjde-li pozitivita na jednu
z bakterii aZ v druhém kole (napt. na P. aeruginosa), nezbyvad nez vyloucit
skute€nou negativitu na druhou bakterii (tj. na Bec) provedenim druhého kola
pouze na tuto bakterii. Kazdy pozitivni vzorek na Bcc je podroben reakci

s ruznymi pary primert, které jsou specifické pro jednotlivé genomovary.

3.4.5. Ostatni patogeny

Aspergillus fumigatus

A. fumigatus je vlaknitd houba (8). Aspergily patii k nejrozsitenéj$im
houbam v prostiedi, vyznamnym pro ¢loveéka. Prenos na cloveka se dé&je
vzdusnou cestou, inhalaci mikrokonidii. Aspergily jsou potencialné patogenni
houby a vznik onemocnéni je podpofen nejen masivnosti infekce a virulenci
kmene, ale pfedev%im zvySenou vnimavosti hostitele. 4. fumigatus byva u
pacientl s CF pomérné Casto izolovan ze sputa (5). U 5 — 15% pacientl se muze
rozvinout alergickd bronchopulmonérni aspergiléza (ABPA).

Mikrobiologicka diagnostika

Pro pfimy prikaz houby se odebird sputum, bronchialni vyplachy nebo

biopsie tkani (8). Mikroskopicky a kultivaéni nélez aspergilu v sekretech nestaci
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pro diagnézu onemocnéni. Kultivace se provadi na Sabouraudové agaru.
Rozhodujici diagnosticky vyznam ma sérologické vySetfeni. Protilatky jsou
druhové specifické a zjistuji se metodou precipitace v agaru. Sledovani titru
specifickych IgG a IgE protilatek proti A. fumigatus je vhodné pfi podezieni na
ABPA.

Dalsi patogeny u pacientti s CF

U pacientd s CF se muze vyskytovat mnoho dalSich patogent. Mezi né
patfi: Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans, Ralstonia
mannitolilytica, Pandoraea spp. (7). Tyto bakterie se vétSinou objevuji az ve
vy$sim veéku pacienta. Nalez téchto oportunnich patogeni je spojovan
s pokroc¢ilym plicnim postizenim.

Infekénimi agens u CF mohou byt enterobakterie (E. coli, Citrobacter spp.,
Proteus spp., Klebsiela spp.) a atypické mykobakterie. Mycoplasma pneumoniae
a chlamydie nemaji jako patogeny vétsi vyznam u pacientt s CF,

Vyznam infekce Candida albicans a ptibuznych druht je v soucasné dobé

intenzivné€ zkoumdn (7).

Imunita u déti s CF

CF jako monogenné véazané onemocnéni ma prekvapivé komplexni
klinické projevy a velmi vyrazné¢ individudlni priibé¢h onemocnéni. Krome vlivu
genetickych faktord, které maji vliv na prib&hu onemocnéni, se na variabilité
klinickych projevti podili slozky imunity. Jednim z hlavnich projevii CF jsou
opakované, chronické a celozivotni infekce, postihujici zejména respiradni
systém s dominanci postiZzeni plic. Prav€ v souvislosti s infekénimi procesy se
zkouma imunitni systém u pacientli s CF. Dosud se nezjistila Z&dna forma

primarni imunodeficience, ktera by pfispivala ke chronické kolonizaci bakteriemi

().

3.5.1. Vrozena imunita

Soucasti vrozené imunity jsou charakterizovany nespecifickou, ale velmi
rychlou a Géinnou obranou proti infekci. V ptipadé CF jsou tyto slozky
intenzivn€é zkoumany, nebot” se ukazuje, Ze pravé tato vétev imunity muZe byt

kli¢ova, a to z davodu modifikovaného CF prostiedi prvniho kontaktu imunitniho
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systému s patogenem (4). Tyto prvni reakce se odehrdvaji za naprosto
patologickych okolnosti v mikroprostredi sliznic respiraéniho traktu s dominanci
vazkého hlenu pokryvajictho tyto sliznice. Slozky vrozené imunity pfi téchto
prvnich kontaktech s patogenem jednak zajist'uji bariérovou ochranu organismu,
déle také urluji smér, kterym se bude ubirat néaslednd specifickd imunitni
odpovéd’. Vrespiranim traktu je prvni bariérova funkce zajisténa nékolika
velmi u¢innymi mechanismy, z nichZz pouze nékteré maji €isté¢ imunitni funkci.
V prvni fad€ nastupuji procesy mukocilidrni clearence, které jsou zésadné
poruseny v prostiedi CF plic. Takovato porucha velmi vyrazné ovliviiuje dalsi,
nyni jiZ imunitn€ zprostfedkované pochody, které probihaji na povrchu sliznice.
Na tomto rozhrani pusobi jednak buriky nesouci imunitni funkce, jednak
humorélni komponenty, sekretované na povrch sliznice. Z bunék jsou to hlavné
plicni makrofagy, neutrofily, ale také ve vyznamné mife epitelidini burky.
Vsechny tyto bunééné slozky, hlavné makrofagy a neutrofily, maji za ukol
rozpoznat, pohltit a zpracovat patogeny, které se v tomto prostfedi nachdzeji.
Navic vSechny tyto buriky, v€etn€ epitelii, sekretuji imunologicky aktivni latky
do daného mikroprostedi. Tyto latky maji vyrazné antimikrobialni u€inky. Jsou
to vétSinou peptidy €1 proteiny, které inhibuji patogeny a zasahuji do nasledné
imunitni reakce (12). Antimikrobialni peptidy jsou vyznamnou, evolu¢né velmi
starou soucasti obrany organismu. Mezi celou skalou takovych latek jsou jedny
znejlépe charakterizovanych lokalné pusobici defensiny a kathelicidiny (13).
Ob¢ tyto kategorie jsou velmi intenzivn€ zkoumdny v souvislosti s CF a

