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Abstrakt

Achromobacter spp. je nové se objevujici patogen zejména chronickych respirac¢nich
infekci u pacientll s cystickou fibr6zou. Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF poskytuje
spolehlivou identifikaci pouze na urovni rodu. Pro druhovou identifikaci zastupct se pouziva
sekvence genu nrdA. Studiem klonality s vyuzitim multilokusové sekvencni typizace lze zjistit,
zda je pacient infikovan stale stejnym klonem, nebo zda postupem casu dochézi k reinfekci
novym kmenem. Do nasi studie byly zatazeny casosbérné izolaty Achromobacter spp.
od pacientt s cystickou fibrozou. Pacienti byly rozdéleni do tii skupin, podle ¢asového intervalu
mezi odbéry. U prvni skupiny ¢inil vnéjSi interval mezi odbéry cca 10 let, u druhé 7
az 12 mésicti a zbyvajici skupinu tvorily samostatné izolaty. V pribéhu chronické infekce
dochazi k adaptaci Achromobacter spp. na exponujici antibiotika i na hostitele. Izolaty odebrané
v intervalu deseti let vykazovaly vyS$si po€et mutaci nez izolaty s intervalem odbérti do jednoho
roku. V prubéhu chronické infekce dochéazi ke ztraté motility, coz jsme prokazali fenotypovée
na trovni motility, snizeni poc¢tu bi¢ikt 1 zmény v genech pro tvorbu bi¢ika. U n€kterych izolath
bylo zaznamenano zvySeni rezistence screeningovou diskovou difuzni metodou. Vzhledem
ke stale Castéjsi izolaci Achromobacter spp. z klinického materidlu a vzhledem k jeho ptirozené
multirezistenci roste potfeba poznani této bakterie a s tim souvisejici hledani efektivnich

moznosti 1écby.

Klicova slova: multirezistence; cysticka fibroza; chronické infekce; Achromobacter; motilita;

NGS



Abstract

Achromobacter spp. is an emerging pathogen, especially in chronic respiratory
infections in patients with cystic fibrosis. MALDI-TOF mass spectrometry provides reliable
identification only at the genus level. The nrd4 gene sequence is used for species identification
of representatives. Clonality studies using multilocus sequence typing can determine whether
a patient is still infected with the same clone or whether reinfection with a new strain occurs
over time. Time-collected isolates of Achromobacter spp. from patients with cystic fibrosis
were included in our study. Patients were divided into three groups according to the time
interval between collections. In the first group, the external interval between collections was
approximately 10 years, in the second group 7 to 12 months, and the remaining group consisted
of single isolates. In the course of chronic infection, Achromobacter spp. adapt to the exposed
antibiotics and to the host. Isolates sampled at an interval of 10 years showed a higher number
of mutations than isolates with a sampling interval of up to one year. During chronic infection,
loss of motility occurs, which we demonstrated phenotypically at the level of motility, reduction
in flagella number and changes in flagellar genes. Increased resistance was observed in some
isolates by disc diffusion screening method. With the increasing isolation
of Achromobacter spp. from clinical material and due to its inherent multidrug resistance, there
is a growing need of understanding this bacterium and the associated search for effective

treatment options.

Keywords: multidrug resistance; cystic fibrosis; chronic infection; Achromobacter; motility;

NGS
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Seznam zKkratek

ABC transportér..............c....... ATP-binding cassette transporter, ATP-vazajici kazetovy
transportér

AmpPC.....ooeiieeieeeieeeee e, Skupina chromozomalnich inducibilnich B-laktamaz

AXC it Achromobacter xylosoxidans carbapenemase, karbapenemaza

objevend u Achromobacter xylosoxidans

BHI....ooiiiiieeeeee, Brain Heart Infusion bujon

BSAC ... British Society for Antimicrobial Chemotherapy, britska
spole¢nost pro antimikrobialni chemoterapii

CCM.oiiiieeeeeeeee e Czech Collection of Microorganisms, Ceska sbirka
mikroorganismu

Centrum CF pii FN Motol ...... Centrum cystické fibrozy pii Pediatrické klinice Fakultni
nemocnice v Motole a 2. 1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy

CFaoeeeeeeeeee e Cystic fibrosis, Cysticka fibroza

CFTR .o Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,

transmembranovy regulator vodivosti

DDST ..o, Double Disk Synergy Test, test synergie dvou diskii
DES. .. Danish Epidemic Strain, dansky epidemicky kmen
EDTA ..o Ethylenediaminetetraacetic acid, kyselina

ethylendiamintetraoctova

ESBL...ooiiieeeeeeeeeeen Extended-spectrum beta-lactamases, beta-laktamazy Sirokého
spektra

EUCAST ....oooiiiieeeeee European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
Evropské komise pro testovani antimikrobidlni citlivosti

FENO....oooiieieeeeeeeeen Fractional Exhaled Nitric Oxide, frakce vydechovaného oxidu
dusného

FEVI .o, Forced Expiratory Volume in I second, usilovny vydechovy

objem v prvni sekund€ po maximalnim nadechu

FTIR .ot Fourier transform infrared spectroscopy, infraervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci

GSP o General Secretory Pathway, obecna sekretoricka draha

LDA . Linear Discriminant Analysis, Linedrni diskriminacni analyza

LPS. e Lipopolysacharid vnéjsi membrany



MALDI-TOF (MS)................. Matrix Assisted Laser Desorption lonization time-of-flight
Mass Spectrometry, hmotnostni spektrometrie s laserovou

desorpci/ionizaci za GiCasti matrice s detektorem doby letu

1\Y 1 2 S Metallo-beta-lactamases, metalo-beta-laktamazy

MEFS transportér...................... Efluxni systém typu Major facilitator superfamily

MGE ..o, Mobile genetic elements, mobilni genetické elementy

MH agar.......cccccoevvevveeenrenne Mueller-Hinton agar

MIC ... Minimal Inhibitory Concentration, minimalni inhibicni
koncentrace

MLSA ..o, Multilocus Sequence Analysis, multilokusova sekvenéni
analyza

MLST ..o, Multilocus Sequence Typing, multilokusové sekvenéni typizace

NGS o Next-Generation Sequencing, sekvenovani nové generace

NRL oo Nérodni referencni laboratot

PCA. ., Principal Component Analysis, analyza hlavnich komponent

PCR...ooiieee, Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce

RND ..ot Efluxni systém typu resistance-nodulation-division

ST Sequence Type, sekvencni typ

SZU oo Statni zdravotni tistav

T2SS Type Il Secretion System, sekrecni systém typu II

T3SS Type Il Secretion System, sekre¢ni systém typu II1

TEM ..ot Transmission Electron Microscopy, transmisni elektronova
mikroskopie

TMB..iiiiiieee, Tripoli Metallo-beta-lactamase, Tripoli metalo-beta-laktamaza

TSA e Tryptone Soya Agar



1 UVOD

Achromobacter spp. je noveé se objevujici patogen zejména chronickych respiracnich
infekci u pacienti s cystickou fibrozou. Vzhledem ke stale Castéjsi izolaci Achromobacter spp.
z klinického materidlu roste potieba poznani této bakterie spolecné a s hledanim efektivnich
moznosti 1€cby, ktera byva komplikovana z divodu pfirozené rezistence achromobakterti viici

mnoha skupinam antibiotik.

Achromobacter je rod aerobnich, nefermentujicich, nesporulujicich gramnegativnich
tyCinek. Je pribuzny s rody Bordetella a Alcaligenes a v minulosti byl n¢kolikrat taxonomicky
pteklasifikovan, ale v soucasnosti tvoii samostatny rod. K identifikaci rodu je dostacujici
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, pro druhovou identifikaci se nejcastéji vyuZiva
sekvenace genu nrdA. Pro ucely genotypizace bylo vroce 2012 navrzeno schéma
multilokusové sekvencéni typizace (MLST), pomoci kterého Ize izolaty rozdélit na rtzné

sekvenéni (ST) typy.

V experimentalni ¢asti této prace jsme zpracovavali sputum pacientd s CF, ze které¢ho
jsme izolovali a identifikovali Achromobacter spp. pro dalsi analyzy. Nasledovala druhova
identifikace pomoci sekvenace genu nrdA. Pro studium epidemiologie a klonality jsme
analyzovali izoldty metodami FTIR-spektroskopie a MLST s vyuzitim celogenomové
sekvenace. Casosbérné izolaty jsme testovali screeningovou metodou diskového difuzniho
testu pro posouzeni antibiotické citlivosti. Nase data jsme doplnili o vysledky dalSich odbért
sledovanych pacientii zaznamenané v laboratornim informa¢nim systému (MicLab), které byli
ziskany stejnou metodou. Pro posouzeni zmén motility bakterii jakozto adaptacniho
mechanismu jsme izolaty analyzovali fenotypovym testem pro swimming motilitu, transmisni
elektronovou mikroskopii a porovnanim genetickych zmén ovliviiujicich motilitu mezi
casosbérnymi izolaty. Bioinformatickymi metodami jsme analyzovali geny, které se podileji
na adaptaci patogenu v prabéhu chronické infekce. Schéma pribéhu experimentalni ¢asti prace

je vyobrazeno na obrazku 1.
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2 CIiLE

Cile diplomové prace byly nasledujici:

e Identifikovat druhy Achromobacter spp. a odhadnout jejich prevalenci u pacientd
s cystickou fibrozou navstévujici Centrum cystické fibrozy pii Pediatrické klinice
Fakultni nemocnice v Motole a 2. 1€katské fakulty Univerzity Karlovy

e Typizovat izolaty Achromobacter spp. od vybranych pacientli metodami multilokusové
sekvenéni typizace (MLST) a FTIR-spektroskopie

e Posoudit zmény antibiotické citlivosti izolath od pacientl s cystickou fibrézou
v pribehu trvani chronické infekce Achromobacter spp.

o Zjistit, zda dochdzi ke zméndm motility a poc¢tu bi¢ikli na buiiku u longitudinalnich
izolatd v prab&hu chronické infekce Achromobacter spp.

e Vyhodnotit genotypové adaptaéni zmény izolatd v pribéhu chronické infekce

Achromobacter spp.
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3 PREHLED LITERATURY

3.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibroza (déle jen CF) je dédicnym onemocnénim. Byla pojmenovana podle
tvorby cyst a vazivovaténi tkdn¢ pankreatu (Pettit & Fellner 2014). Je zplisobena mutaci genu
CFTR pro stejnojmenny protein CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,
transmembranovy regulator vodivosti). Jedna se o autozomalné recesivni onemocnéni, které se
projevi pouze v ptipad¢, Ze proband zdédi defektni alelu od obou rodict (Vankeerberghen et al.
2002, Pettit & Fellner 2014). Gen CFTR je lokalizovan na dlouhém raménku 7. chromozomu,
v oblasti 7q31.2. Jeho velikost ¢ini pfiblizné 190 kbp a expresi vznika protein o délce 1480
aminokyselin. Protein CFTR je chloridovym kanélem, jeho hlavni funkei je hydratace télesnych
sekret a udrzovani jejich nizké viskozity (Hakkak er al. 2013). V piipadé¢ nefunkcénosti
proteinu CFTR jsou sekrety dychacich cest a exokrinnich 714z visk6znéjsi (Vankeerberghen

et al. 2002).

Je znamych vice neZ 2 000 mutaci CFTR, ale ne vSechny zptsobuji cystickou fibrézu
(Cystic Fibrosis Foundation 2021, http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html).
Je mozné je rozdélit do Sesti tfid podle vlivu na vysledny CFTR protein. Mutace 1. tfidy
(napt. G542X) maji za nasledek vznik pfedcasnych terminacnich kodonti a naslednou tvorbu
defektnich nebo zadnych CFTR proteint. U mutaci II. tfidy (napt. F508del) vznikaji chybné
sloZené proteiny, které jsou predCasné degradovany. Tiida III. (napt. G551D) zahrnuje poruchy
regulace, kdy nedochazi k aktivaci CFTR proteinu za pomoci ATP ¢i cAMP a k dostatecnému
otevirani kanalu. Mutace IV. tfidy (napf. R334W) zplsobuji zhorSenou funkci a snizeny
transport chloridovych iontl. V rdmci mutaci V. tfidy (napf. R117H) dochazi k syntéze plné
funkéniho proteinu CFTR, ktery ale v dasledku zmén na promotoru neni exprimovan
v dostatecném mnozstvi. U posledni, VI. tfidy, jsou na C-konci proteinu pfitomny mutace

urychlujici jeho degradaci (Pettit & Fellner 2014).

Nejbéznéjsi mutaci je F508del vyskytujici se v 85,8 % ptipadi CF v alesponi jedné
alelické kopii (Cystic Fibrosis Foundation 2021). U F508del dochdzi k deleci tii parii bazi
koédujici aminokyselinu fenylalanin na pozici 508 (Canadian Agency for Drugs and
Technologies in Health 2018). NejbéznéjSimi komplikacemi CF je zvySend nachylnost
k respiraénim infekcim, insuficience pankreatu, muzskd neplodnost, hyperglobulinemie
a hypoglobulinemie piedev§im ve tfidé¢ IgG. Vyraznym piiznakem je zvySena koncentrace

chloridii v potu (www.novorozeneckyscreening.cz).
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V Ceské republice se soudasné dob& vySetfuje ptitomnost CF pii novorozeneckém
screeningu. Detekce probihd v suché kapce krve za pomoci imunoreaktivniho trypsinu.
V piipadé pozitivniho zachytu se vysledek ovéfuje potnim testem analyzujicim koncentraci
chloridi v potu novorozence. Incidence CF v CR se uvadi piiblizné 1:4500 Zivé narozenych
déti (www.novorozeneckyscreening.cz). V CR Zije v sou¢asnosti cca 700 pacienti s klasickou
formou cystické fibrozy (https://klubcf.cz/). Symptomy se vétSinou zacinaji objevovat kolem

6. mesice veku ditéte (www.novorozeneckyscreening.cz).

wewvr

umrti souvisejicich s timto onemocnénim (Pettit & Fellner 2014). Pacienti s CF se potykaji
s chronickou obstrukei plic, kterou neni mozné zmirnit antihistaminiky. Mivaji recidivujici
sinusitidy, bronchitidy a bronchopneumonie provazené bud’ vlhkym nebo suchym drazdivym
kaSlem (www.novorozeneckyscreening.cz). Ve viskoznim sekretu se v plicich mohou snadno
mnozit bakterie a zptisobit infekci a neutrofilni zanét. Uéinkem proteaz a kyslikovych radikali
dochazi k poskozeni epitelu dychacich cest vedouci postupné k respiracni insuficienci (Fila
2014), mize nastat az respiracni selhani (www.cff.org). Vétsina pacienti s CF trpi néjakou
chronickou bakterialni infekci (Gabrielaite ef al. 2021a), pficemz infekce plic pacientii zacinaji
jiz v ranném détstvi, jak je vyobrazeno na obrazku 2 (Cystic Fibrosis Foundation 2021). Prvnim
vyznamnym infikujicim patogenem byva Staphylococcus aureus, teprve pozdéji v détstvi
¢i dospivani se ptidavaji infekce zplisobené Pseudomonas aeruginosa (dale jen P. aeruginosa).
V poslednich desetiletich se za¢inaji objevovat nové patogeny, jako jsou Achromobacter spp.

(Filipic et al. 2017) nebo Burkholderia cepacia komplex (Horsley & Jones 2012).

Prevalence respira¢nich patogeni podle véku pacientu s CF

§' 70
.
g o ——
&
2 50
®
., 40
1
= 30
=S
g 20 m— \
5}
=
~ 10 l
—
0 . N
<2 2az5 6az 10 11az17 18 az 24 25az 34 35az44 =45
Vék pacientt [roky]
== P. aertiginosa = H. influenzae B. cepacia complex S. aureus

= MRSA = Achromobacter spp. ~ §. maltophilia

Obrazek 2. Prevalence respiracnich patogenti u pacientll s CF v zavislosti na jejich véku. Upraveno podle (Cystic
Fibrosis Foundation 2021).
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Kolonizace dychacich cest vétSinou nastava pii poklesu plicnich funkci definovanych
pomoci FEV1 (forced expiratory volume) (Swenson & Sadikot 2015). FEV1 je definovan jako
usilovny vydechovy objem v prvni sekund¢ po maximalnim nadechu (Kocianova 2017). Podle
nekterych studii mize naopak chronicka infekce zplisobena A. xylosoxidans vést k poklesu
plicnich funkci (Coward et al. 2016, Veschetti et al. 2021). Mize existovat spojitost mezi
Spatnou funkei plic a schopnosti A. xylosoxidans tvorit biofilm v dychacich cestach pacientli
s cystickou fibrozou (Coward et al. 2016). U vice nez poloviny pacientl s cystickou fibrézou
s kolonizaci respirac¢niho traktu 4. xylosoxidans dochazi k rozvoji chronické infekce dychacich
cest (Veschetti et al. 2021). Nékteti autofi povazuji za kritérium chronické kolonizace alespoil
3 pozitivni odbéry za rok s minimalnim intervalem 1 mésic po dobu nejméné 2 let (Pereira et al.
2011, Filipic et al. 2017). Gabrielaite ef al. (2021b) popisuji chronickou infekci jako alespoii
polovinu odbérii pozitivnich na Achromobacter spp. od daného pacienta, ktery je sledovan

alespon 1 rok s frekvenci odbérti minimalné ¢tyt vzorkt za rok.

Prevalence infekci zptisobenych Achromobacter spp. u pacientd s CF v CR &ini
ptiblizné 4,3 % (Centrum cystické fibrozy pti Pediatrické klinice Fakultni nemocnice v Motole
a 2. 1ékarské fakulty Univerzity Karlovy, dale jen Centrum CF pii FN Motol, osobni sdélent).
V jinych studiich byla u pacienti s CF zjiSténa prevalence 4. xylosoxidans 21,8 % v Brazilii,
16 % v Italii, 17,5 % ve Francii (Filipic ef al. 2017) a 10 % v Déansku (Ridderberg et al. 2011)
a Achromobacter spp. 2 — 17,9 % v Argentin¢ (Papalia et al. 2020a). Prevalence infekci
Achromobacter spp. u pacientll s CF se neustale zvysuje (Ridderberg et al. 2011, Filipic et al.
2017, Papalia et al. 2020a). ZvySeny vyskyt miize také souviset se zdokonalovanim

diagnostickych technik (Ridderberg ef al. 2012, Pickrum et al. 2020).

Lécba CF zahrnuje uZivani inhalacnich mukolytik a pravidelné provadéni dechové
fyzioterapie nékolikrat denné. Je diilezité dbat na dostate¢nou vyzivu pomoci vysokokalorické
stravy, substituce pankreatickych enzymi a zvySeného pfijmu soli a vitaminl rozpustnych
v tucich (https://klubcf.cz/, www.novorozeneckyscreening.cz). Aby se piedeslo infekcim, je
dilezité striktné dodrzovat hygienu a zamezit ndkaze kapénkami ¢i kontaminaci v oblasti nosu,

ust a oCi. Pacienti s cystickou fibrézou by se vzajemné neméli setkdvat (https://klubcf.cz/).

Az donedévna byla lé¢ba CF pouze symptomaticka. Od roku 2012 se zac¢inaji pouZzivat
1éky modifikujici protein CFTR. Pfi uzivani modulatort CFTR proteinu dochdzi mimo jiné
1 ke zlepSeni plicnich funkci a ke sniZeni rizika vyskytu plicnich exacerbaci (akutni zhorSeni

zdravotniho stavu doprovazené zvySenou dusnosti a kasSlem) (Fila 2021). Hlavni z téchto latek
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je ivakaftor, ktery prodluzuje Cas, po ktery je kanal CFTR otevien a chloridové ionty se mohou
skrz n¢j transportovat. U nékterych mutaci CFTR proteinu je potfeba ivakaftor uzivat
v kombinaci s dal§imi modulatory CFTR proteinu, tzv. korektory, které napomahaji proteinu
CFTR v transportu na membranu epitelovych bunék, kde ivakaftor kanal otevie, aby mohlo
dochézet k transportu chloridovych iont (Pettit & Fellner 2014). Mezi pouZzivané korektory
fadime lumakaftor, tezakaftor a elexakaftor, mezi které v brzké dobé ptibude dalsi zastupce

bamokaftor, znamy pod oznacenim VX-659. Lécba sou¢asnymi modulatory CFTR proteinu by

v CR mohla pomoci vice nez 90 % pacientii s CF (Fila 2021).

3.2 Charakteristika rodu Achromobacter

Rod Achromobacter byl poprvé popsan v roce 1923 v publikaci Bergey's Manual
of Determinative Bacteriology. Nélezi t4du Burkholderiales (Isler et al. 2020) ze skupiny
Betaproteobacteria (Li et al. 2013). Nazev pochazi ze slov achromus (z te¢. bezbarvy)
a bactrum (z te€. ty€), tj. bezbarva ty¢inka (Yabuuchi & Yano 1981), kterd neprodukuje
pigment (Isler et al. 2020). Pozdé&ji byl rod Achromobacter ptitazen k rodu Alcaligenes, ale
v roce 1981 byl zpét pieklasifikovan na samostatny rod. Fylogenomickou analyzou zaloZenou
na studii konzervovanych proteinil bylo zjisténo, ze vice nez s Alcaligenes je ptibuzny s rodem
Bordetella, ptedev§im s druhem Bordetella petrii (Li et al. 2013), ktery je rovnéz noveé
popsanym oportunnim patogenem pacientd s CF (Carleton et al. 2014). Velikost genomu
achromobakterti ¢ini 67 Mbp (Li ef al. 2013) a obsahuje velké zastoupeni GC parti v sekvenci
DNA (Yabuuchi ef al. 1974, Yabuuchi & Yano 1981, Li ef al. 2013), které se pohybuje
v rozmezi 65-68 %. VyS§si obsah GC part miiZze souviset s odolnosti bakterie v neptiznivych

podminkach, nebot’ genom byva vice stabilni (Li ef al. 2013).

Achromobacter spp. jsou ubikvitérni, aerobni, nefermentujici, nesporulujici
gramnegativni rovné ty¢inky (Yabuuchi & Yano 1981, Swenson & Sadikot 2015). Rod
zahrnuje mnoho druhti s podobnym fenotypem, avsak geneticky odlisnych (Swenson & Sadikot
2015, Okoliegbe et al. 2020). Vétsina z nich jsou nepatogenni, pfirozené se vyskytuji v pude
a ve vodném prostiedi (Almuzara ef al. 2010, Li et al. 2013, Swenson & Sadikot 2015). Mezi
potencialné patogenni druhy patii pfedev§im Achromobacter xylosoxidans (Swenson & Sadikot
2015), ktery byl prvné€ izolovan a popsan Yabuuchi a Ohyama v roce 1971 v Japonsku
z hnisavych vytokt z usi pacientli s chronickym purulentnim zanétem sttedniho ucha (Yabuuchi
& Ohyama 1971). Achromobacter spp. se v poslednich desetiletich objevuji jako oportunni

patogeny u predisponovanych pacientti. Nejcastéji byvaji izolovany z dolnich dychacich cest
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pacientt s CF, kdy zejména kvli vysoké viskozité sekretu dolnich cest dychacich (Filipic et al.
2017) a omezeni mukociliarni funkce (Mantovani et al. 2012) dochazi k omezené expektoraci
mikrobidlni slozky (Filipic et al. 2017). Také se vyskytuji jako ptivodci infekci spojenych
se zdravotni péc¢i na jednotkach intenzivni péce, byly izolovany napft. z krve, likvoru, hnisu,
moci, stolice, vytérii oci, usi a hrtanu. Byly prokazany i v nesterilizované destilované vodé
a v dezinfekénich roztocich na bézi chlorhexidinu, ke kterému jsou rezistentni. Jsou ptirozené
rezistentni na néktera beta-laktamova a aminoglykosidova antibiotika (Yabuuchi & Yano
1981). V pohybu jim pomahaji peritrichni biciky, jejichz pocet mtize byt od jednoho do dvaceti
na bunku. Velikost bakteridlni buiiky se pohybuje v rozmezi 0,8 — 1,2 x 2,5 — 3,0 um (Busse
& Auling 2015).

