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Anotace

Cystickd fibréza (mucoviscidosis) je nevylécitelné geneticky podminéné
onemocnéni, které je zplusobeno mutacemi vgenu CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator Gene). Mezi nejCastéjsi pfi¢iny zvySené
mortality a morbidity pacientd patii bakteridlni infekce dychacich cest, které mohou byt
zpusobeny i méné Castymi patogeny.

Bakteridlni druhy rodii Ralstonia a Achromobacter nejsou pro zdravého cloveka
patogenni, ale patii mezi patogeny prokdzané ve sputu pacienti s CF. AvSak kviili jejich
fenotypové podobnosti s ostatnimi bakteridlnimi patogeny vyskytujicimi se u pacientl
s CF unikaji pozornosti mikrobiologa.

Cilem prace bylo navrzeni metod pro identifikaci rodu Ralstonia, stanoveni
kvantitativni a kvalitativni citlivosti k antibiotikim a zpracovani literarni reSerSe
zametfené na problematiku rodu Achromobacter.

Kmeny Ralstonia spp. byly identifikovany pomoci metod fenotypovych
a genotypovych, byla stanovena jejich citlivost k antibiotikiim a navrzena origindlni

metoda genotypové identifikace R. respiraculi.
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Annotation

Cystic fibrosis (mucoviscidosis) is an incurable genetic disease caused by
mutations in the CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator Gene).
The most common causes of increased mortality and morbidity of patients include
bacterial respiratory infections which may occur even due to less frequent pathogens.
Bacterial species of the Ralstonia and Achromobacter genera are not considered
pathogenic for healthy people, but they have been established as pathogens in the
sputum of patients with CF. However, due to their phenotypic similarity to other
bacterial pathogens encountered in patients with CF, microbiologists often do not pay
attention to them.

The aim of this thesis was to propose some methods of identification of the genus
Ralstonia, to determine both quantitative and qualitative susceptibility towards
antibiotics, and to make a bibliographical search focused on the issue of the
Achromobacter genus.

Strains of Ralstonia spp. were identified using phenotypic and genotypic methods
and were tested for the susceptibility towards antibiotics. The thesis also proposes a new

method of genotypic indentification of R. respiraculi.
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SEZNAM ZKRATEK

ABPA — alergicka bronchopulmonalni aspergildza

ATB — antibiotika

BCC — Burkholderia cepacia komplex

BCSA — Burkholderia cepacia selective agar

BHIA — Brain heart infusion broth

CF — cysticka fibroza

CFU — colony forming units; ptiblizny pocet bakterii v ml vzorku
CFTR — Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator Gene
DDT - diftazni diskovy test

dNTP — deoxyribonukleotidtrifosfat

dsDNA — double stranded DNA

EDTA — etylendiaminotetraoctova kyselina

FISH — fluorescence in situ hybridization

HIB — Horse blood agar

HPLC — High-performance ligiud chromatografy

KA —krevni agar

MALDI-TOF/MS — matrix-assisted laser desorption ionization time-of-fligth mass
spektrometry

MC — MacConkey agar

MH — Mueller-Hinton agar

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

PCR — polymerazova fetézova reakce

RISA — ribosomal intergenic spacer analysis

RL — Respiratory Specimen Lysis Reagent

RN — Respiratory Specimen Neutralization Reagent

rRNA —ribosomélni RNA

RW — Respiratory Specimen Wash Solution

ssDNA — single stranded DNA

TSA — Tryptic soy agar



uvoD

Cystickd fibréza je autozomdlné recesivni dédicné onemocnéni, které je
zpisobeno mutacemi v genu CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator Gene). Mutace v genu CFTR zpiisobuji poruchu chloridového kandlu, ktera
projevem jsou bakteridlni infekce plic, které jsou pfi¢inou zvySené mortality
a morbidity pacientl s CF. Bakterialni infekce u pacientii s CF jsou casté kvuli tvorbé
vazkého hlenu a poruSené mukociliarni funkce. Pacienti s CF musi byt kvuli
bakteridlnim infekcim 1é€eni pomoci antibiotik, ale ¢asté pouzivani antibiotickych latek
zvySuje soucasné resistenci mikroorganismi k antibiotikim. Proto je nutné, kromeé
spravné identifikace bakterie zptsobujici infekci, stanovit i jeji citlivost k antibiotikim.

Bakteridlni druhy patfici do rodG Ralstonia a Achromobacter nejsou
pro zdravého clovéka patogenni, av§ak u pacientl s cystickou fibrézou (CF), kteti jsou
kvali svému onemocnéni vnimavi k infekci neobvyklymi bakteridlnimi patogeny,
mohou zplisobovat infekce. Vzhledem k tomu, Ze jsou fenotypové podobné ostatnim,
nejcastéji se vyskytujicim patogentim u pacientli s CF, unikaji pozornosti mikrobiologa.
Pokud neprokdzeme infekci vyvolanou rody Ralstonia a Achromobacter, nemlizeme
pacienty cilend 1é¢it. Od roku 2009 do roku 2010 byly na Ustavu Klinické
mikrobiologie v Motole prokazany klinické izolaty rodu Achromobacter u 8 pacientl
s CF, rod Ralstonia nebyl prozatim prokdzan u Zadného z pacientl. Ve své praci
se zabyvam navrZzenim metod k prokdzani piitomnosti téchto bakterii, odliSeni od

ostatnich patogent pacientii s CF a stanovenim jejich citlivosti k antibiotikiim.
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1  Cysticka fibréza

1.1  Onemocnéni a vyskyt

Cystickd fibroza je autozomalné recesivni geneticky podminéné onemocnéni.
Dal8im nazvem pro CF je mucoviscidosis (mucus — hlen, viscidus — vazky). Tento nazev
vznikl ve snaze zdiraznit charakter hlenu v dychacich cestdich a néktefi némecti
a francouzsti autofi jej dodnes pouzivaji. V evropské populaci se CF vyskytuje jako
nejCastéjSi autozomalné recesivni onemocnéni s piibliznym vyskytem jednoho
postizeného ditéte na 2500-4500 novorozenci. V Ceské republice je vyskyt CF stejny
jako u ostatnich evropskych populaci, ptiblizné se pocita s narozenim 33 déti rocné [1].

Protoze CF je autozomaln¢ recesivni onemocnéni, postizené dité se narodi pouze
v piipadé, ze zdédi od kazdého z rodicli jeden mutovany gen pro CF, oba rodice jsou
tedy zdravi pienasedi. Nosi¢stvi je v Ceské republice pomérné Gasté, predpoklada se,
ze kazdy 26. jedinec je nosicem mutace pro CF. Ztoho vyplyva, Ze v kazdém
676. manzelstvi budou oba partnefi pifenaSeci a maji tedy riziko 25 %, Ze se jim narodi

dité postizené CF [2].