chronickou plicni infekei.

3.5.2. Vrozené imunitni reakce lokalni

Predpokldda se uloha lokalnich antimikrobidlnich peptidt, defensint a
kathelicidini. Defensiny se rozliSuji na alfa a beta defensiny (13). Prvni jsou
sekretovany neutrofily, beta defensiny jsou hlavné produkty epitelii a
submukdznich Zlaz. i(athelicidiny jsou taktéz nachdzeny na povrchu epitelidlni
vrstvy, kam jsou sekretovany v pfitomnosti zanétu. Z praci posledni doby
vyplyva, Ze uCinnost téchto antimikrobialnich latek je v prostfedi CF plic sniZzena
(14). Nicméné mechanismy, které vedou k této poruse v prvni linii obrany, nejsou
zcela jasné. V podstaté vtomto sméru existuji dvé hypotézy, které prisuzuji

sniZeni GCinnosti vysokému obsahu soli ve vazkém hlenu, ¢i sniZené produkci
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téchto latek poskozenymi burikami sliznic. Kombinace téchto faktorli neni
vylou€ena. KaZdopadn€ prvni kontakty imunitniho systému s patogeny v CF
plicich vedou ke zcela neefektivni eradikaci t€chto mikroorganismi a ovliviiuji
negativné dal$i kroky v kaskdd€ imunitnich reakeci.

V této souvislosti je tfeba zminit moZnou "imunologickou” ulohu vlastniho
CFTR. CFTR mize slouZit jako specificky receptor jednak pro P. aeruginosa,
jednak pro LPS odvozeného zfady typickych G- patogent (14). Pfi zakladni
patologii CFTR potom odchézi ke zvySené néloZi patogenti a LPS v mist€ zanétu
a k enormnimu zvySeni zat€Ze imunitniho systému (15).

Vsechny tyto okolnosti vedou k zanétlivym procesim a posiéze dospéji do
stadia chronického zanétu v plicich CF pacientii. Tento stav je charakterizovan
trvalym influxem hlavné neutrofild a makrofagi do mista zanétu, infiltraci

A sliznice, sekreci fady imunologicky velmi aktivnich latek s dominanci cytokinl a

posléze k destrukei sliznice. Lokalni destrukce je v bludném kruhu imunitnich
reakci potencovana plsobky sekretovanymi pfitomnymi infiltrujicimi burikami,
jakou jsou protedzy a oxidanty. Destrukce bunék v misté zanétu véetné epitelii
vede k uvolnéni obsahu t€chto bun&k véetné DNA, ktera dale ptispiva k viskozité
sekretu.

Komplex rozpoznavajici LPS

vvvvvv

hra¢d ve vztahu k imunitnim reakcim u CF. LPS je virulentnim faktorem G-
bakterif, typickych patogeni u CF. LPS je vyznamnym stimulem imunitniho
systému v produkci prozanétlivych cytokind, proteaz, eikosanoidl a reaktivnich
kyslikovych a dusikatych latek (16). Reakce imunitniho systému proti LPS jsou
tedy zasadni pro eradikaci infekce. Ve vzdjemnych interakcich LPS a bunék
organismu byl v posledni dob¢ uéinén vyznamny pokrok. Byly hlavn& oziejmény
molekulamni vazby LPS na burniku (17). LPS je rozeznavan komplexem molekul,
mezi nimiZ jsou zasadni molekuly CD14 ve formé& solubilni ¢i membranové (na
povrchu makrofagl, neutrofild, a zirnych bunék), lipopolysacharid binding
protein (LBP) a zéastupci rodiny Toll-like receptorii (TLR). TLR je relativné
nedavno objevena skupina receptori, které zajistuji prvni kontakt bunck
organismu s celou Skalou mikroorganismu (18, 19). V soucasné dobé je znamo
jedendct zastupci této skupiny. Jednotlivi &lenové rozpoznavaji pomérné

specificky urdité typy struktur pochdzejicich z patogenti, z nichZz pro CF jsou
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vyznamné molekuly TLR4, respektive TLR2, rozpoznavajici LPS, a TLRS,
reagujici na flagelin bakterii. Komplex CD14, LBP a TLR je nyni predmétem
velmi aktivniho vyzkumu, zahrnujiciho zkoumani reakei vyvolanych vazbou P.
aeruginosa ¢1 B. cepacia. Detailni pochopeni téchto vazeb a jejich odlisného
charakteru u CF pfinese velmi dilezité poznatky pro patogenezi chronické
infekce u CF. Tyto vazby vedou v bunkach imunitniho systému i v dal$ich
burikdch véetné epitelii k signalizaci a ndsledné produkci dal$ich dulezitych

molekul. Mezi tyto molekuly patti i cytokiny.