Achromobaktefi zptiisobuji pfedevsim plicni infekce s naslednou exacerbaci u pacientti
s CF, kterd je nejCastéji uvadénym zdkladnim onemocnénim spojovanym s touto infekci.
U pacientl s jinym rizikovym faktorem neZ je CF mohou mit za nésledek respiraéni infekce
jako komunitni pneumonie a bronchopneumonie (Swenson & Sadikot 2015). Rovnéz zptsobuje
u hospitalizovanych pacientii bakteriémie a sepse, vzacné¢ infekce kiize a mékkych tkéani, oci,
usi, mocovych cest, peritonitidy a meningitidy. Ve vyjimecnych piipadech byl izolovan
od pacientli s endokarditidou a osteomyelitidou. Mezi rizikové faktory patifi kromé CF
zavedené katétry, diabetes mellitus, chronické selhavani ledvin, chronickd onemocnéni srdce,
hospitalizace (Isler et al. 2020), hematoonkologickd onemocnéni ¢i karcinomy solidnich
organit (Swenson & Sadikot 2015). Nejrozsifenéj$im zastupcem rodu Achromobacter je
u pacientll s CF A. xylosoxidans, mezi dal$i nejb&zné&jsi druhy patii 4. ruhlandii, A. dolens,
A. insuavis a A. spiritinus (Filipic et al. 2017). Pfirozend multirezistence a schopnost ziskat
rezistenci na dalsi antibiotika je zdsadnim faktorem pro vznik chronické infekce (Ridderberg

etal.2012).
3.3 Identifikace a typizace Achromobacter spp.

3.3.1 Identifikace rodu Achromobacter

Pro identifikaci Achromobacter spp. 1ze v klinickych laboratofich vyuZit hmotnostni
spektrometriit. MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption-lonization time-of-flight,
matrici asistovana laserova desorpce/ionizace s detektorem doby letu) (Garrigos et al. 2021a).
MALDI-TOF je rychld a pfesnd metoda identifikace bakterii, které se diky pfiznivé cené
vySetieni pouziva pro diagnostiku patogenti. Vyuziva zejména proteinové profily ziskané

pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie pfimo z bakteriadlnich kolonii, jelikoz rtizné
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druhy bakterii, plisni i kvasinek vykazuji specifickd hmotnostni spektra. Neékteré piky znacici
molekulové hmotnosti iontll na spektralnim profilu jsou specifické pro urcity bakterialni rod,
druh, ¢i pfipadné poddruh (Carbonnelle et al. 2011). V nékterych ptipadech umoziuje
MALDI-TOF 1 c¢astecné vyhodnoceni antibiotické rezistence (Kostrzewa et al. 2013).
Vyhodnoceni probihd na zakladé¢ porovnani ziskanych proteinovych profilti s databazi

a nasledném urceni pravdépodobného druhu analyzované bakterie (Carbonnelle et al. 2011).

Pro Achromobacter spp. vSak metoda MALDI-TOF poskytuje spolehlivou identifikaci
pouze na urovni rodu. S vychozi databazi MALDI Biotyper (MBT-IVD-DB-7712 MSP) byla
identifikace druhtt Achromobacter touto metodou spolehliva pouze na 51 %. Chybna ¢i netplna
identifikace byla dana pfedevsim omezenym mnozstvim druhti zahrnutych v ptivodni databazi,
ktera obsahovala jmenovité druhy A. xylosoxidans, A. denitrificans, A. ruhlandii, A. piechaudii,
A. insolitus a A. spanius. Druhy, které nebyly v databézi, byly syst¢émem MALDI Biotyper
chybné vyhodnocovany jako druh A. xylosoxidans. Pti rozsiteni databaze ve studii na 18 druht
pomoci 38 izolath Achromobacter spp. identifikovanych do druhli pomoci sekvenace genu
nrdA bylo dosazeno piesné identifikace u 99,4 % izolatd (Garrigos et al. 2021a). Ptinos
doplnéni dalSich druhti a kmend achromobakterii do vychozi databaze (verze 3.0,
MBT DB-7854 MSP) zaznamenali 1 dal$i autofi (Papalia et al. 2020b). Soucasna databdze
(verze 11, DB-10833 MSP) je k dispozici na vyZadani u vyrobce Bruker Daltonik GmbH.
Vyuziti MALDI-TOF MS s rozsitenou databazi druhti achromobakterti by mohlo byt vyznamné
pro budouci rychlou a pfesnou identifikaci druhti (Papalia et al. 2020b, Garrigos et al. 2021a).

Pti vyuziti béznych identifika¢nich souprav mohou byt Achromobacter spp. chybné
povazovany za rody Alcaligenes, Bordetella, Burkholderia, Cupriavidus, Pandoraea, Ralstonia
nebo Stenotrophomonas (Spilker et al. 2012). Pro ptedbéznou identifikaci rodu Achromobacter
je mozné vyuzit sekvenaci gent pro 16S rRNA (Filipic et al. 2017), avSak tato metoda rovnéz

neni schopna odlisit jednotlivé druhy (Papalia et al. 2020a).

3.3.2 Druhovai identifikace a molekularni typizace Achromobacter spp.

Identifikaci druhi achromobaktert lze realizovat za pomoci MLSA (multilokusova
sekvencéni analyza) a MLST (multilokusova sekvenc¢ni typizace). Obé metody vyuZzivaji geny,
kter¢ se v genomu vyskytuji jen v jedné kopii. Pro ucely MLSA bylo vybrano pét
konzervovanych  genli, konkrétné¢ atpD  (B-podjednotka ATP  syntdzy), icd
(isocitratdehydrogenaza), recA (rekombindza A) rpoB (B-podjednotka RNA polymerazy) a tyrB
(transferdza aromatickych aminokyselin) (Ridderberg et al. 2012). Pro MLST bylo vybrano

17



sedm genl — nusA, rpoB, eno, gitB, lepA, nuol a nrdA. Tyto geny se na chromozomu
Achromobacter spp. vyskytuji pouze v jedné kopii. (Spilker et al. 2012). MLST je metoda
charakterizace bakterii na zdklad¢ sekvence lokust kolem 6—10 housekeeping genti nebo jejich
fragmentl. Geneticka variabilita téchto genii vznika ndhodnymi mutacemi, které se prenaseji
do dalSich generaci a umoziuji stanovit genetickou piibuznost. Avsak ve vzacnych piipadech
se miiZze shodnd mutace vyvinout i v nepiibuznych kmenech nezéavislych na sob¢. Sekvence se
porovnavaji s online databdzemi znamych alelickych variant. Novym alelam se piifazuji
numerickd oznaceni podle poradi, v jakém byly objeveny. Na zaklad¢ jedine¢nych kombinaci
alel se k profilam MLST pfifazuji sekvencni (ST) typy. Typizace patogennich bakterii pomoci
MLST ma nepostradatelné vyuziti v epidemiologii (Maiden 2006).

Pro druhovou identifikaci druhtt Achromobacter se doporucuje vyuziti sekvenace genu
nrdA (Spilker et al. 2013, Bador et al. 2016), ktery koduje alfa podjednotku enzymu
ribonukleotid-difosfat reduktazy (Cools et al. 2016). RozliSeni 4. dolens od A. ruhlandii je
mozné pouze pomoci fragmentu genu o délce sekvence 765 bp, narozdil od 449 bp dlouhé

sekvence pouzivané pro MLST (Spilker et al. 2013, Bador et al. 2016).

Sekvenaci genu nrdA bylo zjisténo, Ze u pacientli se nejCastéji vyskytuje
A. xylosoxidans, na ¢emz se ruzni autofi shoduji (Coward et al. 2016, Filipic et al. 2017,
Okoliegbe et al. 2020, Papalia et al. 2020a). Pro identifikaci druhu se dfive vyuzivala
1 sekvenace genl blaoxa, které jsou druhové specifické (Coward et al. 2016, Papalia et al.
2020a). Nicméné¢ se ukazalo, ze identifikace pomoci gend blaoxa neni dostate¢na, v genomech

nékterych kmenti nemusi byt geny blaoxa ptitomny (Jeukens et al. 2017).

Za ucelem zjisténi epidemickych souvislosti mezi infekcemi jednotlivych pacientl se
provadi molekularni typizace izolovanych achromobakteri (Gabrielaite et al. 2021a).
Epidemiologickou ptibuznost jednotlivych izolath Achromobacter spp. lze urcit pomoci
genotypové analyzy s vyuzitim pulzni gelové elektroforézy, a to s pouzitim enzymu Xbal
(Coward et al. 2016, Filipic et al. 2017) nebo Xbal a Spel (Ridderberg ef al. 2011). K analyze
prenosu achromobakterovych infekci mezi pacienty lze vyuzit celogenomovou sekvenaci, ktera
je pro tuto analyzu nejvhodnéjsi metodou. K identifikaci klond je mozné pouzit MLST
s ur¢enim ST typu (Gabrielaite et al. 2021a) a pravdépodobné i MLSA, ktera byla ptivodné
zamyslena pouze pro druhovou identifikaci (Ridderberg et al. 2012). Ke dni 27. 7. 2022 bylo
v databazi PubMLST zaznamenano 546 rtznych ST typt Achromobacter spp. (Jolley et al.
2018, https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_achromobacter seqdef). Ve vétSin€ studii
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zaméfenych na epidemiologii Achromobacter spp. mezi pacienty s CF poukazuje diverzita
kmenti na jejich enviromentalni ptivod (Filipic ef al. 2017). Nicmén¢ v mnoha studiich autofi
dospéli k zaveru, ze v ur€ité mife dochazi také k prenosu kmenit mezi CF pacienty (Pereira
et al. 2011). Je zndm epidemicky kmen A. xylosoxidans ST-137 u pacientii s CF v Belgii (Cools
et al. 2016, Garrigos ef al. 2021b) a dansky hypermutatorovy kmen A. ruhlandii DES (Danish
epidemic strain) $ifici se mezi pacienty s CF v Dansku (Filipic et al. 2017, Garrigos et al.
2021b). V Brazilii byl zjistén klon A. xylosoxidans totozny u 56 % pacientl v tamnich centrech
CF, zbyvajici izolaty byly geneticky heterogenni (Pereira et al. 2011). V CR v soucasnosti neni
znadm zadny epidemicky kmen Achromobacter spp., nicméné z diivodu nedostatku udajti nelze
jeho pritomnost vyloucit (vysledky vyhledavani ,.epidemic Achromobacter Czech* na WoS,

PubMed, Google Scholar, ke dni 5. 8. 2022).

Dalsi metodou pro typizaci bakterii je infracervend spektroskopie s Fourierovou
transformaci (FTIR-spektroskopie, Fourier transform infrared spectroscopy) (Feng et al.
2020). Jedna se o fyzikalné-chemickou metodu, ktera je schopné analyzovat vibra¢ni vlastnosti
funk¢nich skupin latek. Pii prichodu infracerveného zéafeni se Cast této energie absorbuje
a dojde ke zmén¢ vibracnich stavii molekul vzorku (Ellis & Goodacre 2006). Pracuje ve stiedni
infradervené oblasti (oblast v rozmezi vlnovych délek 4 000 az 1 000 cm™'), ve které jsou
pozorovany dva hlavni typy vibraci. Témi jsou vibrace podél chemickych vazeb zahrnujici
zmény délky vazeb (tzv. stretching, natahujici vibrace) a vibrace podilejici se na zménach
vazebnych uhli (ohybové vibrace). Frekvence kmitani zavisi na hmotnosti atomu a sile vazby,
nasobné vazby vykazuji vyssi frekvenci vibraci. Na silu vazby mezi dvéma atomy ma vliv
napf. elektronegativita sousednich atomii nebo zapojeni jednoho zatomi do vodikového
mustku (Berthomieu & Hienerwadel 2009). Vysledny infracerveny profil je specificky
pro jakoukoli chemickou ¢i biochemickou latku. Metodu je mozné vyuzit ke studiu riznych
latek, od jednotlivych molekul aZ po bunky a tkang, a to na zaklad¢ analyzy sacharidd, lipidd,
mastnych kyselin, aminokyselin a proteinli. Vzhledem k vyznamné interferenci vody je potieba

vzorky dehydratovat nebo od vysledku signal molekul vody odecist (Ellis & Goodacre 2006).

JiZ od 50. let minulého stoleti je znamé, ze rGzné bakterie vykazuji rizna infracervena
spektra. Piestoze je vétSina funkénich skupin latek v odliSnych bakteriich identickd a dava
stejné signaly, je mozné vzajemné odlisit jednotlivé kmeny podle mnozstvi a rozloZeni riznych
funkénich skupin ve spektru (Schmitt & Flemming 1998). Nekterd infracervena spektra lze
prifadit k urcitym vibra¢nim profilim charakteristickym pro konkrétni chemické struktury.

Spektralni rozsah od 2 800 do 3 000 cm ™! odpovidé charakteristické absorpci mastnych kyselin

19



obsazenych v bun&éné membrang. V rozmezi 1 500 az 1 800 cm™' dominuji absorpéni pasy
proteinovych amidd-I a amidd-II a rozsahu mezi 900 a 1 200 cm™! se obvykle nachazi mnoho
pasti charakteristickych pro polysacharidy a nukleové kyseliny. Pro typizaci kmene byva
nejvyznamnéjsi interval mezi 800 a 1300 cm™! (Feng et al. 2020). FTIR-spektroskopie je
metoda vhodné pro identifikaci bakterii a studium biofilmii. Jeji vyuziti je na svém pocatku,

nicméné metoda skytd mnohé moznosti a aplikace vyuziti v klinickych i vyzkumnych

laboratofich nejen v mikrobiologii (Schmitt & Flemming 1998).

3.4 Faktory virulence a mechanismy adaptace

Za faktory virulence u Achromobacter spp. mizeme oznacit vlastnosti, které¢ umoziujici
bakteriim pfilnout, kolonizovat a nasledné infikovat dychaci cesty (Filipic et al. 2017). Jedna
se o tvorbu peritrichnich bi¢iki umoznujicich motilitu bakterii. Zaroven pomahaji pii tvorbé
biofilmu a infikovani hostitelskych bunék (Swenson & Sadikot 2015). Bic¢iky umoziuji
achromobakteriim tzv. swimming motilitu, dal$i formy motility swarming ani twitching nebyly
u Achromobacter spp. pozorovany (Jakobsen et al. 2013). Pii testovani schopnosti tvofit
biofilm se izolaty od pacientli s CF a pacientil, kteti netrpi CF, vyznamné nelisi (Filipic et al.
2017). Podle jinych autort dochazi v priib&hu chronické infekce dychacich cest pacientii s CF
ke sniZeni schopnosti tvofit biofilm (Ridderberg et al. 2015). 1zolaty od pacient s CF byvaji
méné pohyblivé a maji vySsi vazebnou afinitu ke kolagenu, mucinu a fibronektinu. Tyto
vlastnosti mohou byt dilezité pro kolonizaci pacientli s CF, v jejichz plicich se kumuluje
viskozni sekret zplsobujici nachylnost k bakteridlnim infekcim. SniZena motilita kment
u pacienti s CF muze piedstavovat konkurencni vyhodu pii vzniku infekce v dychacich
cestach. Podobné vyssi afinita k mucinu mtze vznikat jako adaptace na kumulaci viskdzniho

sekretu v plicich (Filipic et al. 2017).

Za vlastnosti dilezité pro pieziti Achromobacter spp. v neptiznivém prostiedi lze
povazovat velky genom bohaty na GC pary a odolnost vici ptfitomnosti arzenu a dalSich
toxickych kovl (Swenson & Sadikot 2015). Podle nékterych autort se odolnost vici téZkym
koviim se vyskytuje spolecné s rezistenci vii¢i antibiotiklim na zakladé zkiizené rezistence,
korezistence nebo spole¢né regulace exprese, jelikoz mechanismus odolnosti vici tézkym
koviim je podobny mechanismu rezistence vici antibiotikiim. TéZké kovy se v dlsledku lidské
¢innosti objevuji stale Cast&ji jako kontaminanty Zivotniho prostiedi a mohou vyvoléavat
dlouhodoby selekéni tlak na bakterie (Baker-Austin et al. 2006). Diive se pouzivaly také
v dezinfek¢nich a antiseptickych ptipravcich, jako byly thiomersal, merbromin, metaphen
a dusi¢nan fenyl-rtutnaty obsahujici rtut’ (Khor & Jegathesan 1983). Jako faktory virulence 1ze
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povazovat i mechanismy rezistence (viz. ndsledujici kapitola 3.5) (Filipic et al. 2017), geny
pro obranu pfed imunitnim systémem hostitele (brkB) a geny pro invazi do hostitelskych bunék
(cheW, cheY). Mutace v genech pro transport ionti by mohly mit vliv na adaptaci na nedostatek
zeleza v dychacich cestach nebo na rezistenci zprostfedkovanou efluxnimi systémy (Gabrielaite
et al. 2021b). V genomu Achromobacter spp. jsou zastoupeny geny pro transport zeleza
a fosfatové transportni latky. Siderofor alcaligin se vyznacuje vysokou afinitou k zelezu a je
vyznamny pro pieziti rodu Achromobacter a dalSich v prostfedi s nedostatkem Zeleza, kterym

je napft. lidské télo (Li et al. 2013).

A. xylosoxidans spole¢né s dal§imi gramnegativnimi patogennimi bakteriemi exprimuje
Vi kapsularni polysacharid a lipopolysacharid vnéjsi membrany (LPS) s O-antigenem
(Veschetti et al. 2021). Vi kapsularni polysacharid zajistuje adhezi k povrchiim a ochranu
pred fagocyt6zou makrofagy, toxiny vnéjsiho prostfedi a vysychanim (Swenson & Sadikot
2015, Veschetti ef al. 2021). O-antigen je hlavnim endotoxinem gramnegativnich patogent (L1
et al. 2013), indukuje odpovéd’ imunitniho systému hostitele a tvorbu zanétlivych cytokini
(Veschetti et al. 2021). Zaroven chrani bakterii pfed nepfiznivymi vlivy okolniho prostiedi
(Swenson & Sadikot 2015) a muze se podilet na tvorbé biofilmu (Ridderberg et al. 2015).
Schopnost adheze je nezbytnou podminkou pro tvorbu biofilmu, kolonizaci dychacich cest
a jejich naslednou infekci. Biofilm se podili téZ na odolnosti vii¢i antibiotiklim, jelikoZ ¢inné
latky do biofilmu htife pronikaji (Swenson & Sadikot 2015). 4. xylosoxidans maze produkovat
termostabilni cytotoxin, ktery je odliSny od endotoxinu (Mantovani ef al. 2012) a je spojen se

zvySenim tvorby prozanétlivych cytokinti (Veschetti ef al. 2021).

Na virulenci se podili také sekre¢ni systémy typua II, III a VI (Jakobsen et al. 2013),
které jako kandly ¢i injekéni jehly transportuji substraty v podobé efektorovych proteint ven
z buniky do cilového mista (Green & Mecsas 2016). Sekre¢ni systém T2SS (typ II) tvoii
obecnou sekretorickou drahu GSP a podili se na uvoliiovéani extracelularnich toxinl a proteaz
systémem pro patogenitu Achromobacter spp. je T3SS (typ III). Dodava bakteriim schopnost
infikovat hostitelské bunky efektorovymi proteiny, podili se na poskozeni alveol a nasledné
zanétlivé reakci. T3SS systém se naléza i u dalSich bakterii zptsobujicich infekce u pacienti
s CF, jako je P. aeruginosa, Bordetella, Vibrio, Yersinia ¢i Salmonella (Swenson & Sadikot
2015). T3SS ptitomny u Achromobacter spp. je geneticky nejvice podobny T3SS

pozorovanému prave u Bordetella spp. Substratem pro T3SS je fosfolipaza A2, oznacovana
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jako AxoU. Odpovidajici gen pro ni byl nalezen v genomu A. xylosoxidans a v makrofazich

hostitele plisobi cytotoxicky (Pickrum et al. 2020).

Nektefi zastupci rodu Achromobacter produkuji také fosfolipaizu C, enzym
hydrolyzujici fosfolipidy napi. v surfaktantu v alveolech. Hydrolyza fosfolipidi surfaktantu
pravdépodobné usnadiiuje vznik pneumonie s konsolidaci plicni tkané (tvorba exsudatu
v alveolech). Fosfolipaiza C je vyznamna pro virulenci druhit P. aeruginosa, Listeria
monocytogenes a Clostridium perfringens (Swenson & Sadikot 2015). Na zékladé
celogenomové sekvenace bylo zjisténo, ze rod Achromobacter je schopny produkce kolicinu V
(Jakobsen et al. 2013). Kolicin V je protein plisobici cytotoxicky na nékteré konkurenéni
bakterie a mohl by napomahat invazi bakterii do tkani (Swenson & Sadikot 2015). V genomu
Achromobacter spp. se rovnéz naléza regulacni gen aepA, jehoz produkt ovliviiuje expresi
celulazy a proteindzy (Jakobsen ef al. 2013). Tyto enzymy se podileji na invazi do sliznice
hostitele Swenson & Sadikot 2015). Néekteti autoti predpokladaji u 4. xylosoxidans ptitomnost
enzymi podilejici se na degradaci mRNA a proteind, jako jsou endoribonukleazy a proteazy.
Tyto enzymy mohou pusobit jako bunééné toxiny a poskozovat hostitelské buiky (Li et al.
2013). V genomu A. xylosoxidans byly nalezeny geny kodujici hemolyziny, avSak jejich
produkce nebyla fenotypoveé pozorovana (Pickrum et al. 2020).

Piestoze je rod Achromobacter primarn€ aerobni, nékteré klinické izolaty mohou
vyuzivat anaerobni dychani pomoci denitrifikaéniho systému, ktery je podobny
denitrifika¢nimu systému P. aeruginosa (Swenson & Sadikot 2015). Denitrifikace umoziuje
bakteriim pfezit a rust v hypoxickém az anoxickém prostfedi. Anaerobni podminky nastavaji
ve viskdéznim sekretu dychacich cest pacienti s CF z davodu spotfeby kysliku
polymorfonukleary. Nékteré kmeny Achromobacter spp. dokazi anaerobné redukovat dusitany
a dusi¢nany ptes oxid dusny az na plynny dusik. (Jakobsen ef al. 2013). Oxid dusny byl nalezen
1 ve sputu pacientli s CF a chronickou infekci P. aeruginosa (Kolpen et al. 2014). Oxid dusny
je v ramci vySetfeni FENO (Frakce vydechovaného oxidu dusného) markerem zanétu
dychacich cest (Smith er al. 2015). Schopnost denitrifikace byla zjist€éna napi. u kmene
A. xylosoxidans NH44784-1996 (Jakobsen et al. 2013).