1.2 Historie

Jiz v 17. stoleti se v lidovych pisnich vyskytovaly zminky o tzv. zaCarovanych
détech, jejichz pot chutnal slan€ a mély brzy zemfit. Slanou chut potu si lidé
vysvétlovali tim, Ze ocarované déti se malo myji a hodné poti. Popévky a lidovymi
povérami o zacarovanych détech se po mnoho let zblizka zabyval Dr. Busch
z Rostocku. Profesor botaniky a anatomie z Leidenu, Pieter Pauw, jako prvni popsal
patologicko-anatomické zmény pankreatu u kachetické 11 leté divky. Svycarsky pediatr
Q. Fanconi v roce 1936 publikoval sdé€leni, ve kterém rozlisil zmény u CF a celiakie,
a zminil se téZ o soucasné poruse pankreatu a bronchiektazii [1, 2].

V roce 1938 byl popsan americkou patolozkou Dorothy Andersenovou syndrom
cystické fibrozy pankreatu. Jednalo se o prvni védecky popis nemoci. Zkoumana
skupina déti méla nizkou vahu, trpéla prijmy se siln€ pachnouci stolici a celkoveé
neprospivala. Oznafeni CF pankreatu, bylo odvozeno z vyskytu charakteristickych
histopatologickych 1¢ézi, které byly nalezeny u zemftelych novorozenct. Ve své praci
popisuje Andersenova jako zakladni problémy u CF (mimo pankreatické insuficience
s podvyzivou), také dychaci infekce [1, 3].
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Velky vyznam pro historii CF mél objev potni anomalie. Tomu piedchazela
velka vedra, pfi kterych se nékteré déti trpici CF dostavaly do tézké dehydratace
a ob&hového Soku. Lékati zjistili, Ze v potu nemocnych je 5x vice soli nez u zdravého
ditéte a proto dochazi k tak velkym ztratdm soli pocenim. Jednoduché metoda navrzena
podle Gibsona a Cooka umoznila praktické uplatnéni potni anomélie. Tato metoda byla
zaloZend na stimulaci potnich zlaz pilokarpinovou iontoforézou a nasledném stanoveni
soli vpotu. Vroce 1989 byl nalezen a popsan gen CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator Gene) odpovédny za projevy CF. Dnes je znamo
vice nez 1300 mutaci tohoto genu. Prvni pacient s CF byl v CR diagnostikovan v roce
1946 na I1. détské klinice. Do roku 1960 bylo v CR diagnostikovano 30 pacientd s CF,
ale po roce 1960, kdy se v CR zadal pouzivat k diagnostice CF potni test, se podet

pacientl kazdoro¢né zvysil [1].

1.3 Patogeneze

Cystickou fibréozu zplsobuji mutace v genu CFTR, ktery je 205 kb dlouhy,
obsahuje 27 exonl a je lokalizovan na kratkém raménku sedmého chromozomu.
Z velkého poctu popsanych mutaci zpiisobujici CF bylo jen 22 mutaci identifikovano
s frekvenci alespont 0,1 %, ostatni mutace jsou velmi vzacné. Prvni identifikovanou
a nejbéznéjsi mutaci je delece 3 bp v pozici 508, tim dochéazi ke ztraté¢ fenylalaninu.
Mutace byla oznafena jako F508del a vyskytuje se pfedevSim u pacientll s tézkym
onemocnénim [3, 4].

Gen CFTR koduje protein, ktery je dilezity pro transport chloridovych ionth
na apikalni membrané epitelidlnich vystelek exokrinnich 714z a jeho mutaci dochazi
k poruse funkce chloridového kanalu. Poruchou chloridového kandlu dochazi
k abnormalnimu transportu chloridovych a sodnych iontii pfes epitelidlni membranu
a tim soucasné k poruSe hydratace mukoidnich sekret dychacich cest a vyvoda
pankreatu. Snizenim hydratace hlenu se zvysi jeho viskozita a to usnadniuje kolonizaci

a rozvoj bakterialni infekce dychaciho sytému [1, 3, 5].

1.4 Symptomy onemocnéni

Defekt v poruse ptepravy iontd chloridovym kanidlem je zdkladem mnoha

N 24
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plic. U pacienti s CF casto nachdzime chronickou bronchiolitidu, bronchiektazii
a chronicky zanét plic s naslednou fibrotizaci tkané. T&zké postizeni plic spojené
s destrukci plicni tkdné vede k plicni hypertenzi a nasleduje rozvoj cor pulmonale.
Kromé postizeni plic dochazi i k vyznamnému postizeni pankreatu, ale i jinych organt.
Relativné ¢asté je 1 nosni polyp6za a chronické sinusitida.

K poskozeni pankreatu dochdzi neprichodnosti pankreatickych  dukti,
coz zapticiiluje vazky sekret. U novorozenct je typicky mekoniovy ileus doprovazeny
nafouknutim bfiska, zvracenim a pozdnim odchodem mekonia. Se snizenou exkreci
enzymu pankreatu dochazi k malabsorpci (zejména tuktl), proto postizené déti celkové
neprospivaji. Se zvySujicim se vékem a postupujicim poSkozenim pankreatu se
u pacientll mize objevit diabetes mellitus. Slozeni zluce je téz patologické, dochazi ke
zvySené viskozité zluce a k obstrukcim zluovych cest. Obstrukce se klinicky projevuje
bolestmi bficha. Zlu¢ové kyseliny se mohou chovat hepatotoxicky a vyvolavat zanéty
jater. Postizeni jater byva tfeti nejCastéj$i pfiCinou umrti pacienti s CF. Velmi
nebezpecné pro pacienty s CF je zvySeni teploty. Vzhledem k tomu, ze jejich pot
obsahuje vysoké koncentrace soli, mizou byt pacienti ohrozeni ndhlym umrti
z hyponatrémie a hypochlorémie. Mezi dalsi obtize patii 1 problémy s pocetim.
V déloznim hrdle Zen se miZe tvofit vazky hlen, ktery zplsobuje problémy
s oplodnénim. Muzi postizeni CF jsou z98 % neplodni. Neplodnost u muzi je
zplisobena obstruktivni azoospermii, tedy slepé¢ zakon¢enym nadvarletem s chybéjicim
vyvodem nadvarlete, coz je zplsobeno pravdépodobné ucpanim vyvodid vazkym

hlenem [2, 6, 7].