3.5.3. Vrozené imunitni reakce systémoveé

Mezi vrozenymi imunitnimi mechanismy systémovymi humoralni povahy
nese kliCovou ulohu systém komplementu. Systém komplementu je slozitym
komplexem zakladn{ kaskédy komplementu a fady regulacnich slozek. V celém
tomto systému je popsdna fada vrozenych i ziskanych patologii, nicméné Zadna
z téchto situaci nebyva spojovana s CF. U pacientt s CF se sice nenalezly
pfi¢inné poruchy komplementového systému, nicméné vyzkum posledni doby
ukazuje, Ze ur€itou roli v patogenezi chronické infekce bude komplement u CF
hrét. Tato uloha je nyni spojovana s MBL proteinem syntetizovanym v jatrech.
Patfi do skupiny lektini podilejicich se na specifické vazb& k riznym cilovym
molekulam (tzv. pattern recognition receptors) a je schopny se efektivné vazat na
polysacharidové struktury na povrchu mikrobu (na povrchu napt. S. aureus, B.
cepacia komplex, ale nikoli P. aeruginosa) (7, 9). Do stejné velké rodiny patfi i
vySe popsané TLR. MBL bakterie bud’to neutralizuje nebo je opsonizuje aktivaci
komplementu, pomoci tzv. lektinové cesty. V zavislosti na individuélnich
polymorfismech genu pro MBL u dané¢ho jedince (popséno 1 u CF pacienti) jsou
dany sérové hladiny tohoto lektinu. Jednotlivé takové varianty jsou potom
spojeny sriznou odpovédi na infekci. U CF jsou ve zvySené mife pfitomny
varianty vedouci k deficienci MBL vedouci k porusené neutralizaci
lipopolysacharidii (LPS) a dalsich toxickych substanci uvoliiovanych
z patogennich mikrobt, a tim k nepfiznivému prubéhu chronickych infekei (7,
20).

PrestoZe poruchy v samotné kaskddé komplementu nebyly u CF popsany,
komplement se jisté ucastni v patologickych procesech imunokomplexovych.

Komplement u CF je aktivovan hlavné bakteriemi ¢ LPS zté€chto patogent.
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Samotné imunokomplexy byly ve zvySené mire nalezeny u nékterych pacientd
s CF, a to zvIasté u pacientd s probihajici artritidou. V nékterych pfipadech byly

imunokomplexy nalezeny u pacientl s CF i ve sputu, kde obsahovaly pfimo LPS.

3.5.4. Imunologické vysSetreni u déti s CF

U pacientd s CF jsou provadéna vSechna rutinni imunologicka vySetfeni. U
pacientll ve stabilizovaném stavu se tak d&je v roCnich intervalech, pokud to
jejich stav nevyzaduje Castéji.

Pfi vySetfeni imunitniho systému u pacient s CF jsou vyuzivany vSechny
dostupné laboratorni metody be€Zn€ wuzivané v imunologii. Elektroforéza,
nefelometrie, aglutinani metody, imunoreaktivni metody se znalenymi
protilatkami, imunoblotting, imunofluorescence, chemiluminiscence,
imunohistochemie, pritokovd cytometrie, molekularné-biologické metody.
Vyuzivaji se i funkéni testy, napf. blastickd transformace, cytotoxické testy,
batericidni testy a testy oxida¢niho metabolismu.

Rutinné jsou vySetfovany slozky vrozené imunity, a to jak slozky
humoralni, tak bunéc¢né. Dale jsou rutinné vySetfovany hladiny protilatek (IgM,
IgA vletné slizniéni komponenty, IgE, 1gG s moZnosti stanovit jenotlivé
podtfidy) a celé¢ tady autoprotilatek napf.antinukledrni, anticytoplazmatické,
antigliadinové, protilatky namifené proti endomyziu, tkaiové transglutaminaze,
proti imunoglobulinovym molekuldm (RF) a mnoho dalSich. V indikovanych
pfipadech je mozno vySetfit i specifickou buné¢nou slozku imunitniho systému
(poCet B i T lymfocytli v€etné zastoupeni jednotlivych subpopulaci).