V pribéhu adaptace achromobakterti na dychaci cesty pacientii s CF mize dochdzet

ke konvergentni evoluci gent podilejicich se na virulenci (Ridderberg et al. 2015). Kmeny se

vvvvv
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2021). Bylo zjisténo, Ze geny v genomu Achromobacter spp. jsou cCastéji redukovany nez

ziskavany (Gabrielaite ef al. 2021b).

3.5 Citlivost a rezistence Achromobacter spp. vici antibiotikim

Rutinni screeningové testovani antimikrobidlni citlivosti probiha pomoci diskové
difuzni metody. Pokud nejsou znamé klinické breakpointy pro Achromobacter spp., vyuzivaji
se breakpointy pro P. aeruginosa. Presn¢jsi metodou testovani antimikrobidlni citlivosti je
urc¢eni MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace), coz je nejnizsi koncentrace antibiotika, ktera
inhibuje  viditelny rist bakterii. Pokud opét nezndme klinické breakpointy
pro Achromobacter spp., vyhodnoceni je mozné provést pomoci breakpointli pro ostatni
non-Enterobacteriaceae. Nékdy se MIC urcuje jen v piipade zjisténi rezistence v diskovém

difuznim testu (Filipic et al. 2017).

U typového kmene A. xylosoxidans ATCC 27061 se pii testovani citlivosti prokdzala
rezistence tohoto kmene k ampicilinu, chloramfenikolu, kolistinu, erytromycinu, gentamicinu,
kanamycinu, novobiocinu, penicilinu, streptomycinu a tetracyklinu. Zaroven se zjistilo, ze je
citlivy ke kyseliné¢ nalidixové a polymyxinu B (Yabuuchi & Ohyama 1971). Kmeny
A. xylosoxidans jsou rezistentni k tizkospektrym penicilinim a nékterym cefalosporiniim,
citlivost vici piperacilinu a karbapenemiim se mezi jednotlivymi kmeny liSi (Jakobsen et al.
2013). Rezistence vici antibiotikim muize byt u achromobakteri podminéna mnoha riznymi
mechanismy. A. xylosoxidans koduje v genomu alespoii 50 konzervovanych genti souvisejicich
s pfirozenou rezistenci. Mezi n¢€ patii f-laktamazy tfid A az D, n€kolik typt efluxnich pump
aprodukce modifikujicich enzym@, jako jsou aminoglykosid N-acetyltransferaza
a aminoglykosid = O-fosfotransferdza, chloramfenikol O-acetyltransferaza skupiny B,
dihydrofolatreduktaza, rRNA methylaza a undekaprenyl-pyrofosfat fosfataza (Hu et al. 2015).
I v ptipad¢, ze kmen obsahuje v genomu gen rezistence, nemusi byt dany gen exprimovan
(Jeukens et al. 2017). A. xylosoxidans nese rovnéz geny pro piirozenou rezistenci vuci
aminoglykosidiim a aztreonamu (Hu et al. 2015, Swenson & Sadikot 2015, Filipic et al. 2017),
k tetracyklinim a nékterym penicilinim a cefalosporinim (Swenson & Sadikot 2015) kromé
ceftazidimu (Hu ef al. 2015). Nékteré kmeny Achromobacter spp. jsou k aminoglykosidim
citlivé (Filipic et al. 2017). Také nékteré izolaty A. xylosoxidans kodujici metalo-p-laktamazy
(dale jen MBL) ttidy B (bézn¢ se podilejici na rezistenci vici karbapenemiim) a enzym
inaktivujici chloramfenikol mohou byt citlivé ke karbapenemiim i1 chloramfenikolu (Hu et al.
2015). Casta je rezistence Achromobacter spp. viéi fluorochinoloniim, jako je ciprofloxacin
a levofloxacin (Okoliegbe et al. 2020). Ve srovnani s izolaty z prostfedi byvaji klinické izolaty
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rezistentni vici vice skupinam antibiotik. Enviromentalni kmeny 4. xylosoxidans mohou byt
citlivé  vaci ceftazidimu, cefepimu, piperacilinu, karbapenemim, sulfonamidim,
fluorochinolontim, tetracyklinim a kolistinu. Oproti tomu klinické izolaty od pacientd
s chronickou infekci byvaji ¢asto k vétsin€ ze zminénych antibiotik rezistentni, a to predevsim
k fluorochinolonim (Isler ef al. 2020). VétSina klinickych izolath si zachovava citlivost

ke karbapenemiim, piperacilin-tazobaktamu a kotrimoxazolu (Gabrielaite et al. 2021a).

Ziskané geny rezistence se nachazeji na mobilnich genetickych elementech (MGE), coz
jsou useky DNA schopné piemisténi se v rdmci jednoho 1 vice chromozomil a mohou se tak
Sifit do dalSich bakterii. Souc¢asti MGE mohou byt mimo jiné geny pro nékteré p-laktamazy,
jako jsou napt. MBL (Hu et al. 2015). Nékteré geny pro rezistenci objevené u 4. xylosoxidans
jsou homologni se sekvencemi rezisten¢nich genti dalSich patogenti vyskytujicich se u pacienti
s CF. Napf. geny pro efluxni systétm AxyXY-OprZ u A. xylosoxidans maji své homology
zejména s geny nalezenymi v P. aeruginosa a Burkholderia pseudomallei (Bador ef al. 2013).
Tato homologie zvySuje pravdépodobnost horizontdlniho pfenosu genli mezi patogeny
(Swenson & Sadikot 2015). Soucasné bylo zjisténo, ze v genomu 4. xylosoxidans jsou

kédované i nové B-laktamazy, které jesté nebyly plné charakterizovany (Hu et al. 2015).

3.5.1 Mechanismy rezistence Achromobacter spp. vi€i antibiotikiim

Mechanismy rezistence Achromobacter spp. viuc¢i antibiotikim nejsou v soucasnosti
plné charakterizovany (Magallon ef al. 2021). Patii mezi n¢ zejména efluxni systémy snizujici
koncentraci antibiotika v bunkéch jejich transportem do extracelularniho prostredi
a B-laktamdzy inaktivujici antibiotika v okoli bunék (viz. dale) (Isler et al. 2020). Bylo zjiSténo,
ze rezistence achromobakteril vii¢i fluorochinolonim neni primarné zpiisobena zménou cilové
struktury pro puisobeni antibiotika, jak tomu byva u jinych bakterii. (Magallon et al. 2021).
Dal$im mechanizmem rezistence vyuzivanym bakteriemi je zména permeability membrany,
diky které antibiotikum hiife pronika do buiiky. Bylo zjiSténo, Ze na rezistenci P. aeruginosa
vuci karbapenemiim se nepiimou umérou podili pfitomnost porinu vnéj§i membrany OprD,
kterym pronikaji karbapenemy do citlivych izolati. Kmeny P. aeruginosa, které postradaji
protein OprD, byvaji vic¢i karbapenemiim rezistentni. U Achromobacter spp. vSak nebyl
nalezen homolog proteinu OprD, zc&ehoz autofi usuzuji, Ze prunik karbapenemul

do achromobakterii probiha skrz jiné poriny nez je typ OprD (Hu et al. 2015).
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3.5.1.1 Beta-laktamazy a jejich prukaz

Achromobacter spp. ma na chromozomu kodované B-laktamazy podobné OXA-114
(Isler et al. 2020). OXA-114 je uzkospektra B-laktamaza tfidy D (Hu et al. 2015). Hydrolyzuje
benzylpenicilin (penicilin G) a cefalosporiny nizsich generaci, ale cefalosporiny s rozsitenym
spektrem (jako ceftazidim, cefotaxim, cefepim) jiz nejsou jejim substratem. U OXA-114 byla
zaznamenana i slaba aktivita proti imipenemu (Isler et al. 2020) a tikarcilinu (Hu ef al. 2015).
Hydrolyzuje také piperacilin, ale byla nalezena iukment Achromobacter spp. citlivych
k piperacilinu. Vzhledem k podobnym hodnotam MIC samotného piperacilinu a jeho

kombinace s tazobaktamem pravdépodobné neni tazobaktamem inhibovana (Isler ez al. 2020).

U nékterych izolatd Achromobacter spp. jsou pritomné ziskané B-laktamazy, jako jsou
ESBL (B-laktamazy Sirokého spektra), MBL (Filipic et al. 2017, Isler et al. 2020) a AmpC (Isler
et al. 2020). ESBL jsou kddovany na plazmidech a jejich produkce je jednou z hlavnich pficin
rezistence vici B-laktamovym antibiotikiim u gramnegativnich bakterii (Peymani et al. 2017).
Ptitomnost MBL patii spolecné s nespecifickymi efluxnimi pumpami k hlavnim mechanismiim
rezistence vuci karbapenemtim, jako je imipenem a meropenem (Swenson & Sadikot 2015,
Isler et al. 2020). Jako screeningové metody pro zjisténi produkce B-laktamaz Ize vyuzit difuzni
testy zaloZzené na pozorovani fenotypu (Filipic et al. 2017). Pro screening produkce ESBL
se pouzivd test synergie dvou diski (DDST), ktery spocivda v pozorovani interakce
antibiotickych diskd obsahujicich aztreonam, ceftazidim, ceftriaxon a cefotaxim s diskem
napusténym amoxicilin-klavulandtem. ZvétSeni inhibi¢ni zony jakéhokoliv z testovanych
antibiotik smérem k disku s inhibitorem je povazovano za moznou produkci ESBL. DalSim
screeningovym testem je fenotypovy konfirmaéni test, ve kterém se pouZzivaji disky obsahujici
cefalosporin (ceftazidim nebo cefotaxim) samostatné€ a v kombinaci a kyselinou klavulanovou.
Pokud je primér zony s klavulanatem alesponn o 5 mm vétsi, testovany kmen muze byt
producentem ESBL (Tsering et al. 2009). Pro detekci produkce MBL lze vyuzit difuzni test
s disky s imipenemem a s jeho kombinaci s EDTA. Je zalozen na inhibici MBL chelata¢nimi
¢inidly, mezi které spad4d 1 EDTA. Pokud zkoumany kmen produkuje MBL, vytvoii se kolem
disku imipenem/EDTA inhibi¢ni zona alespoit o 7 mm vétsi (plati pro Pseudomonas spp.)

v porovnani se samotnym imipenemem (Yong et al. 2002).

Pti pozitivité diskovych difuznich testii se moznost produkce B-laktamdz ovétuje
molekularnimi metodami vyuZzivajicimi PCR k detekci gent kodujicich B-laktamazy (Filipic
et al. 2017). Z gent pro ESBL se jedna predevs§im o geny blactx-m a blaves-1, pro AmpC byly

nalezeny geny blaampc a blacmy2 (Isler et al. 2020). Enzym CTX-M se podili na rezistenci
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vuci penicilinim a cefalosporintim prvni az tfeti generace. Podle aminokyselinovych sekvenci
je lze rozdélit do péti podskupin (Peymani et al. 2017). VEB-1 spada do B-laktamaz tfidy A
a zajiStuje vysokou uroven rezistence vuci cefalosporiniim (pfedevsim vici ceftazidimu
a cefepimu) a k monobaktamiim (Alikhani et al. 2014). AmpC je skupina chromozomalnich
inducibilnich B-laktamdz, kterd miZze zplsobovat rozSifenou rezistenci vici B-laktamovym
antibiotikim s vyjimkou karbapenemu (Shin et al. 2005). U Achromobacter spp. mohou byt
pritomny celosvétoveé nejbéznéjsi MBL blamvp a blaviv, které nejsou inhibovany v soucasnosti
pouzivanymi inhibitory MBL (Isler ef al. 2020). U achromobakter( byl také zaznamenan gen
blaxpc (Furlan & Stehling 2017), ktery koduje serinovou karbapenemazu tiidy A produkovanou
predevsim Klebsiella pneumoniae (Ghasemnejad & Amirmozafari 2019). Rezistence
vuci karbapenemiim neni zprostfedkovana pouze MBL, ale i dal$imi mechanismy, jako je
efluxni pumpa AxyXY-OprZ, moznd zvySend exprese predpoklddané B-laktamézy blaaxc
¢i pfitomnost zatim neidentifikované B-laktamézy. U izolath A. xylosoxidans z Libye byla
zjisténa vzacnéjsi Tripoli MBL (TMB), ktera s niz$i ucinnosti hydrolyzuje cefalosporiny

a karbapenemy a ma své homology u P. aeruginosa (Isler et al. 2020).

3.5.1.2 Efluxni pumpy

U rodu Achromobacter najdeme dva hlavni nespecifické efluxni systémy typu RND
(resistance-nodulation-division) (Hu et al. 2015, Jeukens et al., 2017). Efluxni pumpa
AxyABM zajistuje transport cefalosporinli, aztreonamu (Swenson & Sadikot 2015,
Isler et al. 2020), fluorochinolon®i a chloramfenikolu ven z buiiky (Bador ef al. 2011 Swenson
& Sadikot 2015, Jeukens et al. 2017). Je podobna MexAB-OprM nalezené u P. aeruginosa, se
kterou sdili spole¢né substraty, ale na rozdil od ni nedokaZe z bunky odstranit cefepim
ameropenem. AxyABM ani MexAB-OprM nedokaZi transportovat z bunky imipenem
a aminoglykosidy (Bador et al. 2011). AxyABM byla nalezena ve vSech genomech
Achromobacter spp. Pfi jeji in vitro inhibici se citlivost k cefalosporiniim ani k aztreonamu
neobnovi, inhibice vede pouze ke snizeni MIC nékterych antibiotik. Nejedna se tedy o jediny

mechanismus rezistence vi¢i cefalosporinim a aztreonamu (Isler et al. 2020).

Efluxni systétm AxyXY-OprZ ma §irs$i spektrum ucinku nez AxyABM (Isler et al.
2020). Je dulezity pro eflux zejména aminoglykosidi, dale se zvySuje miru k rezistence
na cefepim, tetracykliny, karbapenemy (Hu ef al. 2015, Swenson & Sadikot 2015, Isler, et al.
2020), fluorochinolony a erytromycin (Hu et al. 2015, Isler et al. 2020). Je hlavnim
mechanismem rezistence vi¢i aminoglykosidim, zajiStuje vysokou pfirozenou rezistenci

u Achromobacter spp. k této skupiné antibiotik. /n vitro inhibici AxyXY-OprZ dojde
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k obnoveni citlivosti vii¢i aminoglykosidim, tetracyklinu a tigecyklinu, u imipenemu,
meropenemu, fluorochinolond, ceftazidimu a cefepimu nastane pouze snizeni MIC bez
obnoveni citlivosti (Isler et al. 2020). Podle nékterych studii chybi efluxni pumpa AxyXY-OprZ
u Achromobacter spp. citlivych  k aminoglykosidim (4. animicus, A. mucicolens,
A. piechaudii, A. spanius) a vyskytuje se pouze u Achromobacter spp. s fenotypovou rezistenci
na aminoglykosidy (4. aegrifaciens, A. denitrificans, A. dolens, A. insolitus, A. insuavis,
A. marplatensis, A. ruhlandii, A. xylosoxidans) (Bador et al. 2016). Ptresto vSak byla
AxyXY-OprZ nalezena ve vSech genomech Achromobacter spp. (Jeukens et al. 2017).
AxyXY-OprZ je podobna s efluxnim systémem MexXY/OprM ptitomnym u P. aeruginosa.
MexXY/OprM odstranuje z buniky podobné substraty, ale efluxni systém u Achromobacter spp.
je ucinnéjsi (Swenson & Sadikot 2015).

Dal$imi efluxnimi systémy nalezenymi u 4. xylosoxidans jsou TetA podilejici se
na efluxu tetracyklini (Jakobsen et al. 2013) a AxyEF-OprN (Magallon et al. 2021)
transportujici fluorochinolony. TetA se bézné vyskytuje i u jinych gramnegativnich patogent

(Jakobsen et al. 2013).

3.6 Lécba infekci zptsobenych Achromobacter spp.

Pii plicni exacerbaci se nasazuji Sirokospektra antibiotika ve vysokych davkach po dobu
minimalné 14 dnii (www.novorozeneckyscreening.cz), ktera vSak vétSinou nevede k eliminaci
patogenu, ale pouze ke zmirnéni symptomt a zaléceni akutniho stavu (Horsley & Jones 2012).
Antibiotika by se méla predepisovat pouze na zakladé mikrobiologického vySetfeni sputa
¢i bronchoalveoléarni lavadze a citlivostniho profilu izolovaného patogenu. U té€zsich ptipadi se
indikuje kombinace antibiotik (Fila 2021). Vybér vhodného antibiotika pii 1écbé je omezen
z diivodu znaéné piirozené 1 ziskané rezistence Achromobacter spp. (Filipic et al. 2017). Mezi
nejcastéji pouzivané antibiotické rezimy pouzivané pii achromobakterovych infekcich patii
tfitydenni terapie inhalaénim kolistinem v kombinaci s amoxicilin-klavulandtem. Je také mozné
zvolit intraven6zni lé€bu piperacilin-tazobaktamem, meropenemem nebo ceftazidimem,
v kombinaci s tobramycinem a kotrimoxazolem (Gabrielaite et al. 2021a). Prokazovani
efektivity novych antibiotik pii exacerbaci je problematické, nebot’ z etického pohledu nelze
porovnavat u€innou latku s placebem z diivodu vyznamného zdravotniho rizika pro pacienty
v piipad¢ neposkytnuti adekvatni 1écby. Z toho diivodu se porovndvaji rizné antibiotické
reZimy mezi sebou, piipadné se piidavaji dalsi antibiotika ke konvenénimu antibiotickému
rezimu. Je potfeba posoudit bezpeCnost a ucinnost antibiotickych rezimii pii exacerbaci
u pacientd s CF pfti chronickych infekcich (Horsley & Jones 2012).
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Mezi in vitro nejucinnéjsi antibiotika proti Achromobacter spp. patii kotrimoxazol (Isler
et al. 2020, Okoliegbe et al. 2020), piperacilin/tazobaktam a minocyklin. Na tirovni druh se
projevuji rozdily v citlivosti k nékterym antibiotiklim, jako jsou aminoglykosidy (amikacin,
gentamicin, tobramycin), fluorochinolony (ciprofloxacin, levofloxacin), tetracykliny
(doxycyklin, minocyklin) a tikarcilin/klavulanat. Naopak mezidruhové rozdilnost v citlivosti
nebyla pozorovéana na aztreonam, chloramfenikol, kolistin, kotrimoxazol, ceftazidim
a piperacilin/tazobaktam (Okoliegbe et al. 2020). Achromobacter spp. byva citlivy
1 k samotnému piperacilinu a ke karbapenemtm (Almuzara et al. 2010, Filipic et al. 2017, Isler
et al. 2020), ucinny muze byt také ceftazidim (Isler et al. 2020). Meropenem podle nékterych
autor vykazuje lepsi vysledky nez imipenem (Filipic et al. 2017), podle jinych studii byva
Achromobacter spp. €astéji citlivy k imipenemu nez k meropenemu (Isler e al. 2020, Okoliegbe
et al. 2020). Nékdy se zaznamend vys$i u€innost imipenemu v porovnani s meropenemem
u P. aeruginosa, coz je zpisobeno nadmérnou expresi mexAB geni pro efluxni systém (Isler

et al. 2020).

Pti in vitro testovani ucinnosti B-laktamovych antibiotik v kombinaci s inhibitory
B-laktaméz proti Achromobacter spp. vykazoval meropenem/vaborbaktam jen mirné vyssi
aktivitu nez samostatny meropenem. Druhou nejefektivnéj§i  kombinaci byl
piperacilin/tazobaktam (Caverly et al. 2020), ale jak jiz bylo zminéno, piperacilin byl G¢inny
1 samostatné bez inhibitoru (Almuzara et al. 2010, Filipic et al. 2017, Isler et al. 2020). Dobrou
antimikrobialni aktivitu vykazoval také ceftazidim, u kterého bylo dosazeno srovnatelnych
vysledkli samostatné¢ a s pouZitim inhibitoru avibaktamu (Caverly et al. 2020). Vzhledem
k podobné ucinnosti kombinaci P-laktamovych antibiotik s inhibitory [-laktamdz se
predpoklada, ze zminéné beézné pouzivané inhibitory nejsou substraty pro [-laktamazy

produkované Achromobacter spp. (Isler et al. 2020).

Na slibné vysledky poukazuje moznost fagové terapie. Pii pouziti specifickych faga
pro Achromobacter spp. v pribéhu dvacetidenni terapie se Ctvrtletnim opakovanim po dobu
jednoho roku doslo ke zlepSeni zdravotniho stavu pacienta. Nicmén¢ pro posouzeni u¢innosti

fagové terapie by bylo potieba posoudit vysledky terapie u vice pacientl (Isler et al. 2020).

Podobné jako u jinych infekci je zde zcela zdsadni prevence. Je potfeba zabranit pfenosu
Achromobacter spp. mezi pacienty v centrech CF a dalSich zdravotnickych zatizenich. K tomu
je nezbytné, aby pacienti s CF dodrzovali doporuceny hygienicko-epidemicky reZzim (Horsley

& Jones 2012, Fila 2014).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Sputa a izolaty Achromobacter spp.

Vramci studie byly analyzovany casosbérné izolaty Achromobacter spp. (n=24,
tabulka 1) od deviti pacientli s cystickou fibr6zou navstévujici Centrum CF pii FN Motol.
Izolaty byly shromazd’ovany v obdobi mezi kvétnem 2011 az zatim 2012 a dale od unora 2021
do ledna 2022, nicméné l¢katské a laboratorni zaznamy jsme méli k dispozici po dobu
navs§tévovani Centra CF pii FN Motol vybranymi pacienty. Retrospektivni izolaty jsme méli
k dispozici ve form¢ zamrazené kultury. Prospektivni izoldty jsme ziskali izolaci bakterii
ze sputa pacientl, ktefi v prib¢hu studie navstivili toto centrum. Dale jsme pro kontrolu

analyzovali typové kmeny jednotlivych druhtt Achromobacter, z Ceské sbirky mikroorganismt

(CCM) z Ustavu experimentalni mikrobiologie Masarykovy univerzity (tabulka 2).

Tabulka 1. Analyzované izolaty od jednotlivych pacientt.

Pacient ¢. Pocet ziskanych izolati od pacienta Obdobi sbéru izolati

1 4 10,1 let

2 4 9,9 let

3 4 10,7 let

4 3 7,5 mésicu

5 3 7,2 mésicu

6 3 12,1 meésicu

7 1 -

8 1 -

9 1 -
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Tabulka 2. Typové kmeny Achromobacter

kultur/bakterie-a-archaea/bakterie/TAXBI1.