1.5 Bakterialni puvodci respira¢nich infekci u CF

Bakterialni infekce dychacich cest je nejcastéjsi pfi¢inou zvysené mortality
a morbidity pacientil s CF. Typickymi patogeny vyskytujicimi se u pacientli s CF jsou
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa a bakterie
patiici do Burkhorderia cepacia komplexu (BCC). Mezi méné cCasto prokazované
patogeny, které lze izolovat ze sputa pacientd, patii napt.: Achromobacter xylosoxidans,
Stenotrophomonas maltophilia, ¢lenové rodu Enterobacteriaceae a rizné druhy rodi
Ralstonia a Pandoraea. Né&které druhy rodu Burkholderia, které nepatii do BCC,
B. gladioli, a druhy z jinych rodd, jako je rod Ralstonia a Pandoraea, maji podobné

fenotypové a genotypové vlastnosti jako bakterie z BCC. Pritkkaz téchto bakteridlnich

13



druhli je problematicky a udaje o vyskytu a vyznamu onemocnéni schazi. Velmi
zavazné komplikace mlze zpisobit i inhalace spor plisné Aspergilus fumigatus, které
vyvolavaji alergickou bronchopulmonalni aspergilozu (ABPA) [1, 6. 7, 8].

Pfitomnost vazkého hlenu a snizend mukociliarni funkce respiracniho epitelu
usnadiiuje trvalou kolonizaci dychacich cest a to vede k rozvoji chronické infekce.
VétSina pacientil s CF je do 18 let chronicky infikovana bakterii P. aeruginosa. Trvala
antibiotickd 1écba je u pacientli s CF nutnd, ale zdroven Casté pouZzivani antibiotik
zpusobuje postupné zvysSujici se resistenci mikroorganismu. V poslednich dvaceti letech
se objevuji nové rezistentni bakteridlni druhy rodt Burkholderia, Stenotrophomonas

nebo Achromobacter [9].
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2 Rod Ralstonia

21 Puavod a vyskyt

Dtvodem navrzeni rodu Ralstonia v roce 1995 byly Spatné zatfazené druhy rodi
Burkholderia a Alcaligenes, B. pickettii, B. solanacearum a Alcaligenes eutrophus.
Pozdé¢ji byly do rodu Ralstonia zafazeny dal§i druhy z jinych rodh: R. basilensis,
R. gilardii, R. paucula, R. oxalatica, R. campinensis, R. melitallidurans,
R. manitolilytica, R. taiwanensis, R. insidiosa, R. respiraculi a R. syzygii. K dneSnimu
dni do rodu Ralstonia patti 14 druhl. VéEtSina druhtt se vyskytuje pouze
u rostlin, vpidé a vodpadnich vodach. Neé&které druhy, R. gilardii, R. insidiosa
R. mannitolilytica, R. paucula, R. pickettii, R. respiraculi a R. taiwanensis, byly

izolovany z klinického materialu pacientd s CF [10, 11, 12].

2.2 Morfologie a fyziologické vlastnosti

Bakterie rodu Ralstonia jsou aerobni nefermentujici tyCinky. Podle barvitelnosti
dle Grama je fadime mezi gramnegativni bakterie. VétSina druhti rodu Ralstonia, kromé
R. solanacearum a R. syzygii, je pohybliva. Bi¢iky maji umistény na konci bunky,
polarné, nebo okolo celé buiiky, tedy peritrichdln€. VSechny druhy rodu Ralstonia jsou
kataldza a oxiddza pozitivni. Redukce dusi¢nanii byla prokdzdna u R. pickettii,
R. taiwanensis, R. gilardii, R. melitallidurans, R. insidiosa, R. oxalatica a R. syzygii.
Nékteré druhy, napt. R. campinensis, vykazuji rezistenci k téZkym kovim. Produkci
uredzy nachazime u R. pickettii, R. solanacearum, R. paucula, R. mannitolilytica,

R. insidiosa, R. campinensis, R. oxalatica a R. syzygii [8, 11, 13, 14, 15, 16, 17].

2.3 Rustové a kultivaéni vliastnosti

VétSina druhd rodu Ralstonia roste pii teplotach 28-37 °C. R. pickettii,
R. eutrophus, R. gilardii, R. mannitolilytica a R. campinensis jsou schopny rust
1 pfi 41-42 °C, naproti tomu R. oxalatica a R. syzygii rostou pouze pii 25-28 °C. Doba
kultivace je rizna, R. syzygii vyzaduje k ristu minimaln¢ 7 dni, naproti tomu nékteré
druhy rostou na tryptickém sdjovém agaru (TSA) pti 30 °C jiz po 24 hodindch, ostatni
druhy potfebuji pro riist minimalné 48 hodin. VétSina druhi roste na bézné kultivacni

pude, jako je krevni agar (KA), na Mueller—Hintonové agaru (MH), ktery je urceny
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pro stanoveni citlivosti k antibiotikiim diskovym difuznim testem (DDT), dale rast
pozorujeme na selektivni Endové pidé a R. insidiosa roste na selektivni pudé
pro Burkholderia cepacia (BCSA) [8, 13, 14, 17]. VySe popsané fyziologické,
morfologické, kultivacni, biochemické a dalSi biochemické vlastnosti jsou uvedeny

v tabulce ¢. 1.

Vlastnost/ test 1|2 3. |4 |5 |67 [8]9.]10.|1L. |12.]13.]| 14.
Katalaza + 4+ |+ |+ |+ |+ +|+]|+] + + + + +
Oxidaza + 4+ |+ |+ |+ |+ +|+]|+] + + + + +
Ureaza + |+ | - I I T R _ v + v <
Redukce dusi¢nantt | + | - S I N I -+ ] - I _ ¥ +
Biciky p|nipelpe|p(p|pe|p|(pP|pP|P|P |pe|n
Asimilace:

1. Citrat + |+ |+ |+ -]-]+|+]|+] + + - + +
2. N acylglukosamin | - | - | + | - | - | - | - | + ]| - - - - v -
3. Phenylacetat + -+ |+ -V + |-+ + ]+ |+ ]|+ -
Rust pri:

1.28 °C + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ] +] + + + + +
2.30°C + |+ |+ |+ ||+ |+ + |+ + + - -
3.37°C e B I e O e I e I T e I e - -
4.41-42°C + | -+ - x|+ +|+]- R X I N -

Tabulka €. 1: Charakteristické vlastnosti druhu rodu Ralstonia

1. R. picketti; 2. R. solanacearum, 3. R. eutrophus; 4. R. taiwanensis; 5. R. respiraculi; 6. R. gilardii;

7. R. paucula; 8. R. mannitolilytica; 9. R. melitallidurans; 10. R. basilensis, 11. R. insidiosa;

12. R. campinensis; 13. R. oxalatica; 14. R. syzygii. Vysveétlivky ke zkratkam v tabulce: +, pozitivni reakce
u >90 % testovanych kmenii, -, negativni reakce u >10 % testovanych kmenui; v, pozitivni reakce
u 10-90 % testovanych kmenii; x, potrebné informace nejsou k dispozici; p, bicik umistén polarné; pe,
biciky umistené peritrichalné; n, nema bicik. Vytvoreno podle publikovanych zdrojii [8, 11, 13, 14, 15,
16, 17].