Rutinn€ jsou vySetfovany titry postinfekénich a postvakcinagnich
protilatek, zvlast€ proti kapsularnim patogeniim castéji se vyskytujicim u CF
(Streptococcus preumoniae, Haemophilus influenzae). Déti s CF tvofi dostate¢né
hladiny postvakcina¢nich protilatek pii stejnych davkach o€kovacich latek jako
zdravé déti (22). .

Nase pracovisté¢ zavedlo mezi rutinni vySetfeni kvantitativni stanoveni
specifickych protilatek ve t¥ide€ 1gG proti P. aeruginosa s vyuzitim serologickych
metod (enzymaticka imunoanalyza). Vyhodou této neprimé diagnostiky je
detekce ze séra, tedy moznost provedeni diagnostiky u kazdého pacienta bez
potieby sputa, coZ je ptinosné hlavné u malych déti, z nichz vétsina neni schopna

vykaslavat. Podle vySe titru protilatek je také mozno odlisit ¢asnou infekci, kdy
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jsou jiz protilatky pritomny, a infekci chronickou. Déle je mozno dle hladiny titru
antipseudomonéddovych protilatek sledovat dynamiku infekce a moZnost
korelovat serologické vysledky s mikrobiologickou kultivaci a pripadné
molekularné-biologickou detekci (pomoci polymerazové retézové reakce) tohoto
patogena ve sputu, sekretu dolnich cest dychacich odebranych pfi
bronchoskopickém vysetteni, sekretu hornich cest dychacich €1 ve vytéru z krku.
U nékterych CF pacientd jsou stejné jako u zdravé populace vySetfovany
hladiny specifickych IgE namifenych proti béZznym alergenlim. V indikovanych
ptipadech, ¢asto u pacientl se zvySenou hladinou celkového IgE, je nyni mozno

vySetfit hladinu specifického IgE proti Aspergillus fumigatus. Incidence tohoto

patogenu v soutasné dob& vyrazné narlstd, zvlast€ mezi dospélymi CF pacienty.
Stanoveni specifického IgE proti Aspergillus fumigatus patfi k vyznamnym
diagnostickym kritériim pri1 stanoveni diagnézy alergické bronchopulmonélni
aspergilézy (ABPA) (23).

Déle je mozno stanovit sérovou hladinu lektinu vdziciho mandézu (MBL)
s vyuzZitim enzymatické imunoanalyzy (ELISA). MBL je dileZitou sou¢asti
vrozené¢ho imunitniho systému. MBL byl a je intenzivné zkoumén jako jeden
z kandidéatnich gent modifikujicich prib&h zvlast¢ plicniho onemocnéni u CF.

Byly popsany geneticky podminéné nizké hladiny tohoto lektinu asociované se

M vy

Vv

nékterych infekei zvIast€ v kojeneckém véku (24).Vzhledem k lokalizaci
chronické infekce u CF pacientll v plicich je Casto s vyhodou vySetfovat nejenom
séra pacientd, ale i dals{ t€lni tekutiny ¢&i produkty. S vyuzZitim pritokové
cytometrie je stanovovano zastoupeni populaci bun¢k (leukocytil, lymfocytd B, T
1 jejich jednotlivych subpopulaci) ve vzorcich bronchoalveolarnich lavazi (BAL)
odebranych pri bronghoskopickém vySetfeni pacientt informujici o aktualnim
stavu v respiraénim traktu. S vyuZitim serologickych metod je moZno méfit
hladiny riznych imunologickych ptisobki ve slindch pacientd, v eluatech stolice,
v supernatantech BAL ziskanych pfi bronchoskopickych vySettenich pacientd.

Mezi neinvazivni vysetfeni patfi odbér kondenzatu vydechovaného vzduchu a

nasledné vyuziti serologickych metod pro detekeci rdznych imunologickych

mediatorit v tomto materidlu (napf. prozanétlivych cytokini IL-1, TNF-alfa,
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chemotakticky pusobiciho interleukinu 8, metabolitu kyseliny arachidonové -

LTB4 a mnoho dalsich).
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IV. PRAKTICKA CAST

Vlastnim cilem praktické &asti je zhodnoceni vybranych vysetfeni u détskych

pacient a shrnuti vysledkd ziskanych na naSem pracovisti.

4.1. Pseudomonas aeruginosa

4.1.1. Metodika vysetreni P. aeruginosa
Principem je kvantitativni  vySetfeni hladiny antipseudomonadovych

protilatek pfitomnych in vivo v periferni krvi pacienti s CF pomoci enzymatické
imunoanalyzy (ELISA). Tato metoda je velice citliva a detekuje protilatky ve
tridé IgG proti 3 specifickym antigenim P. aeruginosa (alkalicka proteaza,
elastaza a exotoxin A). Ke stanoveni pozitivniho vysledku sta¢i pozitivita jedné z
protilatek. Podle vySe titru protilatek je mozno odlisit infekei od kolonizace. U

pacientd s titrem vyS§im nez 1 : 10 000 lze infekei oznadit jako chronickou.

negativni  hraniénl pozitival chronické
0 500 1250 10000 titr

Vyhodou této nepiimé diagnostiky je detekce ze séra, tedy mozZnost
provedeni diagnostiky u kazdého pacienta bez potieby sputa, nevyhodou je jista
finan¢ni nakladnost diagnostickych kitt.