Spp.,

vypracovano podle https://ccm.sci.muni.cz/katalog-

Typovy kmen Druh Popsan Zdroj izolatu
Achromobacter (ex Yabuuchi & Ohyama .
T
CCM 2741 xylosoxidans 1971) Yabuuchi & Yano 1981 uSni vytok
t | Achromobacter (Kiredjian et al. 1986)
e piechaudii Yabuuchi et al. 1998VP L
Achromobacter (Riiger & Tan 1983) .
T
CCM 3427 denitrificans Coenye et al. 2003VP puda
CCM 71821 ACh;Z’ZZ.Zchr Coenye et al. 2003VP rna na noze
ccM 71837 | Achromobacter Coenye et al. 2003VP krev
spanius
Achromobacter (Packer & Vishniac 1955) .
T
ST ruhlandii Yabuuchi et al. 1998VP )
| Achromobacter . puda kontaminovana
CCM 7608 marplatensis Gomila et al. 2011VP pentachlorfenolem
p (Argentina)

4.1.2 Kultivaé¢ni média

V této praci byla pouzita kultivaéni média bud'to jiZ pfipravend vyrobcem, nebo jsme si

je piipravovali z praskovych dehydratovanych smési. Jejich piehled je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3. Pouzita kultivacni média a jejich piimé&si.

piiprave)

Nazev Popis Vyrobce

AGAR BACTERIOLOGICAL Cisty agar (pragkova smés k Oxoid™

(AGAR NO. 1) piiprave)

BRAIN HEART INFUSION BEHI bujon (praskova smés k| ¢, ; yru
piiprave)

COLUMBIA AGAR WITH SHEEP Krevni agar (na Petriho Oxoid™

BLOOD misce)

Glycerin bezvody p.a. Glycerol Penta Chemicals

MacConkey Agar No 3 Ma cConkey agar (na Petriho Oxoid™
misce)

Mueller-Hinton Agar MH agar (na Petriho misce) | Oxoid™

MUELLER-HINTON AGAR MH agar (praskova smésk | ¢ i
ptiprave)

TRYPTONE SOYA AGAR TSA agar (praSkovd smés k| o) ; yrm
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4.1.3 Chemikalie a diagnostické a izola¢ni soupravy

4.1.3.1 Antibiotika
Pro kvalitativni testovani antibiotické citlivosti byly pouzity antibiotické disky
obsahujici jednotliva antibiotika ¢i jejich kombinaci s inhibitorem B-laktamaz. Nazev kazdého

antibiotika vcetné jeho obsahu v disku (pg) a zkratky je uveden v tabulce 4.

Tabulka 4. Pouzité antibiotické disky.

Zkratka Nazev Vyrobce
CZA14C CEFTAZIDIME 10ug AVIBACTAM 4 pg Mast Group Ltd.
C/T40C CEFTOLOZANE 30ug TAZOBACTAM 10ug Mast Group Ltd.
TGC 15 TIGECYCLINE 15 pg Oxo1d™
MEM 10 MEROPENEM 10 ug Oxo1d™
IPM 10 IMIPENEM 10 ug Oxoid™
SAM 20 AMPICILLIN / SULBACTAM 20 ug Oxo1d™
SXT 25 SULPHAMETHOXAZOLE / TRIMETHOPRIM 25 ug Oxoid™
CT 10 COLISTIN SULPHATE 10 pg Oxo1d™
CN 10 GENTAMICIN 10 pg Oxoid™
TOB 10 TOBRAMYCIN 10 pg Oxo1d™
TZP 36 PIPERACILLIN / TAZOBACTAM 30:6 36 ug Oxo1d™
CAZ 10 CEFTAZIDIME 10 pg Oxo1d™
AK 30 AMIKACIN 30 pg Oxoid™
CIP 5 CIPROFLOXACIN 5 pg Oxo1d™
LEV 5 LEVOFLOXACIN 5 pg Oxoid™
FEP 30 CEFEPIME 30 pg Oxoid™
SCF 105 SULBACTAM / CEFOPERAZONE 105 ug Oxoid™
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4.1.3.2 Diagnostické a izola¢ni soupravy
Diagnostické a izolacni soupravy pouzité v této praci jsou uvedeny v tabulce 5.
Tabulka 5. Diagnostické a izolacni soupravy pouzité pro: 1 — purifikaci PCR produktu, 2 — purifikaci knihoven,

3 — purifikaci po sekvenacni reakci, 4 —sekvenaci genu nrdA, 5 —hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF,
6 — celogenomovou sekvenaci, 7 — FTIR-spektroskopii, 8 — izolaci DNA, 9 — gelovou elektroforézu.

Nazev Vyrobce

Agencourt® AMPure XP !-2 Beckman Coulter
Agencourt® CleanSEQ ° Beckman Coulter
BigDye® Direct Sanger Sequencing Kit * Thermo Fisher Scientific
HCCA portioned matrix for MALDI-TOF MS ° Bruker Daltonik GmbH
High-Sensitivity DNA Library Preparation Kit ° [llumina®

IR Biotyper Kit ’ Bruker Daltonik GmbH
MasterPureTM Complete DNA & RNA Purification Kit

(Cat. No. MC85200) 8 Lucigen Corporation
Nextera XT DNA Library Preparation Kit ° [llumina®

Qubit™ dsDNA HS Assay Kit ¢ Thermo Fisher Scientific
UMD-SelectNA™ ° Molzym GmbH & Co. KG

4.1.3.3 Chemikalie
Seznam chemikalii pouZitych v diplomové praci je uveden v tabulce 6.
Tabulka 6. Chemikalie soupravy pouzité pro: 1 —izolaci DNA, 2 —hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF

3 — purifikaci PCR produktu, 4 — purifikaci knihoven, 5 — purifikaci po sekvenacéni reakci, 6 — PCR, 7 — sekvenaci
genu nrdA, 8 — FTIR-spektroskopii, 9 — testovani antibiotické citlivosti, 10 — gelovou elektroforézu.

Nazev Vyrobce

2-Propanol ! Carl Roth

Acetonitril LC-MS CHROMASOLV® 2 Honeywell

Aptamer Hot Start Master Mix ° Top-Bio, s.r.0.

Ethanol 96% p.a. ':343:8 Penta Chemicals
Fyziologicky roztok ° DULAB s..0.

GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10 000X in Water '° Biotium

Chelex® 100 Resin ! Bio-Rad Laboratories
PCR ultra &istd voda ¢ Top-Bio, s.r.0.

Pufr TBE 50% pH 8,3 '° Lékarna FN Motol, Praha 5
SeaKem® LE Agarose ' Lonza

Trifluoroacetic acid 99,5% for biochemistry > Acros Organics B.V.B.A.
Water for injection > 7-® Fresenius Kabi s.r.0.
Water LC-MS CHROMASOLV® 2 Sigma-Aldrich s.r.0.
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4.1.3.4 Soupravy a chemikalie pro elektronovou mikroskopii

Elektronova mikroskopie byla realizovdana ve spolupraci se Stitnim zdravotnim
tstavem (SZU) Praha v Narodni referenéni laboratofi pro prikaz infekénich agens
elektronovou mikroskopii. Z ditvodu zpracovani této Casti studie na oddéleném pracovisti

a pouzivani specifickych chemikalii jsou pouzité chemikalie a soupravy uvedeny v samostatné

tabulce 7.

Tabulka 7. Chemikalie a soupravy pro elektronovou mikroskopii.

Nazev

Popis

Vyrobce

Alcian Blue 8GX

alcianova modf

Sigma-Aldrich s.r.o.

Ammonium molybdate
tetrahydrate

molybdenan amonny
tetrahydrat

Sigma-Aldrich s.r.o.

Aqua pro injectione

voda na injekci

B. Braun Melsungen AG

Ethanol for molecular biology ethanol Sigma-Aldrich s.r.o.
Fyziologicky roztok fyziologicky roztok DULAB s.r.0.

Glutaraldegyde solution G5882 glutaraldehyd Sigma-Aldrich s.r.o.
Hydrochloric acid kyselina chlorovodikova Sigma-Aldrich s.r.o.

Kyselina octova

kyselina octova

Penta Chemicals

Lead Citrate (Reynolds)

citrat olovnaty

Delta Microscopies

Osmium tetroxide solution 75632

oxid osmicely

Sigma-Aldrich s.r.o.

Sodium cacodylate trihydrate

kakodylan sodny trihydrat

Sigma-Aldrich s.r.o.

Sodium hydroxide

hydroxid sodny

VWR International s.r.o.

Spurr Low Viscosity Embedding
Kit

pryskyfice Spurr

Sigma-Aldrich s.r.o.

Uranyl acetate dihydrate

uranyl acetat

Merck KGaA

4.1.3.5 Primery

Druhovou identifikaci druht Achromobacter spp. jsme provedli pomoci sekvenace genu

nrdA. Forward a reverse primery pouzité pro amplifikaci a sekvenaci genu nrd4 jsou uvedeny

v nasledujici tabulce 8.

Tabulka 8. Forward a reverse primer pro amplifikaci a sekvenaci genu nrdA.

Primer Sekvence 5'—3' Reference
nrdA F GAACTGGATTCCCGACCTGTTC Spilker et al., 2012)
nrdA R TTCGATTTGACGTACAAGTTCTGG
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4.2 Metody

4.2.1 Zpracovani klinického materialu a identifikace izolatu na irovni rodu
Klinickym materidlem pro tuto studii bylo odkaSlané sputum pacientii s cystickou
fibrozou. Sterilni jednorazovou klickou jsme inokulovali sputum na krevni a MacConkey agar
a kultivovali 24-48 hodin v termostatu pii teploté 37 °C. Suspektni kolonie jsme izolovali
aprovedli pfedbéznou identifikaci pomoci syst¢tmu MALDI-TOF MS. Pro identifikaci
hmotnostni spektrometrii jsme si pfedem pfipravili roztok MALDI Matrice obsahujici matrici
(HCCA matrix portioned), 50% acetonitril, kyselinu trifluoroctovou a deionizovanou vodu.
Nésledné jsme jednu kolonii z agaru rozetieli paratkem na tercik ocelové desticky, prekryly
1 ul roztoku MALDI Matrice a nechali uschnout. Acetonitril s kyselinou trifluoroctovou slouzi
v roztoku jako organické rozpoustédlo k extrakci proteini z mikroorganismt. Desticku se
vzorky jsme analyzovali v piistroji MALDI Biotyper™ a vyhodnotili pomoci piislusné
databaze IVD MALDI Biotyper (verze 11, 10833 MSP, Bruker Daltonik GmbH). Software
na zéklad¢ korelace mezi analyzovanym proteinovym hmotnostnim spektrem a profily
v databazi vypocita logaritmickou hodnotu skore v intervalu od 0 do 3. Pravdépodobnému
druhu studované bakterie odpovidd hodnota skore >2,0. Podrobnéjsi postup je uveden

v manudlu pro [IVD MALDI Biotyper.

Kulturu Achromobacter spp. jsme zamrazili a uchovavali pti teploté -80 °C pro dalsi
analyzy. Jako kryokonzerva¢ni médium jsme pouzili BHI bujon s bezvodym glycerolem
(viz. kapitola 4.1.2 Kultiva¢ni média) v poméru 1:1 (v/v). Pfed kazdou analyzou jsme izolaty

inokulovali na MH agar a kultivovali 24-48 hodin v termostatu pfi teploté 37 °C.

4.2.2 Molekularni identifikace a typizace

Druhovou identifikaci izolati pomoci sekvenace genu nrd4 jsme provedli u vSech
klinickych izolath (n=24) a pro kontrolu metody i u typovych kmenii (n=7). Postup prace byl
rozdélen na izolaci DNA, PCR a sekvenaci genu nrdA. Typizace byla provedena metodou FTIR
pro vSechny klinické izolaty (n=24) a ur€enim ST typu pomoci MLST pro €asosbérné izolaty

Sesti pacienttl (€. 1-6; n=21). Profil MLST byl ziskan z dat celogenomového sekvenovani.

4.2.2.1 Izolace DNA
DNA izolath vybranych k celogenomové sekvenaci jsme izolovali pomoci soupravy
MasterPure™ Complete DNA & RNA Purification Kit (Cat. No. MC85200). Po 48 hodinach

kultivace na krevnim agaru jsme jednu kolonii resuspendovali ve fyziologickém roztoku
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a centrifugovali pii 13,5 RCF po dobu 5 minut. Z mikrozkumavky jsme odstranili supernatant
a bunéény sediment ditkladné homogenizovali. Nasledn¢ jsme ke vzorku ptidali lyza¢ni roztok
(Tissue and Cell Lysis Solution) s proteindzou K. Za obcasného promichéani jsme nechali vzorek
inkubovat pii teploté 65 °C, poté byla smés ochlazena na teplotu 37 °C. Vzorek jsme inkubovali
s RNazou a poté prudce ochladili na ledu. Pfidanim roztoku MPC Protein Precipitation
Reagent jsme vysrazeli proteiny obsazené ve vzorku. Smés jsme centrifugovali pfi 10 RCF
po dobu 10 minut, abychom ze smési odd¢lili supernatant obsahujici DNA. Nasledné jsme
DNA ze supernatantu vysrazeli pomoci isopropanolu a centrifugovali pii 4 °C pii 10 RCF
po dobu 10 minut, aby se vytvofil pelet DNA. Odstranili jsme isopropanol, pelet dvakrat
oplachli 70% ethanolem a po ditkladném odstranéni ethanolu resuspendovali pelet v TE pufru.

Podrobnéjsi popis je popsan vyrobcem zminéné soupravy.

Pro ucely sekvenace genu nrdA4 u zbyvajicich izolath pacientl zahrnutych do studie jsme
zvolili metodu izolace DNA chelexem. Izolaty jsme pfenesli z MH agaru na krevni agar
a nechali kultivovat 48 hodin pfi teploté 37 °C. Nasledn€ jsme vzdy jednu kolonii z krevniho
agaru resuspendovali ve 100 pl 5% chelexu. Po inkubaci a centrifugaci vzorki jsme ziskali

supernatant obsahujici izolovanou DNA.

4.2.2.2 Polymerazova retézova reakce

Pro PCR za ucelem amplifikace genu nrdA jsme pouzili smés forward a reverse
primert (1:1), Aptamer Hot Start Master Mix a PCR ultra ¢istou vodu. K roztoku jsme ptidali
DNA izolovanou bud’ chelexem nebo soupravou (MasterPure™ Complete DNA & RNA
Purification Kit). Smé&s se vzorkem jsme nechali amplifikovat v termocykleru (Veriti™ 96-Well
Thermal Cycler, Applied Biosystems™). Celkovy objem smési reakce byl 25 pl. SloZeni

ptfidavanych latek do reakce a jeji podminky znazornuji nasledujici tabulky 9 a 10.

Tabulka 9. Slozeni pridavanych latek pro PCR reakci.

Slozka Objem [pl]
PCR voda 10,0 pl
Aptamer Hot Start Master Mix 12,5 ul
smeés forward a reverse primert 1:1 1,0 pl
DNA 1,5 ul
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Tabulka 10. Podminky PCR reakce pro amplifikaci genu nrdA.

Teplota Cas trvani Pocet cykli
Uvodni denaturace 94 °C 1 minuta 1
Denaturace 94 °C 15 sekund
Nasednuti primerQ 56 °C 30 sekund 30
Extenze 72 °C 1 minuta
Finalni extenze 72 °C 7 minut 1

Ptitomnost amplikonu o délce 954 bp (Spilker et al. 2012) jsme si ovétili gelovou
elektroforézou (obrazek 3). Byl pouzit 2% agardézovy gel obsahujici agar6zu, TBE pufr
a fluorescencni barvivo GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10 000X in Water. Do prvni jamky
byl napipetovdn marker SM (1kb), které je soucasti soupravy UMD-SelectNA™ (Molzym
GmbH & Co. KG). Podokonceni elektroforézy byl gel nasnimédn pod UV zafenim

v transluminatoru systémem Vision-Capt (Vilber Lourmat).

ez M an MMM MMMMMM

Obrazek 3. Ovéteni pritomnosti amplikonu pomoci gelové elektroforézy.

4.2.2.3 Sekvenace genu nrdA

Sekvenovani genu nrdA bylo provedeno Sangerovo metodou. Nejprve byl PCR produkt
precistén soupravou zalozenou na magnetickych kulickach Agencourt® AMPure XP od zbytka
nukleotidi, primer, polymerazy a soli. KPCR smeési samplikonem jsme piidali
homogenizovanou suspenzi kulicek a smés dikladné promichali. Po inkubaci za ucelem
navazani DNA na kulicky jsme umistili mikrozkumavku se vzorkem do magnetického
stojanku. Z mikrozkumavky jsme odstranili supernatant a kulicky dvakrat oplachli 75%
ethanolem. Po odstranéni ethanolu jsme mikrozkumavku vyjmuli z magnetického stojanku.
Nechali jsme odpafit zbytkovy ethanol pii pokojové teploté a nasledné magnetické kulicky

resuspendovali v injek¢ni vod€. Podrobny pracovni postup je uvadén vyrobcem soupravy.

36



Sangerovo sekvenovani bylo realizovano soupravou BigDye® Direct Sanger
Sequencing Kit. Vyuziva elongaci primerd pomoci deoxyribonukleotidi nasledovanou
terminaci fluorescen¢né znaCenymi dideoxyribonukleotidy. Do dvou jamek mikrotitra¢ni
desticky jsme napipetovali predem piipraveny roztok obsahujici BigDye Terminator (BDT
v3.1), sekvenacni pufr s deoxyribonukleotidy (5x sequencing buffer) a injek¢éni vodu. Do jedné
jamky jsme pridali forward primer, do druhé reverse primer. Néasledn¢ jsme do obou jamek
pridali piecistény PCR produkt a v termocykleru (Veriti™ 96-Well Thermal Cycler, Applied
Biosystems™) nechali probehnout sekvenacni reakci podle podminek uvedenych v tabulce 11.

Podrobny navod je uvadén vyrobcem u ptislusné soupravy.

Tabulka 11. Podminky sekvenacni reakce pro sekvenaci genu nrdA.

Teplota Cas trvani Pocet cykli
Uvodni denaturace 96 °C 1 minuta 1
Denaturace 96 °C 10 sekund
Nasednuti primeri 55°C 5 sekund 25
Extenze 60 °C 4 minuty
Finalni extenze 72°C 7 minut 1

Po sekvenacni reakci nasledovalo precisténi amplifikované DNA od zbytkového
mnozstvi primert, polymerdzy, terminatoru a soli, pomoci soupravy magnetickych kulicek
Agencourt® CleanSEQ. Ke vzorkiim jsme piidali suspenzi Agencourt® CleanSEQ a 85%
ethanol a diikladné promichali pipetou, aby se DNA navézala na kuli¢ky. Mikrotitracni desticku
jsme vloZzili do magnetického stojanku a z jamek odstranili supernatant obsahujici zbytkové
reagencie ze sekvenacni reakce. Vzorky jsme dvakrat oplachli 85% ethanolem a po dikladném
odstranéni ethanolu vyjmuli desti¢ku z magnetického stojanku. Nechali jsme kuli¢ky vyschnout
pfi pokojové teploté a nasledné vzorky resuspendovali v injekéni vodé&. Podrobny névod je

uveden vyrobcem u piislu§né soupravy.

Nasledovala analyza vzniklych fragmentii s vyuzitim kapilarni elektroforézy na pfistroji
ABI 3130xI Genetic Analyzer. Béhem procesu se kratsi fragmenty DNA pohybuji k anodé
rychleji nez delsi useky a pii priichodu detektorem je zaznamenavano potadi signali ze Ctyt

ruzné znacenych dideoxyribonukleotida.

Pomoci softwaru Pregap4 version 1.5 jsme sekvence genu nrdA ziskané amplifikaci
z forward a reverse primerd spojili na zakladé kompatibility bazi do jedné sekvence.

Pomoci dalsiho softwaru GAP v4:10 jsme sekvenci zarovnali a exportovali do vysledné
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podoby, kterou jsme porovnali s referencnimi sekvencemi v databazi PubMLST
a identifikovali druh Achromobacter spp. (Jolley et al. 2018,
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst _achromobacter seqdef).

4.2.2.4 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Izolaty jsme inokulovali na TSA agar (tryptone soya agar) a kultivovali pi1 37 °C
do druhého dne. Druhy den jsme izolaty z TSA agaru inokulovali na nové plotny s TSA agarem
a nechali kultivovat 30 hodin pfi teploté 37 °C. Nasledujici den jsme v mikrozkumavkach
s kovovymi valecky (Bruker Suspension Vial, soucast soupravy IR Biotyper Kit) resuspendovali
biomasu odebranou z TSA plotny v 70% ethanolu, abychom usmrtili bakterie a zabranili dalSim
metabolickym reakcim. Pro zvySeni povrchového napéti suspenze jsme ke vzorkim piidali
injekéni vodu a vzorky dikladné homogenizovali. Suspenze bun¢k jsme napipetovali po 15 ul
na jednotlivé terciky desticky, nechali uschnout a nasledné analyzovali pomoci pfistroje
IR Biotyper (Bruker Daltonik GmbH). Pokus byl proveden ve dvou biologickych replikatech,
pficemz kazdy znich zahrnoval ¢tyfi technické replikaty. Podrobny popis je uveden

v uzivatelském manualu pro IR Biotyper.

4.2.2.5 Celogenomova sekvenace

Celogenomoveé sekvenovani bylo provedeno metodou Illumina sekvenovani. DNA
izolovanou pomoci soupravy MasterPure™ Complete DNA & RNA Purification Kit jsme
analyzovali zméfenim koncentrace na piistroji Quibit™ 4 Fluorometer pomoci soupravy
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit a ovéfenim Cistoty na pfistroji NanoDrop™ Lite
Spectrophotometer. Hodnoty koncentrace 1 ¢istota DNA byly dostacujici pro dalsi analyzu.

Izolovanou DNA jsme nafedili na vyslednou koncentraci 0,2—-0,5 ng/pl.

K piipraveé knihovny fragmentii DNA jsme pouzili soupravu Nextera XT DNA Library
Preparation Kit. 1zolovanou DNA jsme fragmentovali a pomoci amplikon znacici smési
(Amplicon Tagment Mix) a DNA znaciciho pufru (Tagment DNA Buffer) jsme v termocykleru
na oba konce fragmentii napojili adaptéry. Ke vzorkiim jsme ptidali neutraliza¢ni znacici pufr
(Neutralize Tagment Buffer). ZnaCeni fragmenti DNA s navdzanymi adaptéry probihalo
v termocykleru pomoci dvojkombinaci indexti pro primery s vyuzitim Nextera PCR Master
Mix. PCR produkt jsme si ptecistili pomoci magnetickych kulicek Agencourt® AMPure XP
apo navazani DNA na kulicky jsme mikrozkumavku vlozili do magnetického stojanku,
odstranili supernatant a vzorek dvakrat promyli 80% ethanolem. Po dikladném odstranéni

ethanolu jsme mimo magneticky stojanek promichali kulicky s resuspenda¢nim pufrem
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(Resuspension Buffer), abychom uvolnili DNA do pufru. Mikrozkumavku jsme opét vlozili
do magnetického stojanku a izolovali roztok s precisténymi fragmenty DNA. Koncentraci
DNA jsme si ovéfili na pfistrojich Quibit™ 4 Fluorometer a Agilent Technology 2100
Bioanalyzer s pouzitim soupravy High-Sensitivity DNA Library Preparation Kit. Poté byly
ptipravené knihovny DNA zaslany do laboratofe Novogene (zprostiedkovano pies BIOGEN
Praha s.r.0.), kde bylo provedeno celogenomové sekvenovani metodou Illumina. Vysledna data
jsme obdrzeli v podobé kratkych ¢teni ve formatech soubort FASTA a FASTQ, ktera jsme dale

zpracovavali bioinformatickymi metodami.