2.4 Identifikace fenotypova a genotypova

Mezi nejvice rozsifené metody identifikace patii testy fenotypové, ty mohou byt
ale malo specificke, proto se s rozvojem molekuldrné genetickych metod vice vyuZzivaji
testy genotypové. Tyto metody jsou ale Casové, finanéné a technicky naro¢né. Snadnou,

rychlou a specifickou metodou je identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie.
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K identifikaci bakterii se pouzivda metoda MALDI-TOF/MS (matrix-assisted laser
desorption ionization time-of-fligth mass spektrometry). Mezi fenotypové testy patii
mikroskopie, kultivacni prikaz, biochemické a fyziologické testy. Nejvyznamngjsi
molekularné genetickou metodou, kterd se pouziva nejen k identifikaci bakterii, je
polymerdzova ftetézova reakce (PCR). Nejcastéji se amplifikuje specificka sekvence

genu pro 16S rRNA (ribosomélni RNA) [1, 18, 19, 20].
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3 Rod Achromobacter

3.1 Puavod a vyskyt

Achromobacter xylosoxidans byl poprvé zatazen do rodu Achromobacter v roce
1971, vroce 1978 byl vyfazen ze seznamu platnych jmen a vroce 1981 byl nazev
znovu obnoven. O tfi roky pozd&ji byl Achromobacter xylosoxidans ptesunut do rodu
Alcaligenes a ptejmenovan na dva podruhy: Alcaligenes denitrificans
subsp. xylosoxidans a Alcaligenes denitrificans subsp. denitrificans. V roce 1986 byly
nazvy poddruhii oznaCeny za neplatné, protoZe piivlastek xylosoxidans ma ptednost
pfed piivlastkem denitrificans, a byly piejmenovany na Alcaligenes xylosoxidans
subsp. xylosoxidans a Alcaligenes xylosoxidans subsp. denitrificans. Na zakladé
fenotypovych a molekularné genetickych testdt byl vroce 1989 navrzen rod
Achromobacter jako samostatny rod a byly do né& zatazeny Achromobacter
xylosoxidans, —Achromobacter  ruhlandii  (diive  Hydrogenomonas ruhlandii),
Achromobacter piechandii a Achromobacter xylosoxidans subsp. denitrificans. Pozd&ji
byly do rodu Achromobacter zatazeny dal$i druhy, v roce 2003 Achromobacter spanius
a Achromobacter insolitus a vroce 2011 Achromobacter marplatensis. Druhy rodu
Achromobacter se normalné vyskytuji v pidé a ve vod¢, ale byly izolovény i z riznych
patologickych vzorkl napt.: z krve, z ran na nohou, miSniho moku, moce, stolice, hnisu
a ve stérech z o€i, usi a hltanu. Lambiase ef a/ se ve své studii zaméfili na vyskyt
Achromobacter xylosoxidans u pacienti s CF. Za obdobi 4 let vysettili 300 pacientd
s CF. Prokézali vyskyt Achromobacter xylosoxidans u 17,6 % pacientli, z toho bylo
11,3 % pacientd s chronickou infekei [21, 22, 23, 24].

3.2 Morfologické a fyziologické viastnosti

Bakteridlni druhy rodu Achromobacter patii mezi aerobni, nefermentujici,
nesporulujici bakterie. Svym tvarem pfipominaji kokobacily az ty¢inky. Podle Gramova
barveni je fadime mezi gramnegativni bakterie. VE&tSina druhli jsou pohyblivé a biciky
maji umistény peritrichdlné. VSechny druhy rodu Achromobacter jsou katalaza
a oxidaza pozitivni a viechny druhy asimiluji adipat, malat a fenylacetat. Zadny z druht

nevykazuje produkci uredzy [22, 24, 25].
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3.3 Rustové a kultivacni viastnosti

Minimalni potfebnd doba pro kultivaci je 24 hodin, ovSem az po 48 hodinach
kultivace tvofi kolonie (2 mm), které lze pouzit pro identifikaéni a jiné testy.
Achromobacter spp. roste dobfe na MacConkeyho (MC) agaru, MC agaru s ptidavkem
NaCl, bujonu se zékladem-mozkosrdcové infuze (BHI) pifi 25-37 °C a na agaru
s ptidavkem koniské krve (HIB) pii 42 °C. Kolonie jsou malé, ploché az mirn¢ konvexni
s hladkymi okraji. Nékteré druhy produkuji nevyrazny pigment, ktery je bily, svétle
zeleny az hnédy [22, 23, 24]. VySe popsané fyziologické, morfologické, kultivacni

a biochemické vlastnosti jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Vlastnost/ test 1. | 2. ] 3. T a4 3. 6.
Katalaza + + + + + T
Oxidéaza + + + T T T
Ureaza - - - - - -

Biciky pe | pe | pe | pe | nk | nk
Asimilace

1. Glukoza + - + - - -

2. Xylosa + - + - - -

3. Carpat + + + - X R

4. Adipat + + T T T T
5. Malat + + + + + +
6. Phenylacetat + + + + + +
7. Aesulin + + - - - -

Riist

1. BHI 25,37 °C + + + + + +

2.HIB 42 °C + + + + X <

3. MC agar + + + T X <

3. MC agar s NaCl 3%, 5% + + + + + +

Tabulka ¢&. 2: Charakteristické vlastnosti druhii rodu Achromobacter

1. A. xylosoxidans; 2. A. denitrificans; 3. A. ruhlandii; 4. A. piechandii; 5. A. insolitus; 6. A. spanius.
Vysveétlivky ke zkratkam v tabulce: +, pozitivni reakce; -, negativni reakce; x, potrebné informace nejsou k
dispozici; p, bicik umistén polarné; pe, biciky umisténé peritrichalné; nk, biciky maji pouze nékteré

kmeny. Vytvoreno podle publikovanych zdrojii [21, 22, 23].
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3.4 Identifikace fenotypova a genotypova

K fenotypové identifikaci Achromobacter spp. se pouzivaji mikroskopické metody,
kultivac¢ni testy, biochemické a fyziologické testy. Ke genotypové identifikaci
se pouzivaji metody molekularné genetické. Nejcastéji se pouziva metoda PCR, nebo
rizné jeji modifikace, napt.: RISA (ribosomal intergenic spacer analysis). Metoda
RISA metoda vyuZziva rozdilné délky intergenového spaceru (IGS) mezi geny pro 16S
rRNA a 23S rRNA, IGS je amplifikovéan a separovan na polyakrylamidovém gelu nebo
pomoci HPLC (High-performance liquid chromatography). Dal$i molekularné
genetickou metodou, kterou lze pouzit k identifikaci Achromobacter spp., je

fluorescencni in situ hybridizace (FISH) [26, 27, 28].
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4 Cil