Vyrobcee kitu: Mediagnost, Diagnostika mbH, Reutlingen, Germany

4.1.2. Vysledky vysSetreni P. aeruginosa

Bylo provedeno 274 wvySetieni u 167 pacientli s potvrzenou diagnézou
s CF. Vysledky jsou shrnuty v nasledujicich grafech a tabulkach.

Pii vy3etfeni alkalické protedzy bylo nalezeno 222 vySetieni negativnich
(81%), 29 hrani¢nich ( 11%) a 23 pozitivnich ( 8%). U elastdzy bylo nalezeno
207 negativnich vySetteni (76%), 36 hrani¢nich (13%) a 31 pozitivnich (11%). U
vySetieni exotoxinu A  bylo nalezeno 138 negativnich vysledkd (51%), 80

hrani¢nich (29%) a 56 pozitivnich (20%). U déti s pozitivnim vysiedkem byl
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nalezen v48% jeden antigen, u 27% dva antigeny a u 25% tfi pozitivni

antigeny.

Alk. proteaza

8% 11%

| 0O Hraﬁién% 3
[ Negativni
IOPozitivii |

Graf ¢. 1 - Vysledky vysetreni alkalické protedzy

Exotoxin A
20%
29%

[;Hréﬁiéni ]
' Negativni
L'I Pozitivni {

51%

E Graf ¢. 2 - Vysledky vysetreni Exotoxinu A
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Elastaza

1% 13%

mHanen |
[ Negativni
O Pozitivni

Graf ¢. 3 - Vysledky vySetieni Elastazy

Polet vySetieni| Alk. protedza FElastdza Exotoxin A
Hrani&ni 1 A 36 80
Negativni D02 207 138
Positivni 23 __ 31 56

V%| Alk protedza| Elastiza|  Exotoxin A

Hrani¢ni 11 13 29
Negativni 81 - 76: 51
Positivni 8 11 20
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‘B Pozitivita 1 antigen
O Pozitivita 2 antigeny
|8 Pozitivita 3 antigeny

Graf ¢.4 - Vysledky v poctu pozitivity na mnozstvi antigent

V% pocet
Pozitivita 1 antigen 48 69
Pozitivita 2 antigeny 27 39
Pozitivita 3 antigeny 25 37
g3 145
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Protilatky proti PA u 167 pacienti s CF

4%

43% '8 Negativni
O Hrani¢ni
O Pozitivni |
0 Chronicky pozjt_ivgl

Graf ¢. 5 - Celkové zhodnoceni pozitivity vySetieni

V% Polet pacientit

Anti-P.aeruginosa )

7 Negativni 43 85
Hrani¢ni 32 67

Pozitivni ol 46

Chronicky pozitivni 4 8
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4.1.3. Diskuse k vySetreni P. aeruginosa

Infekce P. aeruginosa ma u cystické fibrézy pomérné charakteristicky
prib&h. Prvni, ¢asna faze infekce je zpliisobena nemukoidni formou P.aeruginosa,
kterd je obecné citlivéjsi na antibiotickou 1é¢bu. Pokud neni tato faze v¢as 1é¢ena,
bakterie vzdy konvertuje v mukoidni formu a infekce se stava chronickou s
opakovanymi epizodami exacerbace plicniho postizeni. Morfologicka zména
bakterie, odpovidajici in vivo tvorbé exopolysacharidu alginitu a formovani
biofilmu, mé za nasledek ztetelny nardst rezistence k ATB terapii. I z tohoto
vyplyvd, Ze uspéch 1é¢by zdvisi predev§im na jejim vcéasném zahdjeni, kdy
postihuje P. aeruginosa je$té v jeji nemukoidni formé. Problémem je ovSem
detekce bakterie, nebot’ v této pocatedni fazi infekce je pfitomno mensi mnozstvi
patogent. To klade vy$Si naroky na pouZité diagnostické metody, jeZ musi byt
dostate¢né senzitivni, ale zaroveit velmi spolehlivé. K tomu pfispivd pravé
stanoveni anti pseudomonasovych protilatek.

Chronicka infekce Pseudomonas aeruginosa je definovana jako trvala
perzistence bakterie po dobu 6 mésich a vice. Charakteristickym pfiznakem
trvajici chronické infekce P. aeruginosa je produkce mukoidniho algintu a
tvorba mikrokolonii, které jsou Spatné prostupné pro antibiotika. Takzvany
mukoidni fenotyp P. aeruginosa je tedy spojen s hor$im prubé¢hem infekce. Proto
je velmi dualezitd prevence a vcasné zachyceni pocatecni kolonizace
Pseudomonas aeruginosa v dobg, kdy bakterie jesté nebyva piitomna v mukoidni
formé. Nutna je Casna razantni antibioticka lécba. Tak Ize chronickou kolonizaci
oddalit o nékolik mésict az let.