Data ve formatu FASTA jsme analyzovali v databazi PubMLST a numericka oznaceni
alel pro geny nusA, rpoB, eno, gitB, lepA, nuoL a nrdA jsme porovnali se zndmymi ST typy
(Jolley et al. 2018, https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst _achromobacter seqdef).

4.2.3 Screening citlivosti viici antibiotikiim v priabéhu chronické infekce
Antibioticka citlivost byla testovana pomoci diskové difuzni metody na MH agaru, dle
doporuc¢eni EUCAST (2022). Diskovy difuzni test je pouze kvalitativni metodou pouzivanou
pro screening antibiotické citlivosti, nejednd se o kvantitativni metodu. Test byl proveden
pro Casosbérné izolaty od Sesti pacientl (€. 1-6) pro zjiSténi, zda v pribehu chronické infekce
pfi souCasné expozici antibiotikim dochazi in vivo k adaptaci Achromobacter spp. na G€inky
antibiotik. Nasledn¢ byla nase data doplnéna o veSkeré vysledky antibiotické citlivosti
zaznamenan¢ v laboratornim informacnim systému (MicLab) pro Achromobacter spp.

a Alcaligenes spp. u deviti vybranych pacientt.

Z cisté bakteridlni kultury pfedem narostlé na MH agaru se s fyziologickym roztokem
pfipravila bakteridlni suspenze o zdkalu 0,5 McFarland. Suspenze se nanesla na MH agar
pomoci sterilnich vatovych tamponii a rovnomérné rozetfela po plotné ve tfech smérech.
Na takto ptipravené plotny byly polozeny antibiotické disky obsahujici jednotliva antibiotika
(ampicilin-sulbaktam 10-10 pg, kotrimoxazol 25 pg, kolistin 10 pg, gentamicin 10 pg,
tobramycin 10 g, piperacilin-tazobaktam 30-6 g, ceftazidim 10 pg, amikacin 30 pg,
ciprofloxacin 5 pg, levofloxacin 5 pg, cefepim 30 pg, cefoperazon-sulbaktam 75-30 ng,
imipenem 10 pg, meropenem 10 pg, tigecyklin 15 pg, ceftolozan-tazobaktam 30-10 pg
a ceftazidim-avibaktam 10-4 pg). Plotny jsme nechali inkubovat 24 h pti teploté 37 °C.
V mistech, kam do agaru difunduje Uc¢inné antibiotikum v dostatecné koncentraci, bakterie

neroste a dojde k vytvofeni inhibi¢nich zon uvnitt povrchu souvisle porostlého bakteriemi.
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Druhy den jsme zméfili primér inhibi¢nich zén vcetné pruméru antibiotického disku (6 mm)

a vyhodnotili podle dostupnych klinickych breakpointi (viz. Vysledky kapitola 5.2).

4.2.4 Stanoveni swimming motility

Pro studium motility byly vybrany izolaty A. xylosoxidans od dvou pacientt (¢. 1 a 2;
n=4) a A. insuavis od jednoho pacienta (€. 3; n=2) s ¢asovym odstupem odbért ptiblizné 10 let
a od dalsich tfi pacientl (¢. 4-6) izolaty A. xylosoxidans (n=6) s odstupem sedmi mésicii

az jednoho roku.

Swimming motilita byla studovana na 0,3% agaru, metodou popsanou diive (Jakobsen
et al. 2013), kterou jsme modifikovali. K ptipravé 0,3% agaru byl pouZit ¢isty bakteriologicky
agar pro laboratorni pouziti a BHI bujon (o koncentraci 37 g praskové smési na 1 1 destilované

vody). Jeste tekuty agar byl napipetovan po 20 ml do sterilnich Petriho misek o praméru 90 mm.

Na sterilni dratek o priméru 0,5 mm urceny pro vyrobu bakteriologickych kli¢ek
(vyrobce Kanthal Corporation) byla nabrana ¢ast bakterialni kolonie a vybrané izolaty se
vpichem zanesli do stiedu pfipravenych ploten. Po inokulaci 0,3% agaru zlstala vétSina
z nabrané¢ho mnozstvi bakterialni biomasy pfichycena na dratku, a tudiz bylo pokazdé pouzito
priblizné stejné mnozstvi bakterii. Plotny byly umistény na 24 h do termostatu s teplotou 37 °C,
obraceny dnem (agarem) doldi, aby nedochazelo ke kondenzaci vody na povrchu agaru
a naslednému ristu bakterii v kondenzatu po celém povrchu agaru. Druhy den byla zmétfena
ostfe ohraniend zona rliistu vyznacujici se opalescentnim zakalem v agaru znacicim pfitomnost

bakterii (obrazek 4). Tento pokus byl proveden v biologickych triplikatech.
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Obrazek 4. Stanoveni swimming motility. Izolaty 4. insuavis od pacienta €. 1, a) ¢asny, b) pozdni po 10 letech.
Na snimcich je patrna ztrata swimming motility.

4.2.5 Transmisni elektronova mikroskopie

Casné a pozdni izolaty jednotlivych pacientil, které byly vybrany za ucelem studia
swimming motility, byly zpracovany a nasnimdny metodou transmisni elektronové
mikroskopie (TEM). TEM je metodou elektronové mikroskopie, kterd vyuziva detekce

elektrontd po prichodu skrz vzorek a umozituje ndm nahlédnout do vnitini struktury vzorku.

Vzorky pro TEM jsme si piipravili z ploten pro stanoveni swimming motility,
ze kterych jsme vyfizli opalescentni agarovy blocek (o velikosti ptiblizné 3x3x3 mm) z okraje
rustové zony a vloZili jej do mikrozkumavky s 0,5 ml fyziologického roztoku. Tento
fyziologicky roztok obsahujici bakterie z agaru byl nasledné pouzit jako analyzovany materiél

pro elektronovou mikroskopii.

4.2.5.1 Metoda negativniho barveni

M¢édéna sitka pro elektronovou mikroskopii potazend formvarovou blanou (vyrobce
Ted Pella, Inc.) se hydratovala sma¢enim formvarové strany sitky v 1 % roztoku alcidnové
modii a kyseliny octové, oplachnutim ve ¢tyfech kapkach injekéni vody a jemnym osusenim.
Nasledné se polozila na kapku fyziologického roztoku s bakteriemi a nechala 20 minut
inkubovat. Poté se sitka ptfenesla na a) kapku 1% roztoku molybdenanu amonného, b) kapku
0,5% molybdenanu amonného nebo c¢) kapku 1% uranyl acetatu, vyjmula a ozatila UV zafenim

po dobu 20 minut. Schéma pro zpracovani vzorku metodou negativniho barveni je znazornéno
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na obrazku 5. Snimky byly vyfoceny transmisnim elektronovym mikroskopem HT7800
Transmission Electron Microscope od vyrobce Hitachi a zpracovany softwarem dodavanym

vyrobcem spolecné s mikroskopem.
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Obrazek 5. Schéma zpracovani vzorku pro negativni barveni. 1. — smaceni v roztoku alcidnové modii kyseliny
octové; 2. — oplachnuti injekéni vodou (4x); 3. — osuSeni; 4. — inkubace ve vzorku; 5. — negativni barveni
a) 1% molybdenanem amonnym, b) 0,5% molybdenanem amonnym, c) 1% uranyl acetatem; 6. — UV zafeni.

4.2.5.2 Metody pro zpracovani agarového blocku

Abychom nahlédli i do stfedu agarového blocku a mohli pozorovat diverzitu rizné
motilnich bakterii, pokusili jsme se zpracovat i samotny agarovy blocek. Postupovali jsme
podle laboratorniho protokolu pro zpracovani meékkych tkani. Vzorek se fixuje 5%
glutaraldehydem po dobu 2 hodin a nasledné oplachne pufrem sloZzenym z kakodylanu
sodného, kyseliny chlorovodikové a injekéni vody. Vzorek se obarvi Cerné¢ 1% oxidem
osmicelym a dehydratuje vzestupnou fadou alkoholt (50%, 70% 95% a 100% ethanol), ktera
probihd az do druhého dne. Druhy den se vzorek infiltruje smési absolutniho ethanolu
a pryskyfice (souprava Spurr Low Viscosity Embedding Kit) v pomérech 3:1, 1:1 a 1:3.
Nésleduje infiltrace 100% pryskyfici a tteti den se pryskyfice se vzorkem vlozi do formy
anechd ztvrdnout v termostatu pii teplot¢ 70 °C po dobu 8 hodin. Ze vzorku zalit¢ho
v pryskyfici se na ultramikrotomu (EM UC7, Leica) ptipravi ultratenké fezy, které se zachyti
na sitku. Pro zvySeni kontrastu se fezy na sit'ce obarvi uranyl acetdtem a citratem olovnatym
apoté vizualizuji v elektronovém mikroskopu. Prvni zminénd metoda, negativni barveni

roztoku obsahujiciho bakterie, vSak poskytovala lepsi vysledky. Metody na zpracovani
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mékkych tkani se ndm nepodatilo modifikovat tak, aby je bylo mozné pouzit i pro zpracovani
agarového blocku. Pouziti této metody pro TEM by vyzadovalo optimalizaci, nebot” agarovy

blocek byl v naSem ptipad¢ nestabilni a rozpoustél se v pouzitych chemikaliich.

4.2.6 Bioinformaticka analyza genetickych zmén pozdnich izolati

Do analyzy byla zahrnuta data z celogenomového sekvenovani ¢asnych a pozdnich
izolatd od tii pacientt (€. 1-3) s Casovym odstupem odbérii cca 10 let (n=6) a od tii pacientii
(¢. 4-6) s odstupem 7 az 12 mésicii (n=6). V databazi KmerFinder 3.2 (Hasman et al. 2014,
https://cge.food.dtu.dk/services/KmerFinder/) jsme pomoci dat ve formatu FASTQ vyhledali
geneticky nejvice ptibuzné zcela sekvenované kmeny k nasim ¢asnym izolatim. Pro vSechny
izolaty, A. xylosoxidans 1 A. insuavis, byla nalezena shodna referen¢ni sekvence kmene
A. xylosoxidans NCTC10807 (NZ_LN831029.1). Referen¢ni sekvence byla stazena z databaze
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ LN831029). Pomoci softwaru Geneious
Prime (verze 2021.2.1) jsme provedli mapovani kratkych ¢teni Casnych izolatt na referencni
kmen (obrazek 6). Byly ziskany genomy o velikosti 6,0—6,2 Mbp pro izolaty A. xylosoxidans
a 5,7 Mbp pro izolat A. insuavis. Genomy Casnych izolatl jsme anotovali pomoci néstroje
RAST (Aziz et al. 2008, https://rast.nmpdr.org/). Pomoci néstroje snippy verze 4.6.0 (Seemann
2015, https://github.com/tseemann/snippy) dostupné na webovém rozhrani Galaxy
(https://usegalaxy.org/) jsme porovnali asosbérné izolaty. Casné izolaty jsme nyni pouzili jako
referencni genomy, ke kterym jsme hledali nukleotidové zdmény v datovych souborech

formatu FASTQ pozdnich izolati.
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Obrazek 6. Mapovani casnych izolath na pfibuznou referencni sekvenci NZ LN831029.1 v programu Geneious
Prime, verze 2021.2.1. V referen¢ni sekvenci nebyly nalezeny homologie ke vSem kratkym ¢tenim referencniho
genomu (pferusené sekvence na obrazku) a stejné tak nebyla nalezena podobnost vSech kratkych Cteni s referencni
sekvenci. Z tohoto divodu nebylo mozné nésledné porovnat veskeré geny z genomu. Vétsina kratkych ¢teni vSak
byla namapovéana.
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5 VYSLEDKY

5.1 Identifikace a typizace Achromobacter spp.

Cil: Identifikovat rod Achromobacter pro dalsi analyzy nékolika metodami.

Prvnim krokem v charakterizaci studovanych izolatt bylo identifikovat mezi izolaty rod
Achromobacter, naslednou druhovou identifikaci odhadnout prevalenci druhti u pacientti s CF
navstévujicich Centrum CF pii FN Motol a porovnat spolehlivost nasledujicich metod k tomu
pouzivanych v klinické praxi. Dale za uc¢elem studia epidemiologie jsme analyzovali klondlni
strukturu izolat pomoci FTIR-spektroskopie a metodou MLST pomoci dat celogenomového

sekvenovani.

5.1.1 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Vsechny typové kmeny byly hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF spravné zatazeny
do rodu Achromobacter, jak znazornuje tabulka 12. Pro pravdépodobné urcéeni rodu musi
nejlepsi a druhd nejlepsi shoda patfit ke stejnému rodu, a navic nejlepsi shoda musi vyhazovat
skore alesponi 1,70. Pro identifikaci rodu s vysokou pravdépodobnosti spravného vysledku je
spodni hranice skore posunuta na 2,00. Pravdépodobna identifikace druhu je mozné pouze
v ptipad¢€, Ze ob¢ shody naleZi ke stejnému druhu a nejlepsi shoda je s hodnotou skore > 2.
Prestoze kmen A. ruhlandii vyhazoval skore nejleps$i shody vy$si neZ 2, byl oznaen
za A. xylosoxidans. Pokud shody patii ke stejnému druhu, a navic je hodnota skore > 2,3, je
bakterialni druh identifikovéan s vysokou pravdépodobnosti. Toto kritérium bylo splnéno pouze
pro A. xylosoxidans.
Tabulka 12. Identifikace typovych kment Achromobacter spp. pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

Zelené je znazornéna identifikace druhu s vysokou pravdépodobnosti, zluté vysoce pravdépodobna identifikace
rodu s pravdépodobnou identifikaci druhu, oranzovée pravdépodobna identifikace rodu.

Pravdépodobny organismus
Km Druh A nejlepsi

- i Nejlepsi shoda Skoére Druhd nejlepsi Skoére

shoda
CCM 2741" | A. xylosoxidans A. xylosoxidans 2,37 | A. xylosoxidans | 2,30
CCM 2986" A. piechaudii A. piechaudii 1,95 A. spanius 1,90
CCM 3427% | A. denitrificans A. denitrificans 2,24 | A. denitrificans 1,99
CCM 71827 A. insolitus A. insolitus 2,14 A. insolitus 1,97
CCM 71837 A. spanius A. spanius 2,01 A. piechaudii 1,75
CCM 7494 A. ruhlandii A. xylosoxidans 2,04 A. ruhlandii 2,03
CCM 7608" | A. marplatensis | Achromobacter sp. | 1,83 A. mucicolens 1,78
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VSech 24 studovanych klinickych izolati bylo systtmem MALDI-TOF spravné
zatfazeno do rodu Achromobacter. Spolehlivost identifikace druhii z klinického materialu
nemizeme pomoci hmotnostni spektrometrie posoudit z diavodi nizké variability druha
a pievazného zastoupeni A. xylosoxidans ve sledovaném souboru. Ugelem této metody vsak

bylo pouze identifikovat izolaty Achromobacter spp. pro dalsi analyzy, ¢ehoz bylo dosazeno.

5.1.2 Sekvenace genu nrdA

Druhova identifikace byla provedena sekvenaci genu nrd4 a naslednym porovnanim
fragmentu o délce 765 bp v databazi PubMLST Achromobacter typing database (Jolley et al.
2018, https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlist achromobacter seqdef). Zjistili jsme, Zze
u pacientll s CF navstévujicich Centrum CF pii FN Motol (n=9) je dominantnim druhem
A. xylosoxidans v 67 % ptipadl (n=6), nasledovany A. insuavis ve 22 % ptipadl (n=2)
a A. aegrifaciens tvotici 11 % ptipadii (n=1). Zastoupeni druhit Achromobacter spp. u deviti

sledovanych pacienti navstévujicich Centrum CF pii FN Motol je znazornéno na obrazku 7.

Prevalence druhu Achromobacter spp.
A. aegrifaciens

11%

A. insuavis
22%

A. xylosoxidans
67%

Obrazek 7. Prevalence druhi Achromobacter spp. u deviti sledovanych pacientii Centra CF pii FN Motol.

5.1.3 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Na obrazku 8 je zndzornéno grafické vyobrazeni infraervenych spekter izolath
v bodech, kde kazdy bod predstavuje jedno méteni jednoho izolatu. Graf je vytvofen pomoci
parametr LD 1 a LD 2. Linearni diskriminacni analyza (LDA) je metoda redukujici informace

PCA (Principal Component Analysis, analyza hlavnich komponent) na zaklad¢ udajt o zafazeni
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do nami definovanych skupin (tzv. hleda vzorce, podle kterych mize body zatradit do danych
skupin a jednotlivé skupiny oddélit od sebe). PCA redukuje vstupni informace do mensiho
mnozstvi dimenzi. Pii LDA metod¢ byly v naSem piipadé skupiny tvofeny podle ST typt, které
byly k izolatiim piifazeny az dodate¢né€ v pritbehu jejiho vyhodnocovani. Obrazek 8 naznacuje,
ze jednotlivé sekvencni (ST) typy mohou tvofit skupiny, ale zaroven se tyto skupiny prekryvaji.

Metodou FTIR se nam nepodafilo ani odlisit od sebe druhy Achromobacter spp.
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Obrazek 8. Grafické znazornéni infracervenych spekter jednotlivych ST typt v bodech podle parametrtt LD 1
a LD 2. Barevné jsou odliSeny ST typy, tvary zna¢i druhy Achromobacter spp.: A pro A. xylosoxidans,
® pro A. insuavis, m pro A. aegrifaciens. ST typy odpovidaji jednotlivym pacientim, pouze ST-544 (svétle zeleny)
vznikl v pacientovi z ST-144 (Cerny) jednou synonymni nukleotidovou zdménou v genu eno.

5.1.4 Multilokusova sekvenéni typizace (MLST)

Pti sestavovani profilu MLST jsme zjistili, Ze kazdy pacient ma Achromobacter spp.
s odliSnym ST typem. Identifikovali jsme tfi nové ST typy. ST-543 obsahoval jiz anotované
alely, ale v doposud nezaznamenané kombinaci. ST-544 se vyvinul z ST-144 jednou
synonymni nukleotidovou zdménou v genu eno a ST-545 vznikl z pivodniho ST-282 jednou
synonymni nukleotidovou zdménou v genu nusA. Zaroven jsme zjistili, Ze jednotlivi pacienti
byli v prib¢hu chronické infekce infikovani stile stejnym ST typem, pfestoze infekce
u nékterych pacientt (€. 1-3) trvala 1 10 let. Vyjimku tvofil chronologicky tfeti ze studovanych
izolath (1.3, viz. tabulka 13) od pacienta ¢. 1. Nicméné¢ jako ST-544 (vznikly ptivodné z ST-144)
byl identifikovén jen tento izolat a pii ndsledném odbéru byl zaznamenan opét pivodni ST-144.

Vysledky MLST typizace jsou znazornény v tabulce 13.
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5.2 Screening citlivosti vii¢i antibiotikiim v priubéhu chronické infekce
Cil: Sledovat vyvoj rezistenci Achromobacter spp. vuci vybranym antibiotikiim

v pritbehu chronické infekce.

Hodnoceni vysledkil diskovych difuznich testl probihalo dle doporuceni (EUCAST

2022) spole¢né se zaznamy o citlivosti Achromobacter spp. a Alcaligenes spp. od pacienti

¢. 1-6.

Zaznamy z laboratorniho systému, které vykazovaly posun velikosti inhibi¢nich zén
u vSech testovanych antibiotik jednim smérem, nebyly zahrnuty do analyzy z diivodu mozného
u kterych jsme je domnivali, Ze doslo k chybnému zaznamenani hodnoty — podle doporuceni
(EUCAST 2022) pro hodnoceni diskového difuzniho testu se za inhibi¢ni zénu kolem disku
kotrimoxazolu povazuje oblast i s pouhym naznakem inhibice, pfestoze v ni dochazi k ristu
bakterii. Z toho ditvodu nebyly do analyzy zahrnuty inhibi¢ni zony kotrimoxazolu o velikosti
6 mm, které se stfidali s hodnotami odpovidajicimi citlivosti achromobakterd vuci
kotrimoxazolu. Kritéria pro kvalitativni uréeni citlivosti ¢i rezistence jsou uvedeny v tabulce 14
podle dostupnych klinickych breakpointii, véetné obsahu (pg) pouzitého disku. Pokud nebyly
dostupné klinické breakpointy pro 4. xylosoxidans, byly ptevzaty hodnoty pro P. aeruginosa
¢1 Pseudomonas spp. dle doporuceni (Filipic ef al. 2017).
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Tabulka 14. Klinické breakpointy pouzité v této praci pro hodnoceni antibiotické citlivosti. Pokud byla inhibi¢ni
zona veétsi nebo rovna klinickému breakpointu, byl izolat povazovan za citlivy vici danému antibiotiku, v opaéném
piipadé byl vyhodnocen jako rezistentni. Pokud velikost inhibiéni zény nalezela intervalu stanovenému
pro breakpoint, byl izolat oznacen za intermedialné rezistentni. V piipadech, kdy klinické breakpointy nebyly
znameé, jsme hodnotili pouze zménu velikosti inhibi¢ni zony mezi longitudinalnimi vysledky testa.

Obsah disku
Antibiotikum an tilg:) gt]ikum- bﬁl:ll(l;(l){i)lll ¢ Breakpoint pro: Reference
inhibitor)

Amikacin 30 15 Pseudomonas spp. EUCAST 2022
Ampicilin-sulbaktam 10-10 neznamy - -
Cefepim 30 21 Pseudomonas spp. EUCAST 2022
Cefoperazon-sulbaktam 75-30 neznamy - -
Ceftazidim 10 17 Pseudomonas spp. EUCAST 2022
Ceftazidim-avibaktam 10-4 17 Pseudomonas spp. EUCAST 2022
Ceftolozan-tazobaktam 30-10 23 Pseudomonas spp. EUCAST 2022
Ciprofloxacin 5 26 Pseudomonas spp. EUCAST 2022
Gentamicin 10 18 Pseudomonas spp. BSAC 2013
Imipenem 10 20 Pseudomonas spp. EUCAST 2022
Kolistin 10 11 P. aeruginosa Galani et al. 2008
Kotrimoxazol 1,25-23,75 26 A. xylosoxidans EUCAST 2022
Levofloxacin 5 18 Pseudomonas spp. EUCAST 2022
Meropenem 10 20-26 A. xylosoxidans EUCAST 2022
Netilmicin 10 14 Pseudomonas spp. BSAC 2013
Ofloxacin 5 1622 P. aeruginosa Fuchs et al. 1989
Piperacilin-tazobaktam 30-6 26 A. xylosoxidans EUCAST 2022
Tigecyklin 15 neznamy - -
Tobramycin 10 18 Pseudomonas spp. EUCAST 2022

Nasledné byla z velikosti inhibi¢nich zon vypoctena primérna hodnota pro jednotlivé
pacienty a antibiotika pro kazdy kalendaini rok, ze kterého izolaty pochazely. Tento pramér byl
vypocten vétSinou ze tii az péti odbert za rok, avSak v nekterych letech byla citlivost testovana
pouze u jednoho ¢i dvou izolatd. Primérné hodnoty tvorené jednim izolatem byly zodpoveédné

za vyraznéj$i odchylky mezi udaji z ptilehlych let.