Cilem prace bylo =zavedeni novych metod kultivace, genotypovych
identifika¢nich metod, stanoveni kvalitativni a kvantitativni citlivosti k antibiotikim
sbirkového kmene z rodu Ralstonia a zpracovani literarni reSerSe zaméfené

na problematiku rodu Achromobacter.
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5 Material

5.1 Referen¢ni kmeny

Druh Sbirka
R. respiraculi BCCM/LMG 21510, Gent, Belgie
R. insidiosa BCCM/ LMG 18101, Gent, Belgie

R. mannitolilytica BCCM/ LMG 18103, Gent, Belgie,

R. pickettii BCCM/ LMG 18088, Gent, Belgie

Tabulka €. 3: Referenéni kmeny rodu Ralstonia

Vysveétlivky: BCCM/LMG, Bacteria collection Univeristeit Gent — Laboratorium voor microbiologie.

5.2 Klinické izolaty

e Klinické izolaty pouzité pro selektivni kultivacni pritkkaz R. respiraculi

Cislo | Bakterie Material Oddéleni

334 Pseudomonas aeruginosa sputum PNA

Tabulka ¢&. 4: Klinické izolaty
Vysvetlivky: PNA, Pneumologicka ambulance.

5.3 Vzorky sputa pacientt

e Vzorky sputa pouZité pro selektivni kultivacni prikaz R. respiraculi

Pacient | Prokézané patogeny Material | Oddéleni
A Pseudomonas aeruginosa | Candida albicans | sputum | CCF, Motol
B Pseudomonas aeruginosa | Candida albicans | sputum | CCF, Motol

Tabulka €. 5: Vzorky sputa
Vysveétlivky: CCF, Centrum cystické fibrozy.

5.4 Kultivacni pudy

e Mueller-Hinton agar — Oxoid, Velké Britanie

e Sabouraudlv agar s gentamicinem — Oxoid, Velka Britanie

e Columbia krevni agar s 5 % berani krve — Oxoid, Velka Britanie
e Endo agar — Oxoid, Velka Britanie

e Sabourauduv agar — Oxoid, Velka Britanie
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5.5 Chemikalie a Komeréni sady

e Peroxid vodiku pro katalazovy test —- COOPHARMA s.r.0., CR
e ITEST Oxidéza - ITEST s.r.0., CR

5.6 Roztoky

5.6.1 Barveni podle Grama

o Krystalova violet, fedéni 1:4 — Test line, CR
e Lugoliv roztok — Test line, CR

e Aceton p. a—Ing. Petr Svec — PENTA, CR
e Karbolfuchsin, fedéni 1:10 — Test line, CR

5.7 Antibiotika

5.7.1 Diskovy difuzni test (DDT)

Antibiotika (ATB) Obsah | Vyrobce | Antibiotika (ATB) Obsah (ug) | Vyrobce
(ne)

Colistin (CT) 10 Oxoid | Amikacin (AK) 30 Oxoid

Gentamicin (CN) 10 Oxoid | Ceftazidim (CAZ) 30 Oxoid

Netilmicin (NET) 30 Oxoid | Piperacili/Tazobactam 110 Oxoid
(TZP)

Tobramycin (TOB) 10 Oxoid | Cefepim (FEP) 30 Oxoid

Ampicilin/Sulbactam 20 Oxoid | Cefoperazon/Sulbactam 105 Oxoid

(SAB) (SCF)

Cotrimoxazol (SXT) 25 Oxoid | Imipenem (IPM) 10 Oxoid

Ofloxacin (OFX) 5 Oxoid | Meropenem (MEM) 30 Oxoid

Ciprofloxacin (CIP) 5 Oxoid | Tigecyklin (TGC) 15 Oxoid

Tabulka ¢. 7: Antibiotika pouZita pro DDT
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5.7.2 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace (MIC)

® sety pro stanoveni MIC, Gramnegativy 1. a II. fada — Trios, CR

ATB - GI Obsah od —do | ATB -Gl Obsah od — do
(ng/ml) (ng/ml))
Ampicilin (AMP) 0,5 - 64 Piperacilin (PIP) 1-128
Ampicilin/Sulbactam (SAB) 0,25 -32 Piperacilin/Tazobactam (TZP) 0,5-64
Cefazolin (CZL) 1-128 Cefoperazon (CPR) 0,5 -64
Cefuroxim (CRX) 0,5 -64 Cefotaxim (CTX 0,125-16
Cefoxitin (CXT) 0,5 - 64 Ceftazidim (CTZ) 0,25 -32
Gentamicin (GEN) 0,25 -32 Cefepim (CPM) 0,063 -8
Cotrimoxazol (COT) 1-128 Cefoperazon/ Sulbactam (CPS) 0,25-32
Colistin (COL) 0,25 -32 Meropenem (MEM) 0,25 -32
Kys. Oxolinova (OXO) 0,5 -64 Ciprofloxacin (CIP) 0,063 -8
Ofloxacin (OFL) 0,125-16 Tigecyklin (TIG) 0,063 -8
Tetracyklin (TET) 0,25 -32 Tobramycin (TOB) 0,25 -32
Aztreonam (AZT) 0,25 -16 Amikacin (AK) 0,5-32

Tabulka ¢. 8: Antibiotika obsaZena v setech pro stanoveni MIC

5.8 Material pro PCR

5.8.1 Komeréni sady

e PPP master mix — TOP BIO, CR
e Amplicor RSP kit — Roche, Némecko

5.8.2 Primery

Primery 1-4 byly vybrany na zdkladé¢ publikovanych informaci [12]. Primery 5-6
pro prikaz R. respiraculi byly navrzeny na zakladé sekvence strukturalniho genu

pro 16S rRNA pomoci softwaru ze serveru National Center for Biotechnology
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Information na adrese http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY860248.1 a softwaru

na adrese http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi.

Primer Sekvence 5°-3" Tm (°C)
1. RalGS-F CTGGGGTCGATGACGGTA 58
2. RalGS-R ATCTCTGCTTCGTTAGTGGC 58
3. Rres-F GTCCGGAAAGAAATGGCG 62
4. Rres-R TCCTTGCGGTTAGGCTACCC 62
5. Rr755 TGGTAGTCCACGCCCTAAAC 58
6. Rr959 AGTGGCATGTCAAGGGTAGG 58

Tabulka ¢. 6: Pouzité primery v PCR reakci

Vysvetlivky: Tm, melting point (bod tani).