Uspésna i.v. antibioticka terapie je spojovana se stabilnim & klesajicim

titrem protiléatek.

4.2. Imunoglobuliny

=

4.2.1. Metodika vySetreni Ig

VysSetfeni vybranych parametri humoralni imunity bylo provadéno
nefelometricky za pouZiti odpovidajicich antisér (Beckman Coulter, USA).
Vysledky byly hodnoceny vzhledem k normdm odpovidajicim veéku

jednotlivych pacientl.
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Antiséra s éarovym kodem pro vySetreni

Princip pouzité metody byl nefelometricky, kdy méiime intenzitu

difuzné rozptyleného svétla na dispergovanych dCasticich. Rozptylené

svétlo vychazi z roztoku viemi sméry a méfi se pod thlem, ktery je odlisny

od sméru dopadajiciho zareni. Nefelometr Immage pouziva jako zdroj
svétla helium — neonovy laser. K nefelometrii a kompetitivni nefelometrii
se pii meéfeni pouziva vysoce citliva NIPIA (Near Infrared Particle
Immunoassay) a kompetitivni NIPIA, kterd udrZuje konstantni intenzitu
limitovaného svételného paprsku ve vinové délce 940 nm. NIPIA detekuje
pritomnost a hladinu specifickych proteind 1 o nizk€é molekulové
hmotnosti. Pfi prachodu svétla roztokem obsahujicim suspendované
Castice  stoupa v'disledku tvorby imunokomplext behem reakce
antigen-protildtka mnozstvi rozptyleného svétla. Testem méfime rychlost

tohoto nartstu.
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Nefelometr Immage

4.2.2. Vysledky vysSetreni lg

Celkem bylo vysetfeno 74 déti ve v€ku od 5 mésich do 18 let,
v souboru bylo 32 divek a 42 chlapc, 18 déti bylo vySetfeno opakovang.
Ve vékové skupingé 1-3 roky bylo 9 déti, ve skupiné 3-6 let 8 déti, ve
skuping 6-10 let 21 déti, ve skupiné 10-15 let 22 déti a ve skupin€ 15-18 let
14 déti. V8echny déti me&ly potvrzenu diagnézu CF podie klinickych nélezi,
vySetieni chloridd v potu a nakonec molekularné genetickym potvrzenim
mutaci CFTR.

|
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‘%15 Enorm
10 MCF
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0
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Graf ¢ 6 - Vysledky vysetreni IgG
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4.2.3. Diskuse k vysetreni lg
VyS3etteni imunoglobulind v izotypech IgG, IgA a IgM u déti s CF
1 kopirovalo dynamické zmény v rozvoji protilatek, jez jsou znamé u

normalnich déti v jednotlivych vékovych skupindch. Ve vysledcich IgG

Cnvr

skupin€ do 1 roku. Jiz od nésledujici v&€kové skupiny 3-6 let nartstala
hyperimunoglobulinémie, jez se postupné¢ zvySovala aZz k extrémnim
hodnotam IgG nalézanym u dospivajicich. Podobné stejnou dynamiku
vykazuje IgA. Tato kiivka se jiZ pln¢ netyka IgM, které je vice ovlivnéno
momentalnim stavem pacienta nez jeho dlouhodobym chronickym
prub&hem, i kdyZ 1 v tomto piipad€ je jasné vyrazné zvySeni hodnot tohoto

imunoglobulinu.

4.3. VysSetreni podtrid IgG

4.3.1. Metodika vySetreni podtrid IgG

IgG podtiidy byly vySetfeny nefelometricky za pouziti antisér proti
jednotlivym podtfidam I1gGl az IgG4 (Binding Site, Birmingham, Velka
Britdnie). Princip metody je stejny jako u predchoziho vySetfeni

imunoglobulint.

4.3.2. Vysledky vysetreni podtrid IgG

Vysetfeni podtiid 1gG bylo provedeno u 53 déti do 18 let s potvrzenou dg
CF. Z tohoto souboru bylo 25 divek a 28 chlapci.
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str. 38



4.4.