Izolaty Achromobacter spp. od vSech Sesti pacientll byly rezistentni vi¢i amikacinu,
gentamicinu i tobramycinu. Izolaty od Etyft z téchto pacientl byly rezistentni i vii¢i netilmicinu,
zbyvajici dva izolaty nebyly testovany na citlivost vii¢i tomuto antibiotiku. U izolatd od vSech
pacienti byla nejCastéji naméfend inhibi¢ni zona kolem diskti ampicilin-sulbaktamu
a ceftolozan-tazobaktamu rovna 6 mm, coZ odpovida riistu bakterii az k antibiotickému disku.
Vétsina izolatl byla rezistentni ¢i intermedidlné rezistentni vic¢i fluorochinolonim, mezi néz

patii ciprofloxacin, ofloxacin a levofloxacin. Pouze izolaty A. xylosoxidans od jednoho

49



pacienta (€. 4) odebrané v prubéhu roku 2021 vykazovaly citlivost viic¢i levofloxacinu, zaznamy
o citlivosti ani izolaty zjinych let jsme neméli k dispozici. U témét vsech izolati jsme
zaznamenali rezistenci vuci cefepimu. Vyjimku tvofily odbéry v prvnim sledovaném roce
u pacienta ¢. 5, kdy byla zaznamendna hodnota inhibi¢ni zony 21 mm, ktera je hrani¢ni
hodnotou pro interpretaci izolatu jako citlivy kmen. Informace o velikosti inhibi¢nich zon
ceftazidim-tazobaktamu jsme neméli k dispozici od vSech pacienttll, a navic G¢innost tohoto
antibiotika byla testovéana jen v nékterych letech. Z ditvodu nedostatku tidajii nebyl ceftazidim-
tazobaktam zafazen do nasledujici podrobné analyzy vyvoje rezistence v ¢ase. KdyZ jsme vSak
porovnali velikosti inhibi¢nich z6n samostatného ceftazidimu a jeho kombinace s inhibitorem
z dostupnych udajii, velikosti inhibi¢nich zén vykazovaly podobné hodnoty. Klinicky
breakpoint i obsah antibiotika v disku byly totozné.

Podrobné¢ byla sledovéana ucinnost antibiotik, kterd se ukazala in vitro G€innéd proti
vicero izolatim ¢i s inhibi¢ni zoénou vétsi nez 18 mm, pokud nebyly k dispozici klinické
breakpointy. Mezi tato antibiotika jsme zatadili cefoperazon-sulbaktam, ceftazidim, imipenem,
kolistin, kotrimoxazol, meropenem, piperacillin-tazobaktam, a tigecyklin. Zmény velikosti
inhibi¢nich zo6n izolath v Case pro jednotlivé pacienty jsou prezentovany na nasledujicich

obrazcich (obrazky 9-14).

Vyvoj citlivosti a rezistence vici antibiotiklim u izolatd
od pacienta €. 1
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=g Imipenem
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<2 15 —@— Meropenem
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>E_c3 Vs —@— Tigecyklin

E 0
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Rok

Obrazek 9. Vyvoj citlivosti a rezistence vici antibiotikim u izolatd A. insuavis od pacienta ¢. 1. Prvni pozitivni
kultivace Alcaligenes sp. z dychacich cest pacienta byla zaznamenana v roce 2009, ze kterého nemame tdaje
o citlivosti bakterie. Pacient byl sledovan v Centru CF pti FN Motol od roku 1997. Po celou dobu sledovani
chronické infekce byly izolaty citlivé k imipenemu, kolistinu a piperacilin-tazobaktamu. Mezi lety 2012 a 2013
doslo ke vzniku rezistence vici ceftazidimu, obnova citlivosti byla zaznamenéna az v roce 2021. K meropenemu
byla vétSina izolatu citliva, nékteré byly intermedialné rezistentni. Izolaty byly od samého pocatku rezistentni viici
kotrimoxazolu. Cefoperazon-sulbaktam a tigecyklin vykazovaly pomérn¢ velkou inhibi¢ni zéonu (27-32 mm
pro cefoperazon-sulbaktam a 17-28 mm pro tigecyklin), nicméné pro tyto antibiotické disky nejsou znamy
klinické breakpointy.
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Vyvoj citlivosti a rezistence vii¢i antibiotiklim u izolath
od pacienta €. 2
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Obrazek 10. Vyvoj citlivosti a rezistence vici antibiotikim u izoldth A. xylosoxidans od pacienta ¢. 2. Prvni
pozitivni kultivace 4. xylosoxidans z dychacich cest pacienta byla zaznamenana v roce 2011 a tento prvni izolat
byl archivovan. Pacient byl sledovan v Centru CF pti FN Motol od roku 2002. Po celou dobu sledovani infekce
byly izolaty citlivé k imipenemu, kolistinu, kotrimoxazolu a piperacilin-tazobaktamu. V pribéhu chronické
infekce doslo ke zméné v citlivosti viiéi meropenemu, kdy se z citlivého kmene stal intermedialné rezistentni. Vuci
ceftazidimu byly citlivé pouze izolaty z roku 2012, izolaty z dalSich let byly rezistentni. Navic vykazovaly trend
snizovani velikosti inhibi¢ni zény kolem disku ceftazidimu a od roku 2019 zustaly na nejmensi mozné hodnoté
6 mm. Kolem disku cefoperazon-sulbaktamu byla zaznamenana inhibi¢ni zéna v rozmezi 26-31 mm, kolem
tigecyklinu 6-23 mm. Pro posledni dvé zminéna antibiotika nejsou znamé klinické breakpointy.

Vyvoj citlivosti a rezistence viici antibiotiklim u izolath
od pacienta ¢. 3
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Obrazek 11. Vyvoj citlivosti a rezistence viici antibiotikim u izolath A. xylosoxidans od pacienta ¢. 3. Prvni
pozitivni kultivace Alcaligenes sp. z respiracniho traktu pacienta byla zaznamenéna v roce 2011, ze kterého mame
archivované izolaty ze dvou odbért. Pacient byl sledovan v Centru CF pii FN Motol mezi lety 2011 az 2019.
Nasledny izolat z roku 2022 byl ziskan z centra CF, které pacient navstévuje v soucasnosti. Po celou dobu
sledovani chronické infekce byly izolaty citlivé k imipenemu a piperacilin-tazobaktamu. Izolaty byly citlivé nebo
intermedialné rezistentni k meropenemu, pfi¢emz nebyl zaznamenan zadny staly trend vyvoje rezistence.
V pribéhu chronické infekce doslo ke vzniku rezistence vici ceftazidimu a kolistinu. Vici kotrimoxazolu byly
stfidavé zaznamenavany citlivé a rezistentni izolaty. Velikosti inhibi¢nich zon pro cefoperazon-sulbaktam byly
v intervalu 25-31 mm a pro tigecyklin 12-22 mm.
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Vyvoj citlivosti a rezistence vii¢i antibiotiklim u izolath
od pacienta €. 4
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Obrazek 12. Vyvoj citlivosti a rezistence vuéi antibiotikim u izolatd A. xylosoxidans od pacienta ¢. 4. Prvni
pozitivni kultivace A. xylosoxidans z dychacich cest pacienta byla zaznamenana v roce 2020. Pacient byl sledovan
v Centru CF pii FN Motol od roku 2002. Po dobu sledovani infekce 4. xylosoxidans, tedy mezi lety 2020 az 2021,
byly izolaty citlivé k ceftazidimu, imipenemu, kolistinu, kotrimoxazolu, meropenemu a piperacilin-tazobaktamu,
prestoze doslo ke zmenSeni inhibi¢ni zény meropenemu. Velikost inhibi¢ni zoény cefoperazon-sulbaktamu se
mirn¢ zvétsila z 29 na 30 mm, u tigecyklinu bylo zaznamenédno vyrazngjsi zvétSeni inhibic¢ni zény z 12 na 23 mm.

Vyvoj citlivosti a rezistence vic¢i antibiotiklim u izolath
od pacienta ¢. 5
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Obrazek 13. Vyvoj citlivosti a rezistence vici antibiotikiim u izolatd 4. xylosoxidans od pacienta ¢. 5. Prvni
pozitivni kultivace Alcaligenes sp. z dychacich cest pacienta byla zaznamenana v roce 2010, druhy pozitivni odbér
Achromobacter sp. nasledovat vroce 2015 a kritérium pro chronickou infekci definované alespon tfemi
pozitivnimi odbéry za rok (Barrado et al. 2013) bylo splnéno az od roku 2018. Pacient byl sledovan v Centru CF
pii FN Motol od roku 2006. Po celou dobu sledovani chronické infekce byly izolaty citlivé pouze ke kolistinu.
Doslo ke vzniku rezistence vuci ceftazidimu a piperacilin-tazobaktamu. VU¢i kotrimoxazolu byly stiidave
zaznamenavany citlivé a rezistentni izolaty. Izolaty byly od poc¢atku rezistentni vii¢i imipenemu a meropenemu.
Velikosti inhibi¢nich zon pro cefoperazon-sulbaktam se vyznamneé snizily z 24 mm na 12 mm. K¥ivka zndzornujici
vyvoj velikosti inhibi¢nich zén cefoperazon-sulbaktamu se napadné podoba kiivce rozvoje rezistence vuci
piperacilin-tazobaktamu. Hodnoty velikosti inhibi¢nich z6n tigecyklinu se pohybovaly mezi 18 az 22 mm.
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Vyvoj citlivosti a rezistence vii¢i antibiotiklim u izolath
od pacienta €. 6
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Obrazek 14. Vyvoj citlivosti a rezistence vuéi antibiotikim u izolath A. xylosoxidans od pacienta ¢. 6. Prvni
pozitivni kultivace Alcaligenes sp. z dychacich cest pacienta byla zaznamenana v roce 2005. Pacient byl sledovan
v Centru CF pii FN Motol od roku 1999. Z obdobi let 2014 a 2015 nemame informace o pozitivnich nalezech
Achromobacter spp. Po celou dobu sledovani chronické infekce byly izolaty citlivé k ceftazidimu, imipenemu,
kotrimoxazolu, meropenemu a piperacilin-tazobaktamu. Vétsina izolath byla rezistentni vici kolistinu. Kolem
disku cefoperazon-sulbaktamu byla zaznamenana inhibi¢ni zoéna v rozmezi 29-32 mm, kolem disku tigecyklinu
19-23 mm.

Zmeény v citlivostech jsme sledovali i z pohledu vyvoje vzniku rezistence vuci
jednotlivym antibiotikiim (obrazky 15—18). Ke vzniku rezistence nedochazelo pouze v pribéhu
chronické infekce. Zaznamenali jsme rezistence nékterych izolati vic¢i kotrimoxazolu

a karbapenemtim jiZ v poc¢atku chronické infekce.

Vyvoj rezistence viici kotrimoxazolu v ¢ase u riiznych pacient
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Obrazek 15. Vyvoj rezistence vuci kotrimoxazolu v case u riznych pacienti. Izolat 4. insuavis od pacienta ¢. 1
byl rezistentni vic¢i kotrimoxazolu od poc¢atku infekce. Izolaty A. xylosoxidans od tfi pacientd (¢. 2, 4 a 6) byly
citlivé, u izolat od zbyvajicich dvou pacienti (¢. 3 a 5) dochazelo k oscilaci mezi hodnotami odpovidajicimi
citlivym a rezistentnim kmentim.
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Vyvoj rezistence vici imipenemu v ¢ase u riznych paciet
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Obrazek 16. Vyvoj rezistence viici imipenemu v ¢ase u riznych pacientti. Vétsina izolath Achromobacter spp. byla
citlivda k imipenemu a nedochédzelo u nich ke vzniku rezistence v pribéhu chronické infekce. Izolaty
A. xylosoxidans od pacienta €. 5 byly rezistentni po celou dobu infekce, béhem které navic dochazelo ke snizovani

velikosti inhibi¢ni zony.

Vyvoj rezistence vici meropenemu v ¢ase u ruznych pacientli
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Obrazek 17. Vyvoj rezistence vuci meropenemu v ¢ase u ruznych pacientt. VEtsina izolath Achromobacter spp.
byla citliva ¢i intermedialné rezistentni vi¢i meropenemu. Navic u 4. xylosoxidans od dvou pacientu (C. 2 a 4) byl
pozorovan trend vyvoje sméfujici k rezistenci. Izolaty A. xylosoxidans od pacienta ¢. 5 byly rezistentni po celou
dobu infekce, béhem které navic dochéazelo ke snizovani velikosti inhibi¢ni zony.
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Vyvoj rezistence viici piperacilin-tazobaktamu v ¢ase
u riznych pacienti
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Obrazek 18. Vyvoj rezistence vici piperacilin-tazobaktamu v ¢ase u riznych pacientl. VétSina izolatd
Achromobacter spp. byla viéi piperacilin-tazobaktamu citliva, nicméné izolat A. insuavis od pacienta €. 1 se v roce
2017 dostal na tiroven klinického breakpointu a v roce 2021 se této hodnot¢ opét ptiblizil. Izolat A. xylosoxidans
od pacienta €. 5 byl ptivodné citlivy, ale v prubéhu jednoho roku si vyvinul rezistenci vici piperacilin-tazobaktamu
a ve sledovaném obdobi hodnota primeéru inhibi¢ni zony dale klesala az na hodnotu 6 mm.

5.3 Stanoveni swimming motility
Cil: Posoudit, zda v pribéhu chronické infekce dochdzi u Achromobacter spp.

ke zménam motility, prokdazanému adaptacnimu mechanismu na respiracni trakt hostitele.

Swimming motilita je zptsob pohybu bakterii za pomoci bic¢ikt skrz viskdzni material.
Pro vyhodnoceni swimming motility jsme zméfili primér ristové zony, kruhové opalescentni
oblasti znacici rast bakterii. V pfipad€, Ze v misté vpichu vyrostla kolonie, ktera nebyla
obklopena opalescentni zonou, byl izolat v tomto pokusu povazovan za nepohyblivy. Toto
kritérium pro nepohyblivé izolaty bylo pfevzato ze studie, kterou provedli Filipic et al. (2017).
Vysledky stanoveni swimming motility véetné urceni pfitomnosti motility jsou znazornény
v tabulce 15. Za vyznamné sniZeni motility bylo povazovano zmenSeni zény ristu alesponl
0 40 mm (Kalferstova et al. 2015). Mezi Izolaty od vSech tii pacientd (¢ 1-3) s odstupem
piiblizné 10 let vykazovaly vyznamné snizeni aZ ztratu swimming motility (obrazek 19).
Naproti tomu vSechny izolaty zbyvajicich tfi pacientli (4—6) odebrané s odstupem do jednoho
roku byly motilni. U téchto izolatd jsme nezaznamenali vyznamnou zménu swimming motility,

motilita byla bud’ mirn€ snizena nebo mirné zvysend (obrazek 20).
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Velikosti ristovych zon pii sledovani swimming motility
u pacientd s casovym odstupem odbérii cca 10 let
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Obrazek 19. Zmény ristovych zoén pfi stanoveni swimming motility u izolati od pacienti s casovym odstupem
odbérii cca 10 let.

Velikosti rastovych zon pii sledovani swimming motility
u pacientli s casovym odstupem odbérti 7 az 12 mésicti
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Obrazek 20. Zmény rustovych zon pfi stanoveni swimming motility u izolatd od pacientll s casovym odstupem
odbérh 7 az 12 mésict.

5.4 Transmisni elektronova mikroskopie
Cil: metodou TEM prokazat pritomnost bicikii a zaznamenat jejich pocty pripadajici

na jednotlive buniky. Pritomnost bicikii je nezbytnou podminkou swimming motility.
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Z pouzitych metod (viz. kapitoly 4.2.5.1 a 4.2.5.2) jsme dosahli nejlepSich vysledki
metodou negativniho barveni fyziologického roztoku obsahujici bakterie, s barvenim 0,5%
molybdenanem amonnym. Mezi izolaty s odstupem odbéru do jednoho roku jsme nepozorovali
vyznamné rozdily. Naproti tomu u ¢asosbérnych izolatti od jednotlivych pacientt (¢. 1-3), kde
od sebe odbéry delilo ptiblizne€ 10 let, bylo patrné vyznamné snizeni poctu bi¢ikli na buiku.
Zatimco u Casnych izolatd (obrazek 21) jsme napocitali od 3 az po 30 bi¢ikli, u pozdnich
»~hepohyblivych® izolatl (obrazek 22) se jejich pocet pohyboval od Zadného po pét bicika
na bunku s primérnym poctem 0-2 biciky (tabulka 16). Ureni poctu biciki bylo zatiZzeno
chybou plynouci z obtizného rozpoznani, zda biciky vychazeji z bakterie nebo pouze prochazeji
za ni. Falesné€ zvySeny pocet bicikti mohl byt dan zlomenim bi¢iku a zapoctenim kazdé¢ Casti
zvlast’, naopak fale$Sné snizeny pocet mohl byt zaznamenam v disledku zapleteni dvojice bicika

do jednoho svazku.

Image date=2022-03-17 12:55:15 L S R I B R B
Magnification=x6 0k 2.0ym

Obrazek 21. TEM. Casny izolat A. xylosoxidans od pacienta ¢. 2. Zdroj: Mgr. Jan Suchan, NRL pro priikaz
infekénich agens elektronovou mikroskopii, SZU, Praha.
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Image date=2022-03-21 14:43:35

Magnification=x8 0k 2.0pm
Obrazek 22. TEM. Pozdni izolat A. xylosoxidans od pacienta €. 2. Zdroj: Mgr. Jan Suchan, NRL pro prikaz
infekénich agens elektronovou mikroskopii, SZU, Praha.

Tabulka 16. Pocty bicikii na buniku u ¢asnych a pozdnich izolatl s asovym odstupem odbéra cca 10 let. Pozdni
izolaty pacientl €. 1 a 2 nepohyblivé, ostatni izolaty pohyblivé. Primérny pocet bicikti na buniku byl vypocten
z ¢etnosti bunék s konkrétnim poctem bicika. Pro piehlednost byly buiiky s danym poctém bicikt rozdéleny do tri
skupin, odpovidajicich mnozstvi biciki v intervalech n=0, n=1-10 a n=11-30.

Pacient Casovy Pocet bunlf.lsri([:octem (n) Pocet Priamérny
P odstup mezi | Izolat 1er pozorovanych | pocet biciki
) odbéry n=0 n=1-10 | n=11-30 bunék na bunku

Casny 25 1 26 6
1 10,1 let -
Pozdni 2 2 0
5 9.9 Lot Casny 28 28 19
o e Pozdni 2 6 8 2
; 107 Let Casny 3 17 20 16
>/ 1€ ,
Pozdni 7 7 5
e Casny 5 5 7
4 7,2 mésict ;
Pozdni 9 1 10 8
e Casny 26 26 5
5 7,5 mésicu -
Pozdni 7 5
.. .| Casny 3 2 5 10
6 12,1 mésictu -
Pozdni 9 3 12 8
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5.5 Bioinformaticka analyza genetickych zmén pozdnich izolati

Cil: Zjistit adaptacni mutace mezi chronologickymi izolaty a porovnat jejich pocet
v zavislosti na dobe odberi. Potvrdit zmeny motility a poctu bicikit ve sledovanych fenotypech
na urovni genotypu. Vyhledat mozné mutace odpovidajici rezistencim wiici antibiotikim

a dalsim fenotypum.

Pro bioinformatickou analyzu byla pouzita data z celogenomového sekvenovani
¢asnych a pozdnich izolatii od tii pacientti (€. 1-3) s Casovym odstupem odbéri cca 10 let (n=6)
a od dalSich tfi pacienti (¢. 4-6) s odstupem 7 az 12 mésict (n=6). K analyze byly pouzity
online nastroje dostupné na webovém rozhrani Center for Genomic Epidemiology
(https://www.genomicepidemiology.org/), pomoci kterych jsme porovnali nase data
ve formatech FASTQ ziskand celogenomovym sekvenovanim. Pfiporovndni c¢asnych
1 pozdnich izolath od Sesti pacientli pomoci databaze PlasmidFinder 2.1 (Carattoli et al. 2014,
https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) jsme u zadného izoldtu nezaznamenali
pfitomnost plazmidu. Pouzitim databaze ResFinder 4.1 (Bortolaia etal. 2020,
https://cge.food.dtu.dk/services/ResFinder/) jsme hledali ziskané geny pro antimikrobidlni
rezistenci. U vSech izolatl byly potvrzeny geny blaoxa pro piirozené B-laktamazy, konkrétné
blaoxa-114 u A. xylosoxidans a blaoxa-ass u A. insuavis. Dalsi geny pro rezistenci byly nalezeny
pouze u pozdniho izolatu pacienta ¢. 5, konkrétné¢ geny pro rezistenci vic¢i aminoglykosidim
aph(3")-Illa (identita 49,94 % sreferencni sekvenci AF330699.1 z genového klastru
pro aminoglykosid-streptothricinovou rezistenci Enterococcus faecium) a aadD (identita

39,24 % s referencni sekvenci M19465.1 z plazmidu pUB110 Staphylococcus aureus).

Dale jsme pomoci bioinformatické analyzy hodnotili genetické rozdily mezi ¢asnymi
a pozdnimi izolaty. Celogenomova data ¢asnych izolatl byla pouZita jako referencni sekvence
pro srovnani s pozdnimi izolaty pro zisk souboru mutovanych genii. Jako mozné adaptabilni
mutace byly hodnoceny pouze ty, které se projevily i v sekvenci exprimovaného proteinu.
Celkovy pocet mutaci v pozdnich izolatech oproti ¢asnym izolatim jednotlivych pacientd
zobrazuje obrazek 23. V izolatech s asovym intervalem odbért kolem 10 let byl zaznamenéan
vys$$i pocet mutaci nez mezi izolaty s intervalem odbérti do jednoho roku. Nicméné Casny
a pozdni izolat A. insuavis od pacienta €. 1 od sebe odliSovalo 1172 mutaci, nékolikandsobné
vice, nez bylo zjisténo mezi izolaty ostatnich pacientli. U pozdniho izolatu zminéného pacienta
(¢. 1) jsme detekovali dvé bodové mutace v genu pro faktor sptazeny s transkripcni opravou
(Transcription-repair coupling factor), jednu bodovou mutaci genu kodujiciho RecA/RadA
rekombinazu (RecA/RadA recombinase) a jednu bodovou mutaci v genu pro ATP-dependentni
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helikazu UvrD/PcrA (ATP-dependent DNA helicase UvrD/Pcrd, EC 3.6.4.12). U izolath
od pacienti ¢. 1 a 4 bylo nalezeno vice mutaci v genu pro Shufflon-specifickou DNA
rekombinazu, pficemz pouze jedna z mutaci byla shodna u obou izolati. Celkovy seznam

zjisténych mutaci je uveden v tabulce v ptiloze 1.

Pocet genetickych zmén v pozdnich izolatech
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1000

800

600

400

Celkovy pocet mutaci

200
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62 60 72

Pacient ¢. 1 Pacient¢.2 Pacient¢.3 Pacient¢.4 Pacient¢. 5 Pacient €. 6

Obrazek 23. Pocet genetickych zmén v pozdnich izolatech. U izolath od pacientt ¢. 1-3, kdy byl ¢asovy interval
mezi odbéry cca 10 let, bylo zaznamenano vice mutaci v porovnani s kratSim intervalem. Odbéry od pacienti
¢. 4-6 byly provedeny v ¢asovém obdobi do jednoho roku.