5.8.3 DNA standarty

e GeneRuler™ DNA Ladder Mix, SM0333, 100-10,000 bp — Fermentas

5.9 Elektroforéza

5.9.1 Gel pro elektroforézu

e TBE 0,5 x koncentrovany

e Agarosa — Serva, Germany

e EtBr solution — Sigma, USA
Ptipraveny agardzovy gel byl 1%.

5.10 Internetové databaze a pocitaové programy

e PubMed; US National Library of Medicine National Institutes of Health,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

e Fuzéby J.P.: List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature,
http://www.bacterio.cict.fr

e Software MALDI-TOF/MS analyzatoru — IVD MALDI Biotyper 2.2, Bruker
Daltonics ,USA
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5.11 Pouzité pristroje

e Analytické vahy — EK 120 A, LAB-systém, CR

e Centrifuga — Mini spin plus, Eppendorf AG, Némecko

e Tiepacka — Minishaker, IKA Works, Inc., USA

e MALDI-TOF/MS analyzator — Bruker, Daltonics, USA

e Termocyklér — GenePro Thermal cycler, Bioer, USA

e Mikrovlnna trouba: Whirlpool M504, Whirlpool Corp., USA

e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu: Consort E835, Dynex s.r.0., CR
e Dokumentacni systém pro elektroforézu: Kodak Gel Logic 120, Kodak, USA
e Autoklav — Getinge HS-4406, Getinge Group, CR
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6 Metodika

6.1 Odbeér sputa, transport a mikroskopie

Sputum z dolnich cest dychacich se pro mikrobiologicky rozbor odebira rano,
nalacno. Pacient se snazi expektorovat co nejvétsi obsah sputa z dolnich dychacich cest
a co nejméné jej kontaminovat pifi pfechodu hornimi dychacimi cestami. Sputum
vyplivne do sterilnitho plastového kontejneru. Sputum se transportuje pii pokojové
teplot¢ a mélo by byt zpracovano do 2 hodin po odbéru. Mikroskopie sputa podle
Grama se provadi za ucelem zjiSténi zastoupeni bunécné (leukocyty, velké epitélie)
nebo prevazujici bakteridlni slozky, podle kterého usuzujeme bud’ na kvalitni sputum
pfevazné z dolnich dychacich cest (leukocyty) nebo na kontaminaci z hornich cest
dychacich (velké epitélie). Mikroskopii sputa zde uvadim jen pro dokresleni postupu

vySetieni sputa a v experimentalni praci jsem ho neprovadéla a nevyhodnocovala.

6.2 Fenotypova identifikace referenéniho kmene R. respiraculi

Fenotypovi identifikace referencniho kmene R. respiraculi byla provedena pomoci
mikroskopie, kultivace, testovani biochemickych vlastnosti a hmotnostni spektrometrie.
Pomoci imerzniho objektivu jsem hodnotila prepardt R. respiraculi obarveny podle
Grama. Hodnotil se tvar bakterie a zafazeni podle Grama. Pro srovnani s informacemi
uvadénymi v publikované literatufe o rodu Ralstonia jsem provedla mikroskopii
obarvenych preparatii podle Grama u R. insidiosa, R. mannitolilytica a R. pickettii.
Z biochemickych vlastnosti se u R. respiraculi, R. insidiosa, R. mannitolilytica
a R. pickettii testovala cytochromoxiddzova aktivita pomoci diagnostickych prouzkl
(ITEST, CR) a kataldzovy test na produkci peroxiddzy pomoci peroxidu vodiku
(COOPHARMA s.r.0., CR).

6.2.1 Kultivacni prikaz R. respiraculi

Referencni kmen R. respiraculi LMG 21510 byl naockovan pomoci sterilni klicky
na MH agar a vloZen do termostatu pfi teploté 30 a 37 °C, jedna kultiva¢ni plotna byla
ponechana pii laboratorni teploté 22 °C. Po 24 a 48 hodinach se hodnotil rist
a morfologie kolonii. Dale se testoval rist na Sabouraudové agaru s gentamicinem,

Columbia krevnim agaru s piidavkem 5 % berani krve a Endové agaru pti 37 °C po 24

27



a 48 hodinach. Dale byly pro porovnani rastu s R. respiraculi kultivovany R. insidiosa,
R. mannitolilytica a R. pickettii na MH agaru pii 37 °C. Bakteridlni rist se hodnotil
po 24 a 48 hodinach kultivace.

6.2.2 Selektivni kultivaéni prikaz R. respiraculi

Cilem selektivni kultivace bylo prokdzat R. respiraculi i v pfitomnosti
Pseudomonas aeruginosa, ktera mimotadné Casto kolonizuje a infikuje pacienty s CF

a jeji riistové vlastnosti ji favorizuji pii kultivaci pred pomaleji rostoucimi ralstoniemi.

6.2.2.1 Selektivni kultivaéni prikaz R. respiraculi ve smési s P. aeruginosa

Pro selektivniho kultivaéni prikaz R. respiraculi ve smési s P. aeruginosa se
vyuzilo rozdilnych citlivosti bakterii k antibiotikiim. PouZzity kmen 334 jako vétSina
kmenti P. aeruginosa je citlivd k meropenemu a v jeho okoli se vytvoii inhibi¢ni zona.
Testovany kmen BCCM/LMG 21510 R. respiraculi je k meropenemu resistentni a proto
roste 1 v blizkém okoli meropenemu. Pfi navrZeni selektivni kultivace s pomoci
meropenemu jsem vychéazela z vysledkd testovani referencnich kment vSech druht,
které jsem méla k dispozici (BCCM/LMG 18101 R. insidiosa, BCCM/LMG 18103
R. mannitolilytica, BCCM/LMG 18088 R. pickettii). Krom& R. insidiosa byly vSechny
kmeny resistentni k meropenemu. Principem metody, ktery je zndzornén na obrazku

¢. 1, je priikaz R. respiraculi v inhibi¢ni zon€ meropenemu ve smési s P. aeruginosa

3

Obrazek €. 1: Princip selektivniho prikazu R. respiraculi
1. rist R. respiraculi s meropenemem; 2. rust P. aeruginosa s meropenemem, 3. riist R. respiraculi

v inhibicni zoné meropenemu.
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Z Cisté bakteridlni kultury referenéniho kmene R. respiraculi se ve fyziologickém
roztoku pfipravilo inokulum, které odpovidalo 0,5 stupni podle zakalového standardu
McFarlanda (10° CFU/ml). Stejnym postupem se pfipravilo inokulum z bakterialni
kultury P. aeruginosa. Ob¢ suspenze se ve stejném poméru (0,5 ml) smichaly a byly
v nékolika riznych smérech rozetfeny na MH agar pomoci sterilniho vatového
tamponu. Pomoci jehly se na plotnu umistil antibioticky disk meropenemu a plotna byla
umisténa do termostatu pii 37 °C. Po 24hodinach se odecetly vysledky a provedla se
izolace a identifikace bakterii z okoli inhibi¢ni zony pomoci MALDI-TOF/MS. Postup

metody je zobrazen na obrazku €. 2.
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Obrazek €. 1: Postup selektivniho priukazu R. respiraculi
1 a. R. respiraculi; 1. b P. aeruginosa;, 2. vytvoreni inokul; 3. smichani inokul; 4. ockovani na MH agar;

5. aplikace meropenemu.