4.3.3. Diskuse k vysetreni podtrid IgG

Ve vysetfeni podtiid 1gG je jasné snizeni hodnot IgG2. 1gG1 a IgG3
je zvyseno u pacientil s CF jiZz od raného détstvi. Hodnoty 1gG4 jdou velmi
tézko posuzovat pro jejich velmi az extrémné nizké hodnoty (IgG4 se
pohybuje v nejnizSich v&kovych skupinach v setinach a desetinach g/l).
V jednotlivych v&kovych skupinach bylo nalezeno snizeni I1gG2 u
nejmensich déti. Pri srovnani s normainimi hodnotami imunoglobulini
vzhledem k v€ku neni toto snizeni, stejné tak jako niz$i IgG celkové,
statisticky vyznamné, nicméné trend rozvoje 1gG2 od nizkych hodnot do
typické hypergamaglobulinemie je jasné patrny. Zajimavym faktem,
tykajicim se pravé imunoglobulinu IgG2, je skuteCnost, Ze jako jediny
z izotypl imunoglobulint je pod vlivem Thl vétve imunitni odpovédi.
Nabizi se otdzka, zda defekt imunity neni u pacientd s CF hiubsi a zda
snizeni IgG2 neni odrazem dysfunkce protektivni vétve Thl reakce. 1gG2
ma zasadni ulohu v obrané proti mikroorganismim s polysacharidovymi
antigeny. Byla zjiSténa jeho role vobrané pravé proti kmenlim

Pseudomonas (7).

VysSetreni ANCA

4.4.1. Metodika vysetreni ANCA

Pfi  stanoveni ANCA protilaitek se pouZivda technika nepiimé
imunofluorescence, pfi niz se pacientské vzorky a prisluSné kontrolni vzorky
inkubuji na substratu s purifikovanymi lidskymi neutrofily. Nenavéazané
protilatky se odmyji a poté se prida konjugét prisiusné sekunddrni protilatky
s fluoresceinem. Nenavazany konjugat se odmyje jako v predchazejicim kroku.
Zpracovand substratova skla se vyhodnocuji fluorescenénim mikroskopem. U
pozitivnich pacient vyhodnocujeme typ fluorescence P a C.

Pouzita souprava - Binding Site, Birmingham, Velka Britanie.
Stanoveni PR3 a anti BPI protilatek se provadi metodou ELISA. BPI

(bactericidal permeability-increasing protein) je membranovy protein o
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molekularni vaze 5SkD. BPI je jednim z mikrobicidnich proteint buiky, které
jsou cilovymi antigeny ANCA.

Princip metody

Antigen BP] ( PR3) je navazédn na dno mikrotitranich jamek. Jsou-li v séru
pfitomny protilatky proti témto antigenlim, zachyti se v mikrojamkéch.
Nenavazané s€rové protilatky se odstrani promytim. Pii druhé inkubaci na
specifické protilatky (IgG) ze vzorku navadZe znaCend zvifeci protilatka proti
ptislusnému lidskému imunoglobulinu IgG, konjugovana s kfenovou peroxidazou
(konjugét). Po odstranéni nenavézaného konjugatu promytim se detekuje
peroxidazova aktivita aplikaci jednoslozkového substratu s TMB. Enzymova
reakce se zastavi piidanim zastavovaciho roztoku.

PouZita souprava:
Anti BP] - Mediagnost, Reutlingen, Némecko.
Anti -PR3 — Euroimmun A6, Liibeck, Némecko

4.4.2 Vysledky vysetreni ANCA

Ze 74 vysetienych déti byla nalezena 6x pozitivni P-ANCA, 25x pozitivni
C-ANCA. Pii specifikaci v testu ELISA jsme nalezli ve 48 piipadech pozitivitu

vici BPI, v 18 ptipadech pozitivitu viéi PR3, vSe z celkem 74 vySetienych déti.

80 1
70 -
60 -
50 -
40
30

pacienti

P.ANCA  C-ANCA celkem

Graf ¢. 13 - Pozitivita ANCA ve fluorescencnim vySetfeni.
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specificita ANCA

80 (

70
60
50
40
30
20
2
0 :

antiBPI antiPR3 celkem

pacienti

Graf ¢. 14 - Specificita ANCA p¥Fi vySetFeni ELISA.

4.4.3. Diskuse k vysSetreni ANCA

U souboru vysetfovanych déti s CF byla opakované nalezena pozitivita
ANCA protilatek, a to hlavné proti baktericidii permeabilitu  zvySujicimu
proteinu. Patii do cytoplasmatickych antigenli neutrofild, ktery vaze LPS. Ma
vyrazné antimikrobidlni u€inky proti gram-negativnim bakteriim. Autoprotilatky
proti BPI jsou nalézany u chronickych intestindlnich onemocnéni, naptf. u
ulcerativni kolitidy.

Zasadni otdzka, jak k plicni infekci pfispivaji nalézané ANCA protilatky,
nebyla dosud zodpov&zena. ANCA protilatky v testech in vitro negativné
ovliviinji funkce neutrofild (26), jejich vyznam in vivo je dosud ve stadiu

zkoumani.
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C-ANCA, cytoplasmaticky typ fluorescence
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V. DISKUSE