Vzhledem ke zjisténi snizeni motility i poc¢tu bi¢ika v pribéhu chronické infekce jsme
se zam¢fili na porovnani genetickych zmeén souvisejicich s tvorbou bi¢ika (obrazek 24). Zjistili
jsme, ze izolaty od tii pacientd (¢. 2, 3 a 6) méli nékolik mutaci v jediném genu pro protein
biosyntézy bi¢iku FIhA. Mezi izolaty pacienta ¢. 1 jsme detekovali deset mutaci v deviti
ruznych genech pro tvorbu bic¢iki, mezi kterymi byly geny pro tvorbu proteint bazalniho téliska
biciku (FlgA, FigF, FlgQG), geny pro proteiny biosyntézy bi¢iku (FIhF, F1iP) a geny pro protein
cepicky bic¢iku (FliD), kontrolu délky hacku biciku (F1iK), spindni motoru biciku (FIiN)
a pro peptidoglykan hydrolazu (FlgJ).
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Mutace v genech pro tvorbu bic¢ikt

10

Pocet mutaci v genech pro tvorbu bic¢iku

Pacient ¢. 1 Pacient ¢. 2 Pacient ¢. 3 Pacient ¢. 4 Pacient ¢. 5 Pacient ¢. 6

® Protein bi¢iku FlgJ
(peptidoglykan hydrolaza)

® Protein spinani motoru bic¢iku
FIiN

® Protein kontroly délky hacku
bic¢ikuFliK
® Protein Cepicky biciku FliD

= Protein biosyntézy bic¢iku FliP
® Protein biosyntézy bic¢iku FIhF
Protein biosyntézy bic¢iku FIhA

Protein hiidele bazalniho téliska
biciku FlgG

H Protein hiidele bazalniho téliska
biciku FigF

H Protein tvorby P-disku bazalniho
téliska biciku FlgA

Obrazek 24. Mutace v genech pro tvorbu bicikd. Mezi izolaty od pacientt €. 2, 3 a 6 byly zjistény mutace pouze
v genu protein pro biosyntézy bi¢iku FIhA. U izolatl od pacienta ¢. 1 nebyl gen pro protein FIhA mutovan, ale
bylo pozménéno devét jinych gent. U izolath od pacientl €. 4 a 5 nebyly detekovany zadné pozménéné geny
souvisejici s tvorbou bic¢ikti. Hodnoty uvniti grafického znazornéni predstavuji pocet mutaci v daném genu.

Zjistili jsme, Ze dvé konkrétni mutace v genu pro protein biosyntézy biciku FIhA jsou

totozné pro izolaty od vSech tii pacientl (€. 2, 3 a 6) s mutaci v tomto genu (obrazek 25). Dale

byly zaznamenany ctyfi konkrétni mutace, které se shodovaly u izolath od dvou pacientt

(¢. 2 a3;2a6). Pouze ¢tyii mutace jsme zaznamenali v izolatech jen od jednoho pacienta.
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Ptehled mutaci v genu pro protein biosyntézy bic¢iku
FIhA

Pacient ¢. 2 Pacient ¢. 3 Pacient ¢. 6

Emmissense_variant c.457C>A p.???153Thr
missense_variant c.400 408delAAATTCATAinsAACTTCATC p.???Phe???134AsnPhelle

Pocet mutaci v genu pro protein
biosyntézy bi¢iki FIhA

S ~= N W kA N N N X

®m missense_variant ¢.514 516delAAAinsCTG p.???172Leu
missense_variant ¢.457 459delACAinsACG p.???153Thr
missense_variant c.505 507delAAAinsAAT p.?7??169Asn

m missense_variant ¢.487 489delACAinsGCC p.???163Ala
missense_variant c.468A>G p.??7?156Ala

Obrazek 25. Piehled mutaci v genu pro biosyntézu biciku FIhA. Kazda barva znaci specifickou mutaci. Nékteré
z mutaci se vyskytuji v izolatech od vicero pacientd. Legendu tvofi zapis mutaci pievzaty ze zdznamu online
nastroje snippy verze 4.6.0 (Seemann 2015, https://github.com/tseemann/snippy).

I u nékterych dalsich genti dochazelo ke stejnym mutacim, kdy specifické mutace byly
shodné mezi izolaty od riznych pacientd. Mezi témito geny byly gen pro arsenat reduktazu
(u izolath od pacientl ¢. 1-3 s intervalem mezi odbéry cca 10 let) a pro cytochrom ¢ oxidazu

(u izolath od pacientt €. 3,4 a 5).

Pozdni izolat od pacienta ¢. 5, ktery byl rezistentni vi€i karbapenemiim a oproti
casnému izolatu ziskal rezistenci na piperacilin-tazobaktam a ceftazidim, obsahoval jako jediny
mutace (n=9) v genu pro domnély transportni protein vnéj$i membrany. Zarovenl v tomto
izolatu byly nalezeny dvé zmény v genu pro efluxni systém typu RND. Mutace tohoto genu
byly zaznamenény i v izolatech od pacientt €. 1, 2 a 4, ale nejednalo se o totoZzné zmény.
U izolatu od pacienta €. 1 byl efluxni systém typu RND definovan jako nespecificky transportni
systém pro vice 1éCiv. Z dalSich moznych efluxnich systémi byly nalezeny mutace v genech
pro ABC transportni systémy (u izolatl od pacientl ¢. 1-3), necharakterizované transportéry
typu MFS (u izolath od pacienti €. 1, 3, 4 a 6). U pozdniho izolatu od pacienta €. 1 jsme
zaznamenali mutaci v genu koédujici rodinu B-laktamaz tfidy C a penicilin vazajicich proteint.
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6 DISKUZE

6.1 Identifikace Achromobacter spp.

Pomoci sedmi diive zminénych typovych kmend jsme si ovéfili, Zze je 1ze pomoci
systtmu MALDI-TOF (Bruker Daltonik GmbH) spravné identifikovat jako rod
Achromobacter, coz je ve shod¢ s literaturou (Garrigos et al. 2021a, Papalia et al. 2020b).
Nezatazeni do druhu mtize byt zptisobeno blizkou taxonomickou ptibuznosti, kdy mohou rtizné
druhy vykazovat podobna proteinova spektra, nebo absenci dané¢ho druhu v databazi. Autofi se
shoduji, Ze v ptipad€ rozSifeni databdze o dal$i, i méné Casté druhy, by bylo mozné vyuzit
hmotnostni spektrometrii i pro spolehlivé rozliSeni druhlt Achromobacter spp. (Garrigos et al.
2021a, Papalia et al. 2020b). Cilem pouziti MALDI-TOF v nasi préaci bylo pouze identifikovat
rod Achromobacter, abychom mohli nasledn€ z klinického materidlu vybrat vzorky pro dalsi

analyzy. Tohoto dil¢iho cile bylo dosazeno.

Pro kontrolu metody identifikace druhu Achromobacter spp. sekvenaci genu nrd4 jsme
provedli sekvenaci zminéného genu u vSech sedmi typovych kmenli a porovnali ziskanou
sekvenci s databdzi PubMLST  Achromobacter  spp. (Jolley et al. 2018,
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst _achromobacter seqdef). =V souladu s literaturou
(Spilker et al. 2013, Bador et al. 2016) neni mozné na zdkladé sekvence genu nrd4 o délce
fragmentu 449 bp odlisit A. ruhlandii od A. dolens, ale pfi analyze sekvence fragmentli o délce

765 bp jsme dosahli jednoznaéného vysledku identifikace.

Pomoci sekvenace genu nrdA jsme stanovili prevalenci druhGt Achromobacter spp.
u deviti sledovanych pacientti s CF navstévujicich Centrum CF pii FN Motol. Identifikovali tii
druhy, a to A. xylosoxidans, A. insuavis a A. aegrifaciens. Nejvice byl zastoupen
A. xylosoxidans v 67 % ptipadl, coz jsme ocCekavali na zdkladé¢ porovnéni s literaturou.
Zastoupeni druhu A. xylosoxidans mezi pacienty s CF se pohybuje od 42 % (Spilker et al. 2013)
pies 63 % (Papalia et al. 2020a) a 64 % (Ridderberg et al. 2012) po 71 % (Barrado et al. 2013).
Ptekvapilo nds, Ze jsme nezaznamenali 4. ruhlandii, ktery byva v potfadi druhym nejcastéjSim
druhem s témé&f Ctvrtinovym podilem infikujicim respiracni trakt pacientl s cystickou fibrozou
(Spilker et al. 2013). Podle Ridderberga et al. (2012) byva A. ruhlandii izolovan v podstatné
niz$im zastoupeni 7 %, v jiné studii bylo identifikovano 17 % izoléati Achromobacter spp. jako
druh A. ruhlandii (Papalia et al. (2020a). Spilker ef al. (2013) identifikovali jako tfeti
nejbéznéjsi genoskupinu 14 s vyskytem v 17 %, pojmenovanou jako A. dolens (Vandamme

et al. 2013). Ani tento druh jsme mezi sledovanymi pacienty nezaznamenali. Druh A. insuavis,
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pfitomny v nasi studii ve 22 % (u pacientd ¢. 1 a 8), byva casto literaturou zafazovan
do genoskupiny 2 (Vandamme ef al. 2013). Zaznamenali jsme vys$i prevalenci, nez se udava
v literatufe zastoupeni genoskupiny 2 v rozmezi 10,5 % (Spilker ef al. 2013) az 14,2 % (Barrado
et al. 2013). Dalsi zaznamenany druh, 4. aegrifaciens, spadajici do genoskupiny 5 (Vandamme
et al. 2013), se v nasi studii vyskytoval pouze u jednoho pacienta (¢. 7), tj. v 11 % ptipadu.
K podobnému vysledku dospéli Spilker et al. (2013), kteti zaznamenali genoskupinu 5 v 9,1 %
izolath od pacientd s CF. Podle pracovni skupiny Veschetti et al. (2021) nezplsobuje
A. aegrifaciens chronické infekce. Nicméné nase vysledky naznacuji, by mohl i tento druh
zpusobit chronickou infekci pacienti s CF. Dle zdznamu v internim laboratornim systému
MicLab byl od pacienta ¢. 7 izolovan jednoradzoveé Alcaligenes spp. v roce 2009 a nasledné
Achromobacter spp. v pravidelnych intervalech od roku 2016 do poloviny roku 2020. Od tohoto
pacianta jsme méli k dispozici pouze jeden izolat z konce roku 2021, ktery jsme sekvenaci genu
nrdA identifikovali jako A. aegrifaciens. Zpétné nelze urcit, zda byl pacient po celou dobu
trvani chronické infekce infikovan stejnym klonem, nebo zda doslo k reinfekci. Druhova
identifikace a typizace budoucich izolatlh Achromobacter spp. od zminéného pacienta (€. 7) by
mohla potvrdit nebo vyvratit naSi domnénku, Ze chronickou respira¢ni infekci je schopen

zplsobit i 4. aefrufaciens.

Je nutné podotknout, ze jsme prevalenci druhlt Achromobacter spp. hodnotili pouze
u malého vzorku u pacientt s CF (n=9), ktefi navstévuji Centrum CF pii FN Motol, a zaroven
jsou chronicky infikovani Achromobacter spp. Rozlozeni druhti v jinych centrech CF mtize byt
odli$né. Zaroven i u sporadickych nalezt Achromobacter spp. ve sputu pacientli s CF mliZe byt
jiné zastoupeni druhi, nebot’ n¢které druhy nemusi vyvolavat chronickou infekci (Veschetti
et al. 2021). Bylo prokdzané odlisné zastoupeni druhi Achromobacter spp. u pacientd s CF
a pacientd s odlisSnym rizikovym faktorem, pficemz se shodné pouze dominantni zastoupeni

A. xylosoxidans u obou skupin (Filipic et al. 2017).

6.2 Typizace Achromobacter spp.

Z vysledkti FTIR-spektroskopie jsme se prvotné domnivali, Ze minimaln¢ tf1 pacienti
(€. 2, ST-175; ¢. 3, ST-545; €. 5, ST-387) sdili podobné klony a Ze mezi nimi mohlo dojit
k ptenosu infekce. Podezieni na ptenos Achromobacter spp. mezi pacienty s CF bylo
zaznamenano hned v n€kolika studiich (Pereira et al. 2011, Cools et al. 2016, Garrigos et al.
2021b) veetne vyskytu asi nejzndméejsiho epidemického kmene A. ruhlandii DES vyskytujiciho
se zejména u danskych pacientti s CF (Filipic et al. 2017, Garrigos et al. 2021b).
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Tato hypotéza o mozném pienosu infekce byla néasledné vyvracena pomoci MLST.
Nezaznamenali jsme tvorbu klastrii, které by spolehlivé odlisili jednotlivé ST typy od izolath
odlisnych ST typt. Pro ST-175, ST-387 a ST-545, u kterych dochazelo k nejvyznamnéjSimu
piekryvu vibracnich spekter, nebyla ve schématu MLST nalezena alela shodna pro vSechny tfi
ST typy. Vzhledem k tomu, ze nékteré izolaty A. xylosoxidans maji vibra¢ni spektrum vice
podobné s A. aegrifaciens Ci s A. insuavis nez vzajemné mezi sebou, nelze tuto metodu pouzit
ani pro diferenciaci Achromobacter spp. do skupin podle druhu. Metoda FTIR-spektroskopie
nebyla vhodnou metodou pro typizaci Achromobacter spp. Jde vSak o novou metodu
analyzujici zejména strukturdlni slozeni bakterii a po pfipadné optimalizaci by mohla mit
v budoucnosti vyznamnéjsi uplatnéni pro typizaci Achromobacter spp. Dnes se Uspé$né
vyuziva pro typizaci napi. Klebsiella pneumoniae, jejiz kmeny dokéze rozlisit s pfesnosti 93 %

v porovnani s referencni metodou celogenomového sekvenovani (Hu ef al. 2021).

Pomoci MLST typizace jsme zjistili, Ze kazdy pacient (n=6) byl stabilné infikovan
stejnym ST typem, a to 1 v pfipadech, kdy chronicka infekce trvala kolem 10 let. Vyjimku tvofil
ST-544, ktery byl u pacienta ¢. 1 identifikovan ve tfetim ¢asosbérném izolatu. ST-544 vznikl
jednou synonymni nukleotidovou zaménou v genu eno pro enolazu (The UniProt Consortium
2021, https://www.uniprot.org/help/publications) ze sekvenéniho typu ST-144. Z prvniho,
druhého, a nésledné i tfetiho odbéru daného pacienta byl izolovan pivodni ST-144. Vzhledem
k pfitomnosti pouze tohoto jediného rozdilu mezi SST-144 a ST-544 vramci MLST
predpokladame, ze k mutaci doSlo in vivo v dychacich cestach pacienta a Ze se nejedna o infekci
novym ST typem. Je pravdépodobné, Ze v ¢ase odbéru mohli byt v pacientovi pfitomny oba
ST typy soucasné, ale vzhledem k sekvenaci pouze jedné bunky z izolatu jsme zaznamenali jen
ST-544. Ridderberg et al. (2011) se domnivaji, ze u pacientd s chronickou infekci je pfitomny
staly klon Achromobacter spp., ale prechodné mohou byt infikovani i1 jinymi klony. Nasi
pacienti byli infikovani stale stejnym klonem a nedochéazelo k reinfekci jinym nepiibuznym
ST-typem. Nejsme schopni vyloucit reinfekci v ptipadé, Ze by dosSlo k eradikaci
Achromobacter spp. anasledné opctovné infekci pivodnim klonem napt. predméty
kontaminovanymi samotnym pacientem pied eradikaci patogenu. JelikozZ by pacienti s CF méli
disledné dodrzovat hygienicko-epidemicky rezim spocivajici v pravidelné dezinfekci osobnich
pomucek i1 napf. odpadu, k opétovné ndkaze z vlastnich kontaminovanych pomtcek by

dochazet nemélo.

Zaroven jsme zjistili, ze kazdy ze sledovanych pacientli (n=6) je infikovan jinym

ST typem. Ve schématu MLST slozené¢ho ze sedmi gent byly vzdy v ramci jednoho pacienta
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alespoi dvé¢ alely odlisné. Z toho usuzujeme, ze se pacienti vzajemn¢ neinfikovali ani neziskali
infekci ze stejného zdroje a nalezené bakterie pochazeji z prostiedi. K podobnému zavéru, kdy
nebyl zaznamenan pienos Achromobacter spp. mezi pacienty s CF, dospé€li 1 dalsi autofi
(Amoureux et al. 2013). NaSe zjisténi se tyka pouze pacientti s CF. Pro vylouceni pfenosu
infekce v zafizenich zdravotni péce by bylo nutné rozsifit studii i na hospitalizované pacienty,

kteti netrpi CF.

6.3 Bioinformaticka analyza genetickych zmén pozdnich izolata

V pribéhu chronické infekce se bakterie adaptuji na podminky v dychacich cestach
pacienti s CF. Ke kratkodobé adaptaci dochdzi zejména na urovni regulace exprese,
pii dlouhodobé adaptaci se akumuluji patoadaptivni mutace (Veschetti er al. 2020).
Pro nalezeni genii, ve kterych doslo k mutaci v obdobi mezi odbéry, jsme porovnali sekvence
¢asnych a pozdnich izolatd, u kterych jsme potvrdili klonalitu. Pfedpokladali jsme, Ze v pribéhu
delsiho ¢asového obdobi mezi odbéry se mezi izolaty vytvoii vice mutaci. Pfi porovnani
genetickych zmén mezi ¢asnymi a pozdnimi izolaty jsme detekovali vice mutaci u izolatt
od pacienti (€. 1-3) s Casovym intervalem odbérti cca 10 let, nezZ u pacientt (€. 4-6) s Casovym
odstupem odbért do jednoho roku. Vzhledem k poméru poctu mutaci vzniklych mezi odbéry
v intervalech deseti let a do jednoho roku si myslime, Ze by adaptace bakterii mohla probihat
ve vetsi mife béhem prvnich let chronické infekce nez v jeji pozdé€jsi fazi. Dalsi studii sledujici
genetické zmény izolath v pravidelnych intervalech odbérii vzorkd bude mozné tuto hypotézu

potvrdit nebo vyvratit.

Népadny byl vysoky pocet mutaci u izolath 4. insuavis od pacienta €. 1, ktery dosahoval
vice nez 3,5nasobku druhé nejvyssi hodnoty (zjisténé u izolatl od pacienta €. 2). VysSi rychlost
akumulace mutaci je charakteristickd pro hypermutatorové kmeny s mutaci v genech mutS
a mutL pro proteiny podilejici se na opravé chybného parovani DNA (Veschetti ef al. 2020).
V nasem porovnani sekvenci ¢asného a pozdniho izolatu jsme nezaznamenali zmény v mut
genech. Vzhledem k metodé¢ porovnavani zmén pouze mezi Casnym a pozdnim izolatem
nemuzeme vyloucit moznost hypermutarotorového fenotypu zaroveinn u ¢asného i pozdniho
izolatu. Mutace v genech mutS a mutL bychom taktéz nezaznamenali v ptipad¢, ze by k nim
doslo aZ po odbéru €asného izolatu a pied odbérem pozdniho izolatu by probéhly reverzni
mutace mut genl na ptivodni genotyp. V mutitorovém fenotypu miiZze nastat eliminace mutaci

v mut genech s navracenim ptivodniho stavu (Pillon ef al. 2013).
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Ridderberg et al. (2015) se ve své studii zahrnujici tfi izolaty 4. insuavis a po jednom
izolatu A. xylosoxidans a A. ruhlandii zjistili nékolikanasobné¢ vyssi pocet mutaci mezi
Casosbérnymi izolaty A. insuavis od jednoho pacienta oproti izolatim ostatnich pacientd.
Nezjistili pfitomnost mutaci v genech mutS ani mutL, ale popsali deleci 112 bp v genu
kodujiciho DNA alkyla¢ni opravny enzym. V nasi praci jsme u pozdniho izoldtu od pacienta
¢. 1 zaznamenali dvé bodové mutace vedouci k zdméné¢ aminokyselin (z glycinu na valin
a z fenylalaninu na leucin) v genu pro faktor spiazeny s transkripcni opravou, jednu bodovou
mutaci v genu kédujiciho RecA/RadA rekombinazu (se zaménou prolinu za threonin) a jednu
bodovou mutaci v genu pro ATP-dependentni helikazu UvrD/PcrA (se zaménou leucinu
za izoleucin). Domnivame se, Ze v dusledku téchto zmén by mohlo castéji dochazet ke vzniku
mutaci v genomu. Ddle je potieba ovéfit moznost pfitomnosti mutace mut genii v asném
izolatu. Delece v genu mutS u A. xylosoxidans byla zaznamenana ve studii provedené Laurou

Veschetti et al. (2020).

Potvrdili jsme, Ze fenotypové zmény motility a poctu bi¢ikli se odehravaji na podkladé
mutaci v genomu. Detekovali jsme mutace celkem v deseti genech pro tvorbu bicikd mezi
izolaty od pacientd €. 1, 2, 3 a 6, u izolati od pacientl ¢. 4 a 5 ke zménam gent kddujicich
tvorbu bic¢ikli nedoSlo. Pozdni izolat A4. insuavis od pacienta ¢. 1 byl nepohyblivy
ve fenotypovém testu zjist'ujicim swimming motilitu a metodou TEM jsme nepozorovali zadné
buiky s biciky. U tohoto izolatu jsme zaznamenali deset mutaci v deviti riznych genech
pro tvorbu bi¢ikl, a to v genech kodujicich proteiny bazalniho téliska biciku, proteiny
biosyntézy biciku, protein ¢epicky biciku, kontrolu délky hacku bi¢iku (FliK), spindni motoru
bic¢iku (F1iN) a pro peptidoglykan hydrolazu (FlgJ). Mutaci genu pro protein biosyntézy biciku

FIhA jsme u 1zolatu od pacienta €. 1 nezaznamenali.