6.2.2.2 Selektivni kultivacni prikaz R. respiraculi ze sputa

Selektivni kultivaéni prikaz R. respiraculi z pacientského sputa je zaloZen
na resistenci R. respiraculi k meropenemu. Zatimco vétSina patogent je k meropenemu
citlivd, R. respiraculi by kvili své resistenci mé¢la byt izolovana z inhibi¢ni zény
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antibiotika. Pro prikaz byly pouZity pacientské vzorky sputa A, B a jejich kombinace.
Vzorky sputa byly homogenizovany a smichany se standardnim inokulem (10* CFU/ml)
R. respiraculi ve fyziologickém roztoku (0,5 stupné McFarlanda). Vznikla smés byla
ockovana na kultivaéni plotny v nékolika smérech pomoci sterilniho vatového tamponu.
Pomoci jehly byl na naockovanou plotnu nanesen antibioticky disk meropenemu. Plotny
byly umistény do termostatu pii 37 °C a po 24 a 48 hodinach se odecetly vysledky.
Bakterie z okoli meropenemu byly izolovany na MH agar a identifikovany pomoci
metody MALDI-TOF/MS.

Test se provadel na nékolika kultivaénich médiich: MH agar a Sabouraudiv agar
s gentamicinem. ProtoZe rast R. respiraculi byl na Sabouraudové€ agaru s gentamicinem
velmi slaby, byly pro selektivni kultivaéni prikaz pfipraveny plotny obsahujici pouze
Sabouraudova agaru bez ptidavkil antibiotik. Tyto plotny byly pfipraveny rozpuSténim
0,65 g Sabouraudova agaru ve 100ml destilované vody. Rozpustény agar byl ve varném
skle pfenesen do autoklavu, kde byl sterilizovan. Po 2 hodinach se hotovy Sabouraudiiv
agar prelil do sterilnich Petriho misek a nechal se do druhého dne ztuhnout. Plotny byly

po ztuhnuti oznaceny a uschovany pted pouzitim do lednice pfi teploté 4 °C.

6.2.3 MALDI-TOF/MS

Hmotnostni spektrometrie diive umoziiovala detekci jen latek s nizkou molekularni
hmotnosti, av§ak upravenim podminek ionizace laserem (pfenos energie trva v fadech
nanosekund a energie laseru je rovna energii potfebné k vybuzeni dané molekuly),
1ze detekovat i latky s vyssi molekularni hmotnosti.

Metoda MALDI-TOF/MS se vyuziva ke stanoveni molekularni hmotnosti latek
pomoci ionizace laserem za pfitomnosti matrice v kombinaci s detektorem doby letu.
Pomoci metody MALDI-TOF/MS lze rychle identifikovat bakterialni rody i druhy.
Na pevny nosi¢ je nanesen vzorek bakterialni kolonie s matrici a ta je pak zasaZena
nanosekundovym pulzem laseru. Po rozkladu matrice, ke které dochazi absorpci energie
pulzu, jsou molekuly vzorku ionizovany. K ionizaci dochézi adici kationtu nebo aniontu
na molekuly vzorku, vznikem radikdlu odstépenim elektronu, disociaci vodikovych
kationtd z molekuly vzorku nebo fragmentizaci molekuly vzorku s jejich naslednym
spojenim. Elektrické pole urychli ionty vzorku a ty pak prochédzeji uzemnénou miizkou

do vakua v trubici detektoru letu. Ionty vzorku se v detektoru pohybuji rychlosti, ktera
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je dand jejich hmotnosti a ndbojem. Podle doby letu Castice se vypocte pomér
molekulové hmotnosti a naboje ¢astic [30].

Ziskané hmotnosti iontli se porovnavaji pomoci pocitacového programu
s hmotnosti iontd, které byly ziskany stejnym zptisobem ze vzorku o zndmém sloZzeni.
Vysledek je vyjadien skérem, které pro spravnou identifikaci musi piekracovat urCitou
hranici spolehlivosti. Tato hranice spolehlivosti se lisi podle pouzitého algoritmu
a databaze sekvenci [31]. Postup nanaseni vzorkdl na pevny nosi¢ (kovova desticka)
je zndzornén na obrazku €. 3. Princip metody MALDI-TOF/MS je zobrazen na obrazku

¢. 4.

1 2

Obrazek €. 3: Postup pripravy vzorki pro metodu MALDI-TOF/MS

1. Odbeér bakterialni kolonie z kultury narostlé na kultivacni pude; 2. Naneseni bakterialni kolonie na

pevny nosic¢ s naslednym nanesenim matrice.
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Obrazek ¢. 4: Princip metody MALDI-TOF/MS

1. laser, 2. vySetrovany vzorek naneseny na kovové desticce; 3. uzemnena miizka s elektrickym polem,
4. trubice detektoru doby letu s vakuem; 5. detektor doby letu, 6. ionizované molekuly vzorku (Cervené)

a matrice (zluté), 7. rozdeleni urychlenych castic podle rychlosti (Cim vetsi Castice, tim pomalejsi let).
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6.3 Genotypova identifikace R. respiraculi

Pro identifikaci bakterii se diive vyuzivaly pouze metody fenotypové.
I pfes mnohd schémata a pocitacové systémy napomahajicimi vySetfovanou bakterii
spravné druhové zaradit se muze identifikace bakterii v riznych laboratofich liSit,
hlavné z divodu vyskytu atypickych vlastnosti nebo z diivodu znac¢né subjektivity
pfi odectu barevnych reakci pfi biochemické identifikaci. S rozvojem molekularni
genetiky se zacala pouzivat genotypova identifikace. Pro identifikaci bakterii
a stanoveni jejich fylogenetickych vztahii se hledal specificky tisek v genomu bakterii.
K témto Gcelim se vyuziva porovnani specifickych usekt genti kodujici 5S, 16S a 23S
rRNA. Dnes se nejvice pouziva gen kodujici 16S rRNA. Tento gen lze pouzit
k porovnani vSech bakterii, ale také k porovnani s genem kodujicim 16S rRNA Archei
nebo genem kddujicim 18S rRNA eukaryot. Tento konzervovany gen je dostate¢né
dlouhy (pfiblizn¢ 1550 bp) a obsahuje dostatek mezidruhovych polymorfismi

pro zatazeni bakterii do rodt, druhii i poddruht [32].