Imunitni systém hraje zasadni tlohu v obran€ proti infekci. Stejné dtlezity
je u pacientl s cystickou fibrézou, i kdyz v tomto ptipad€ jsou u plicni infekce
zésadni faktory lokélniho prostfedi plic ovlivn€ného zakladni nemoci, jez
ptispivaji k chronické, celoZivotné trvajici infekci hlavné kmeny Pseudomonas a
Burkholderia cepacia (14,2). Uloha imunitniho systému u dé&ti s CF byla sice
zkoumadna, nicmén¢ protoZe nebyla nalezena Zadna primarni imunodeficience, jez
by mohla prispivat k pribéhu onemocnéni, neni Zadnd forma imunoterapie
v zékladnich néavrzich na terapii této choroby. V této praci byl sledovan vyvoj
spektra imunoglobulinli u déti. Bylo nalezeno sniZeni imunoglobulint u déti pod
10 let ve€ku snaslednou hypergamaglobulinémii, ktera patrné souvisi
s prodélanymi infekcemi. V dal§i Casti prace bylo nalezeno v jednotlivych
v€kovych skupinach sniZzeni IgG2. Pri srovnani s normalnimi hodnotami
imunoglobulinii vzhledem k vé€ku neni toto sniZeni, stejné tak jako niz§i IgG
celkové statisticky vyznamné, nicméné trend rozvoje 1gG2 od nizkych hodnot do
typické hypergamaglobulinemie je jasn€ patrny. Zajimavym faktem, tykajicim se
pravé imunoglobulinu I1gG2, je skuteCnost, ze jako jediny =z izotypld
imunoglobulini je pod vlivem Thl vétve imunitni odpovédi. Nabizi se otazka,
zda defekt imunity neni u pacientli s CF hlubsi a zda sniZeni IgG2 neni odrazem
dysfunkce protektivni v&tve Thl reakce. 1gG2 ma zésadni tlohu v obran& proti
mikroorganismiim s polysachridovymi antigeny. Byla zjisténa jeho role v obrané
pravé proti kmenim Pseudomonas (7). Je tedy otazkou, zda pfistoupit
k substitu¢ni terapii imunoglobuliny v prvnich letech Zivota, kdy je zji$t¢n deficit
IgG2 a jeste nedoslo k infekei, jejiz charakter je u déti s CF obzvlasté zavazny a
vétSinou se jednd o chronickou celoZivotni infekci bez moZnosti eradikace
mikroorganismu.

Zasadni otazka, jak k plicni infekci ptispivaji nov€ nalézané ANCA
protilatky, nebyla dosud zodpovézena. ANCA protilatky v testech in vitro
negativné ovliviuji funkce neutrofild (26), jejich vyznam in vivo je dosud ve
stadiu zkoumani. V souboru vySetfovanych déti byla opakovan¢ nalezena
pozitivita ANCA protildtek, a to hlavné proti baktericidii/permeabilitu
zvySujicimu proteinu. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o vyznamnou soucést

baktericidni vybavy neutrofili a hlavni sloZzku obrany proti lipopolysacharidu,
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invazivnimu faktoru pravé kment Pseudomonas (3) , méla by piipadnd vazba a
neutralizace BPI protilatkami proti této substanci vyrazn€ negativni vliv na tyto
chronické infekce. BPI-ANCA byla nalezena jiZ u nejmenSich déti, kde by mohly
mit vliv na kolonizaci plic patogennimi kmeny Pseudomonas. Naproti tomu
protilatky ANCA namifené proti proteindze 3 (PR3), dal$imu z baktericidnich
pusobkll neutrofil, nachdzime pouze u mensi ¢asti déti a v nizké koncentraci.
Tyto protilatky jsou nejspiSe disledkem léta trvajici infekce s vyznamnou uéasti
neutrofild a v po€atcich onemocnéni nehraji Zadnou Glohu.

U pacientl s CF, stejné tak jako u zdravych jedincl, funguje imunitni
systém jako souhrn regulovanych imunitnich reakei, které jsou zahdjeny slozkami
vrozené imunity a nasledovany reakcemi specifickych sloZek imunitni odpovédi.
VétSina zmén v imunitnim systému CF pacientl jsou pravdépodobné dany

sekundarn¢ a dochézi k nim v pribéhu onemocnéni.
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Vi. ZAVER

Imunitni systém u pacientl s CF je podle vSech znamek pti narozeni plné
funkcni, bez prokazatelné patologie. Nasledné s pribéhem onemocnéni se
rozvine fada sekundarnich zmén popsanych vyse. Ve vétsing ptipad neni nutna
imunologicka terapeutickd intervence, s vyjimkou substituce imunoglobulint,
hlavné v prvnich mésicich Zivota. Pfesto, Ze jednim z klicovych klinickych
ptiznakd CF je chronicka infekce a ucast imunitniho systému je tedy zasadni,
ukazuje se, Ze jeho poruchy jsou az sekundérni a ovlivnéni imunitnich funkei pti
tomto onemocnéni ma jenom pomocnou Ulohu. Nicméné teoretické poznatky o
interakci imunitnitho systému s infekénimi patogeny v modifikovaném CF
prostiedi jsou velmi zajimavé a nové poznatky jak o CF, tak o funkci imunitniho
systému prinesou jist¢ v budoucnu nové pohledy na patogenezu a 1é€bu tohoto

zavazného onemocnéni.
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