Gen pro protein FIhA byl jedinym genem, ktery byl mutovdn u izolatd ostatnich
pacientll (C. 2, 3 a 6). Zjistili jsme, Ze pro snizeni motility bakterii jsou dostacujici mutace
v tomto jediném genu, coZ neznamena, Ze stejny efekt nemohou mit i mutace jinych gent.
Izolaty od pacientti €. 2, 3 a 6 méli n€kolik mutaci v genu pro protein FlhA, pficemz nékteré
specifické mutace byly spolecné pro vice izolatli. Podobnost mutaci muze indikovat dosah
jednotlivych mutaci na zménu fenotypu. Ve fenotypovém testu pro studium swimming motility
byl pozdni izolat od pacienta ¢. 2 nepohyblivy, ale s rozostfenymi okraji kolonie. Pozdni izolat
od pacienta ¢. 3 vykazoval v porovnani s ¢asnym izolatem vyrazné sniZzeni motility a sniZeni
pramémého poétu bi¢ikt na buiiku (z 19 na 5 bi¢ikt na buiiku). Casny a pozdni izolat

od pacienta ¢. 6 vykazovaly podobnou swimming motilitu i primérny pocet biciki na bunku.
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Porovnani fenotypu a bioinformatickych dat (viz. tabulka 25) téchto tfi pozdnich izolath
(od pacientti €. 2, 3 a 6) nas ptivedlo k nasledujici hypotéze: Mutace podilejici se na snizeni
motility a tvorby biCikii pravdépodobné bude piitomnd v izoladtech od pacienti ¢. 2 a 3,
a zaroven nebude pfitomna v izolatu od pacienta ¢. 6. Domnivame se, ze za snizenou motilitu
je zodpovédna jedna ¢i obé mutace FIhA proteinu, bud zdména plivodni aminokyseliny
na pozici 172 za leucin, nebo na pozici 169 zaména pivodni aminokyseliny za asparagin.
Vzhledem k rozdilné motilit¢ a poctu bicikl se nejedna o jediné mutace ovliviiujici motilitu
sledovanych bakterii. Na dal§im sniZzeni motility se mtize podilet alespon jedna z mutaci, které
jsme detekovali pouze u pozdniho izolatu od pacienta ¢. 2. Témito mutacemi byla bodova
mutace vedouci k zamén¢ piivodni aminokyseliny za threonin na pozici 153 a zaména trojice
aminokyselin za asparagin, fenylalanin a izoleucin na pozici 134 pro prvni aminokyselinu.
Vsech devét mutaci genu pro FIhA protein bylo detekovanych na pozicich 134 az 175
aminokyselinové sekvence. Dle literatury sdili sekre¢ni systém bicikli Pseudomonas spp.
strukturni podobnost se sekrecnim systémem typu III (T3SS) podilejicim se na virulenci.
Protein FIhA je soucésti statického bicikového modulu vnitini membrany, kterym dochazi
k exportu monomera bicikovych struktur. Spolecné s FIhB proteinem udava substratovou

specifitu pro export (Berthomieu et al. 2009).

Porovnanim dat zcelogenomového sekvenovéani s online databdzi ResFinder 4.1
(Bortolaia ez al. 2020, https://cge.food.dtu.dk/services/ResFinder/) byly u izolati nalezeny geny
blaOXA pro piirozené [-laktamazy. Predpokladali jsme, Ze nalezneme vice geni
zodpovédnych za rezistence naSich izolatl vici antibiotikiim. Jelikoz je Achromobacter spp.
povazovan za nove se objevujici patogen u imunokompromitovanych pacienti, nemusi byt jeste
v databazich zahrnut. Porovnanim sekvenci FASTQ v databazi PlasmidFinder 2.1 (Carattoli
et al. 2014, https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) nebyl nalezen plazmid u Zadného
z izolatl. Databaze vSak umoziiuje vyhledavani plazmidl pouze pro grampozitivni bakterie

a fad Enterobacteriales.

V nasSem celkovém seznamu zjisténych mutaci jsme vyhledéavali geny, ktery by mohly
vysvétlit fenotypy rezistence vici antibiotikim. U pozdniho izoldtu od pacienta €. 1 jsme
zaznamenali bodovou mutaci (zaménu z asparaginu na lysin) v genu kodujici rodinu
B-laktamaz tfidy C a penicilin vazajicich proteind. Tato mutace by mohla souviset se vznikem
rezistence vuci ceftazidimu v roce 2013 (viz. obrazek 10 ve vysledcich). Zajimavé je, Ze v roce
2021 doslo k obnové citlivosti vici ceftazidimu (viz. obrdzek 10). Dale byla uizolata

od pacienta ¢. 1 nalezena mutace pro efluxni systém typu RND, definovany jako nespecificky
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transportni systém pro vice 1é¢iv. Mutace genu kddujiciho efluxni systém typu RND byly
zaznamenany Vv izolatech od pacienti €. 1, 2, 4 a 5, ale nejednalo se o totozné zmény. Z dalSich
moznych efluxnich systémua byly nalezeny mutace v genech pro ABC transportni systémy

(u 1zolath od pacientii €. 1-3).

Izolaty od pacienta €. 5 se vyznacovaly vysokou mirou rezistence v porovnani
s ostatnimi izolaty. Byly rezistentni na zacatku chronické infekce vi¢i imipenemu
a meropenemu a zaroven doslo v pribéhu chronické infekce ke vzniku rezistence vuci
piperacilin-tazobaktamu a ceftazidimu. Dle zdznamu sekvenace metodou Illumina byla
v ¢asném 1 pozdnim izolatu nalezena karbapenemaza AXC-4, Accession number QEJ74006.1.
AXC nalezi do skupiny B-laktamaz tfidy A. Jeji hydrolyticka aktivita byla prokdzana vici
imipenemu a meropenemu (Fleurbaaij et al. 2018). Vzhledem k dal§imu snizeni velikosti
inhibi¢ni zony imipenemu a meropenemu ve sledovaném obdobi ptfedpokladdme, ze hydrolyza
B-laktamového kruhu neni jedinym mechanismem rezistence vici karbapenem. Pfi porovnéani
genetickych zmén c¢asného a pozdniho izoldtu nds zaujal gen pro bezejmenny domnély
transportni protein vnéj§i membrany. V tomto genu jsme detekovali 9 nesynonymnich mutaci
a zmény v ném nebyly zjistény u zaddnych jinych izolath z nasi studie. U P. aeruginosa byl
popsan porin vnéj§i membrany OprD, kterym probihd transport karbapenemi do bunck
citlivych vii¢i karbapenemtim. Pokud je protein OprD nefunkéni nebo chybi, jsou dané kmeny
vici karbapenemtim rezistentni. Piestoze homolog proteinu OprD nebyl u Achromobacter spp.
nalezen (Hu et al. 2015), domnivame se, Ze tento domnély transportni protein vnéj$i membrany

by mohl slouzit jako pro vstup karbapenemt do buné€k. Tuto hypotézu vSak nutné ovéfit.

U izolath od vSech pacientll jsme zaznamenali mutace v hypotetickych genech. Funkce

téchto gentll je neznama a nelze vyloucit jejich podil na adaptaci bakterii.

6.4 Screening citlivosti vii¢i antibiotikiim v priibéhu chronické infekce

V prvni fad€ je nutné podotknout, Ze diskovy difuzni test je pouze kvalitativni metodou,
u které je navic meéfeni priméru inhibi¢ni zény do znacné miry subjektivni. Klinické
breakpointy pro tuto metodu jsou stanoveny na zakladé hodnoty inhibi¢ni zony, kterd rozliSuje
vétSinu citlivych a rezistentnich izolati se znamou MIC. Pro pokrafovani studie a dosaZeni
presnéjsich vysledkill v rdmci testovani citlivosti bude potieba vySetfovat izolaty metodou MIC.
Piinos by také mélo posouzeni vlivu antibiotik uZivanych pacientem v pribchu chronické

infekce, nicméné tato data jsme neméli k dispozici.
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Ve shodé s literaturou jsme potvrdili, Ze Achromobacter spp. jsou piirozen¢ rezistentni
vuci aminoglykosidiim, jako je amikacin, gentamicin, netilmicin a tobramycin (Amoureux et al.
2013, Hu et al. 2015, Swenson & Sadikot 2015, Filipic et al. 2017). Piestoze pro ampicilin-
sulbaktam neni znamy klinicky breakpoint, rist az k antibiotickému disku odpovidajici
inhibi¢ni z6né 6 mm lze povazovat za rezistenci. Rezistence vic¢i ampicilin-sulbaktamu nés
nepiekvapila, jelikoz A. xylosoxidans produkuje pfirozenou [-laktamizu OXA-114
apro A. insuavis je znama tvorba piibuzné piirozené B-laktamazy OXA-455. OXA-114
hydrolyzuje cefalosporiny nizSich generaci a nékteré peniciliny (Isler et al. 2020), jako jsou
ampicilin a amoxicilin. Zaroven neni inhibovdna inhibitory B-laktaméz, jako je kyselina

klavulanova (Bortolaia et al. 2020, https://cge.food.dtu.dk/services/ResFinder/).

Nase izolaty Achromobacter spp. byly ptevazné rezistentni vici fluorochinolontim.
Pouze izolaty od pacienta €. 4 odebrané v roce 2021 byly dle primérné hodnoty inhibi¢ni zony
citlivé k levofloxacinu. Nicmén¢ mezi jednotlivymi Udaji zaznamenanymi v laboratornim
informa¢nim systému (MicLab) i v porovnéni s nasimi vysledky jsme pozorovaly vyznamné
rozdily velikosti inhibi¢ni zony fluorochinoloni. Tyto rozdily mohou byt zpisobeny pouzitim
ruznych Sarzi MH agaru pro testy, jelikoz dle Fuchse ef al. (1989) mohou mit jednotlivé Sarze
MH agaru vliv na velikosti inhibi¢nich zén fluorochinolonti z diivodu variabilniho obsahu
kationtd. Podle studii jinych autord (Isler et al. 2020, Okoliegbe et al. 2020) a je rezistence
klinickych izolath Achromobacter spp. vi¢i chinolonim c¢astym jevem. VéEtSina izolatd
Achromobacter spp. od sledovanych pacientli byla rezistentni vii¢i cefepimu. Také dalsi autofi

se zmifuji o Casté rezistenci vici cefepimu (Sader & Jones 2005).

Antibiotiky, kterd byla nej€astéji ucinna proti Achromobacter spp., byly piperacilin-
tazobaktam a karbapenemy. Rezistence byla zaznamenana pouze u izolatd od pacienta ¢. 5,
ktery byl rezistentni ke v§em tfem zminénym antibiotikiim. Podobného vysledku bylo dosazeno
1 v dalSich studiich (Sader & Jones 2005, Almuzara et al. 2010, Gabrielaite et al. 2021a).
Zatimco vuci imipenemu byly zaznamenany rezistentni izolaty pouze od pacienta €. 5, vici
meropenemu byly intermedidlné rezistentni i izolazy dalSich tii pacientt (¢. 1-3). Navic u dvou
pacientt (C. 2 a 4) byl pozorovan trend se snizujici se velikosti inhibi¢ni zony kolem disku
meropenemu v disledku vznikajici rezistence. Také Amoureux efal. (2013) dospéli

k podobnému zavéru, Ze ke vzniku rezistence dochazi ¢astéji vii€i meropenemu nez imipenemu.

Podle literatury je dalSim antibiotikem s Castou in vitro G€innosti kotrimoxazol (Isler

et al. 2020, Okoliegbe ef al. 2020). V nasi studii vykazoval antimikrobidlni aktivitu po celou
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dobu infekce proti izolatim od tii pacientt (€. 2, 4, 6). U dvou pacientd dochazelo ke kolisani
hodnot citlivosti, které¢ se stfidaly s hodnotami odpovidajicimi rezistentnim kmentim. Izolaty
A. insuavis od pacienta ¢ 1 vykazovaly rezistenci, s neménnou velikosti inhibi¢ni zony
o pruméru 6 mm po celou dobu trvani chronické infekce. Ziskali jsme podezieni, ze by
rezistence mohla souviset s druhem bakterie. AvSak izolat A. insuavis od dalsiho pacienta (€. 8,
ktery nebyl zahrnut do screeningu citlivosti vii¢i antibiotikim) byl po celou dobu infekce
ke kotrimoxazolu citlivy. Podle autort (Okoliegbe et al. 2020) nesouvisi rezistence vici

kotrimoxazolu s druhem Achromobacter spp.

Ceftazidim byl ucinny proti izolatim od tii pacientd (¢. 3, 4 a 6) po celé obdobi
sledovani chronické infekce, u izolati od dalSich tii pacienti (¢. 1, 2, 5) doSlo k rozvoji
rezistence. Ceftazidim byva podle nckterych autorti nejucinnéjSim cefalosporinem proti
Achromobacter spp. (Sader & Jones 2005). Pfi porovnani velikosti inhibi¢nich z6n ceftatidimu
a ceftazidim-avibaktamu jsme naméfili podobné hodnoty. Obsah ceftazidimu v obou discich
¢inil 10 pg a pro oba disky byl stanoven shodny breakpoint 17 mm. Nezaznamenali jsme
zvySenou citlivost kmend pfi pouziti disku s inhibitorem B-laktamaz. Také v literatufe je
popisovano, ze se nepredpoklada uc¢innost dnes bézné pouzivanych inhibitorti proti pfirozené
B-laktamaze OXA-114 (Isler et al. 2020). U Achromobacter spp. izolovanych zkrve
pfi malignich onemocnénich s bakteriemii byla popsana citlivost vi¢i samotnému
cefoperazonu u 96 % kment (Aisenberg et al. 2004). V nasi studii jsme zaznamenali velikost
inhibi¢ni zony cefoperazon-sulbaktamu alespon 25 mm ve sledovaném obdobi u izolath od péti
pacientl (€. 1, 2, 3, 4 a 6). Hodnota inhibi¢ni zony izol4t od pacienta €. 5 klesla z 29 mm na
6 mm. K této zméné doslo soubézné se vznikem rezistence vii€i piperacilin-tazobaktamu, coz
naznacuje mechanismus rezistence shodny pro ob¢ antibiotika. Vzhledem k nasemu pozorovani
a dfive popsanym vysledkiim piedstavuje cefoperazon nadéjnou moznost pro 1é¢bu infekci

zpusobenych Achromobacter spp.

V nasi studii byla zjiSténa rezistence viici kolistinu u izolatlh od dvou ze Sesti pacientil
(€. 3 a 6). V literatufe je mozné narazit na rozlicné udaje o citlivosti Achromobacter spp. vuci
kolistinu. Procento citlivych kmenti se pohybuje od 15 % (Papalia et al. 2020a) pies 28 %
(Jacquier et al. 2012) aZ po 86 % (Biswas ef al. 2013). Pro dalsi antibiotikum, tigecyklin, jsme
zaznamenali vétSinu hodnot inhibi¢nich zén v rozmezi 12-25 mm. Z divodu nezndmého
klinického breakpointu pro stanoveni citlivosti diskovou metodou nemiiZzeme zhodnotit
rezistenci testovanych izolatd. Jacquier er al. (2012) pozorovali citlivost viici tigecyklinu

u 44 % izolath 4. xylosoxidans.
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6.5 Zmény motility

Pfi testu swimming motility pomoci diive popsané metody (Jakobsen et al. 2013)
vyuzivajici pipetovani ur€itého objemu bakteridlni suspenze o konkrétni denzit€ na povrch
0,3% agaru dochazelo k rtstu bakterii v kondenzatu na povrchu agaru. Z tohoto diivodu jsme
se rozhodli pro modifikaci metody, spocivajici v inokulaci agaru vpichem pomoci
kanthalového dratu o primeéru 0,5 mm. Vliv tvorby kondenzatu jsme rovnéz minimalizovali
kultivaci ploten obracenych tak, aby se kultiva¢ni médium nalézalo v jejich spodni ¢asti, tedy
opa¢né nez v pribshu bézné kultivace. Upravou metody jsme dosahli vzniku vétsi riistové zony
za soucasné¢ho snizeni smeérodatné odchylky mezi replikaty v porovnani s puvodnim

schématem.

Zjistili jsme, Ze pii chronické infekci zpusobené Achromobacter spp. dochazi v prubehu
let ke sniZzeni az ztrat¢ motility zminénych bakterii. U izolatd A. xylosoxidans (n=2)
a A. insuavis (n=2) izolovanych od dvou pacientt (¢. 1 a 2) s CF doslo v priabehu 10 let ke ztraté
swimming motility, u pozdniho izolatu pacienta ¢. 2 bylo viditelné pouze rozostieni okraju
kolonie. U kmene A. xylosoxidans (n=2) od pacienta ¢. 3 doSlo béhem vice nez 10 let
k vyznamnému sniZeni motility. Zaznamenali jsme zmenSeni zony riistu z ptivodnich 21,2 mm
na 9,6 mm, tedy o vice nez 50 %. Tento pacient byl oproti dvéma zminénym pacientim v lepSim
zdravotnim stavu, napi. netrpél diabetem zavislym na CF. Diabetes mellitus je povazovan
za dalsi rizikovy faktor pro vznik infekei (Isler ef al. 2020). Pacienti s CF mivaji k zdkladni
diagnoze Casto pfidruzeny diabetes. U pacientll s CF dochézi k vylu€ovani glukoézy do sputa,
avSak nebyla prokazana korelace mezi koncentraci glukdzy ve sputu a diagnézou diabetu
(Sambeek ef al. 2015). Myslime si, ze koncentrace glukézy ve sputu se mohou podilet
na adaptaci bakterii, v podob¢é regulace exprese. U bakterii vyskytujicich se v prostiedi
bohatém na gluk6ézu dochazi k preruSeni biosyntézy bicikli a ztraté¢ motility. Pokud dojde

k vycCerpani glukdzy, motilita 1 biosyntéza bicikil se obnovi (Park ef al. 2016).

Potvrdili jsme nasi hypotézu o snizeni swimming motility Achromobacter spp.
v prub¢hu chronické infekce, vyslovenou na zaklad¢ jinych studii popisujicich sniZenou
motilitu izolatd od pacientli s CF v porovnani s jinymi klinickymi izolaty (Filipic et al. 2017).
U imunokompromitovanych pacientd, kteti netrpi CF, byvaji infekce vyvolané
Achromobacter spp. spiSe akutniho razu (Schoch & Cunha 1988). Izolaty od pacientl s jinym
rizikovym faktorem nez je CF se mohou podobat Casnym izolatim od pacientt s CF, jelikoz
k adaptaci bakterii na prostiedi v hostiteli dochazi az v prabehu chronické infekce. Tuto
hypotézu potvrzuje zaznamenané snizeni motility, které nastalo mezi odbéry s odstupem

73



cca 10 let. V obdobi do jednoho roku k vyznamnéjsim zméndm motility pravdépodobné
nedochdzi. V nasi sbirce asosbérnych izolatli jsme méli k dispozici od tii pacientli (¢. 1-3)
izolaty s celkovym odstupem cca 10 let, nicméné mezi naslednymi izolaty bylo obdobi kolem
9 let, ze kterych vzorky neméame. Dalsi studie zaméfené na zmény motility Achromobacter spp.
béhem chronické infekce by mohli ptinést odpovédi, zda ke snizeni motility dochazi razantné
v pribéhu napf. n€kolika malo let, nebo zda zména nastavd postupné¢ béhem desetileti.
U nefermentujicich bakterii ze skupiny Burkholderia cepacia komplex bylo zaznamenano, ze
az 2 roky ptfed vyraznym zhorSenim zdravotniho stavu pacienta (v podob¢ cepacia syndromu)
dochazi ke vyznamnému snizeni az ztrat¢ motility tohoto patogenu (Kalferstova et al. 2015).
Zda by podobnd ztrata motility mohla pfedznamenavat zhorSeni stavu pacientl s infekei

Achromobacter spp., prozatim neni znamo.

Abychom porovnali pfipadné morfologické zmény mezi Casnymi a pozdnimi izolaty,
pozorovali jsme vzorky metodou TEM. Podle literatury mivaji Achromobacter spp. 1-20
bicikl, které jsou uspotradany peritrichné (Busse & Auling 2015). Piekvapilo nas, kdyZ jsme
jich u nékterych izolatt napocitali podstatné vyssi pocet, a to az 30 bi¢ikli na buiikku. Zaroven
v pribehu chronické infekce dochéazelo k vyznamnému snizeni poctu bicikti na buniku. Snizeni
az ztrata motility u izolatd odebranych s odstupem cca 10 let korelovala s pozorovanim bakterii
pomoci TEM. U dvou pozdnich izolati (od pacientd ¢. 1 a 2), které jsme oznacili
za nepohyblivé, jsme pozorovali 1 buniky bez bicikid. U pozdniho izolatu od pacienta €. 1 jsme
dokonce pozorovali pouze buiiky bez bi¢ikli, nicméné byl sledovan pouze maly soubor bunék

tohoto izolatu.

Vzhledem k ¢asovému odstupu odbérti cca 10 let jsme predpokladali, ze fenotypové
zmény motility mezi ¢asnymi a pozdnimi izolaty se budou odehravat na genetickém podkladé
a nebudou regulovany pouze zménou exprese genu souvisejicich s motilitou. Tato hypotéza

byla potvrzena, jak je popsano vyse (viz. kapitola 6.3).

Hlavnim argumentem, pro¢ dochézi ke sniZzeni nebo ztraté biciki, je snaha uniknout
imunitnimu systému hostitele. Bi¢iky jsou imunogenni strukturou vyvolavajici zanétlivou

reakci, na které se podili bunécnd i humoralni imunita (Behrouz et al. 2016).

Planem dal$iho studia Achromobacter spp. je sledovat zmény motility, poctu bicikd,
rezistence (metodou MIC) a adaptabilnich gent v pribéhu chronické infekci v pravidelnych

intervalech, abychom Iépe porozuméli adaptaci tohoto nové se objevujiciho patogenu.
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7 SOUHRN

Pti srovnanim identifika¢nich metod nase vysledky ukazuji, Ze metodou hmotnostni
spektrometrii 1ze rozliSit izoldty Achromobacter spp. pouze na Urovni rodd. Pro spolehlivou
druhovou identifikaci by bylo potfeba databaze MALDI rozsifit. Druhova identifikace pomoci
amplifikace a sekvenace useku genu nrd4 je spolehliva pouze pii sekvenaci fragmentu o délce
765 bp. Vyuzitim FTIR-spektroskopie jsme od sebe nerozlisili klony ani jednotlivé druhy
Achromobacter spp. Tato nova typiza¢ni metoda vyzaduje optimalizaci pro vyuziti k typizaci
a studiu epidemiologie Achromobacter spp. Oproti tomu pomoci MLST a celogenomového
sekvenovani je mozné urCit klonalni strukturu druhi za Gcelem studia epidemiologie.
Na zaklad¢ profilu MLST suréenim ST typu jsme nezaznamenali zadny ptipad pienosu

Achromobacter spp. mezi pacienty s CF.

Izolaty Achromobacter spp. byvaji Casto rezistentni vii¢i aminoglykosidiim, ampicilin-
sulbaktamu, fluorochinolontim a cefepimu. Uinnost jsme nejéastéji zaznamenali k piperacilin-
tazobaktamu a karbapenemtim, pfi¢emz vi¢i meropenemu vznika rezistence snadnéji nez viici
imipenemu. Antimikrobialni aktivitu vykazuji také kotrimoxazol, ceftazidim a kolistin.
Vyznamnym antibiotikem pfi 1€cbé infekei zptisobenych Achromobacter spp. by se mohl stat

cefoperazon.

V pribéhu chronické infekce trvajici pres deset let doslo u izolath Achromobacter spp.
ke sniZzeni poctu bicikli na bunku doprovdzeného sniZzenim azZ ztratou swimming motility,
pro kterou je pfitomnost bi¢ikli nezbytna. Bioinformatickou analyzou na podkladé dat
ziskanych celogenomovou sekvenaci jsme prokézali, Ze k fenotypovym zménam motility
dochazi na trovni genotypu v disledku mutaci gent zodpovédnych za tvorbu bi¢ikli. Vznik
novych mutaci jsme detekovali porovnanim genomu ¢asného a pozdniho izolatu od téhoz
pacienta. U longitudindlnich izolati odebranych s odstupem kolem 10 let byl detekovan vyssi

pocet mutaci nez u izolati odebranych v intervalu do jednoho roku.
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PRILOHA 1

Nazev: Celkovy seznam zjiSténych mutaci
Forma: CD-R, typ souboru Microsoft Excel

Popis: Tabulka se zjisténymi adaptacnimi mutacemi byla vytvoiena na zaklad¢ rozdila

v sekvenovanych genomech ¢asnych a pozdnich izolata.