6.3.1 lzolace DNA

Izolace DNA je prvnim krokem pfed jeji analyzou. Nejdiive se bakteridlni bunky
lyzuji v extrakénim pufru, ktery kromé detergentii obsahuje také EDTA
(etylendiaminotetraoctové kyselina). Tato kyselina vyvaze piebyte¢né Ca®" a brani tak
Stépeni nukleovych kyselin. Po lyze bun¢k nasleduje samotnd izolace DNA, ktera se
provadi fenol/chloroformovou extrakci nebo metodou vyuzivajici adsorpei nukleovych
kyselin na silikdtovy povrch. V sou€asnosti se pro izolaci DNA pouzivaji izola¢ni
soupravy [33].

Pro izolaci DNA R. respiraculi byl pouzit extrakéni kit Amplicor Respiratory
Specimen Preparation kit (Roche, Némecko), ktery pro izolaci vyuziva nasledujici
reagencie:

e Respiratory Specimen Wash Sol (RW)

e Respiratory Specimen Lysis Reagent (RL)

e Respiratory Specimen Neutralization Reagent (RN)

Izolace DNA byla provedena z bakteridlni biomasy R. respiraculi narostlé

pii 37 °C. Pomoci sterilni klicky byla biomasa (1 pl) resuspendovana ve 100 pl
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destilované vody v mikrozkumavce a promichéna na vortexu. Ke vzorku bylo pfidano
500 pl roztoku RW. K promyti bakteridlnich bun¢k doSlo po promichani na vortexu,
centrifugovani (10 minut, 13000 otacek) a odstranéni supernatantu. DNA se adherovala
na stén€ mikrozkumavky. Do mikrozkumavky s adherovanou DNA bylo ptidano 100 pl
lyza¢niho roztoku RL a po promichani, byl vzorek temperovan na 60 °C v termobloku,
kde bakteridlni bunky lyzovaly. K vytemperované kratce zcentrifugované smési bylo
pfidano 100 pl neutralizacniho roztoku RN, ktery neutralizoval U€inky lyzujiciho

roztoku. DNA byla skladovéna pfi -20 °C.

6.3.2 Polymerazova retézova reakce

PCR je nejcastéji pouzivanou molekularné genetickou metodou. Metoda PCR se
pouziva k amplifikaci specifickych tsekit DNA. Kazda PCR reakce se sklada z nékolika
na sebe navazujicich cyklid (15-40) cykll, jeden cyklus se pak sklada ze 3 kroku:
denaturace, anneling a elongace. Pfi denaturaci dochdzi k rozdéleni vodikovych mustka
dvouvlaknové DNA (dsDNA) a vznikd jednovlaknova DNA (ssDNA). Na ssDNA se
ptipojuji primery (anneling) a pomoci Tag-polymerazy jsou k primerim piipojovany
nukleotidy a tim je fetézec prodluzovan (elongace). K amplifikaci je zapotiebi dvou
primertl, jednd se o kratké tseky DNA o zndmé sekvenci, které nejsou delSi nez
50 nukleotidl. Primery musi byt specifické pouze koblasti, kterou chceme
amplifikovat. Vzhledem k vysokym teplotam, které jsou pouzity v priabéhu reakce, je
nutné pouzit termostabilni polymerazy, ktera zlistane aktivni i pfi zahtati ke 100 °C.
Pro tyto ucely se vyuzivd Taq-DNA-polymerdza, kterd je izolovana z termofilni
bakterie objevené¢ v horkych viidlech Yellowstonského narodniho parku. Kromé
primerti a polymerdzy je pro provedeni PCR zapotiebi vhodného pufru a volnych
deoxyribonukleotidtrifosfatt  (dNTP), které se budou piipojovat k primerim
a prodluzovat fetézec [33].

Genotypova identifikace referencniho kmene R. respiraculi byla provedena
amplifikaci specifickych usekii genu koédujiciho 16S rRNA. Jako prvni byla provedena
optimalizace PCR metody pro urceni optimalni teploty amplifikace. Pouzité primery
a jejich teploty tani (Tm) jsou uvedeny v tabulce ¢. 5. Jako standard byl pouzit
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas). Negativni kontrola obsahovala pouze
nafedény PPP master mix (TOP BIO, CR), ktery obsahuje viechny potfebné slozky
pro provedeni PCR metody (2,5 mM MgCl,, dNTPs kazdy 200 uM, 2,5U Tag-Purple
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DNA polymerazy, 75mM Tris-HCI, 0,01% Tween 20, (NH4),SO., stabilizatory
a aditiva). Pro provedeni PCR reakce byl pouzit termocyklér (BIOER, China). Celkem
bylo provedeno 30 cykli PCR reakce. Prvni denaturace DNA trvala 8minut
pii teploté 94 °C, nésledujici denaturace trvaly 30 sekund pii 94 °C, teplota annelingu
byla zvolena pro jednotlivé primery (viz tabulku €. 5) a kazda trvala 30 sekund, teplota
elongace (syntézy) byla 72 °C/1 minutu, posledni elongace (syntéza) trvala 5 minut
pii 72 °C, po skonceni posledniho cyklu nésledovala faze chlazeni (10 °C).

Po amplifikaci specifickych usekti byla provedena elektroforéza na agar6zovém gelu.

6.3.3 Elektroforéza na agarézovém gelu

Pro separaci DNA pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu se vyuziva zaporné
nabitych fosfatovych skupin nukleovych kyselin, které putuji od katody k anodé.
Rychlost pohybu molekuly DNA v agar6zovém gelu se oznacuje jako elektroforeticka
pohyblivost. Porovnanim elektroforetické pohyblivosti fragmentu o nezndmé délce
(vySetfovany vzorek) proti elektroforetické pohyblivosti DNA standardu o zndmé délce,
muzeme urcit délku zjistovaného fragmentu [34].

Agar6zovy gel byl pfipraven rozpusténim 0,3g agardzy (Serva, Germany) ve 30 ml
TBE pufru. Po kratkém povatfeni v mikrovinné troubé se pro obarveni fragmentlii DNA
do gelu ptidaly 2ul EtBr (Sigma, USA). Takto pfipraveny gel byl nalit do plastového
ramecku pro ztuhnuti gelu s mistem pro pfipevnéni hiebinku, ktery vytvoii jamky
pro aplikaci vzorkll. Po ztuhnuti byl gel umistén do elektroforetické vanicky s pufrem
a do vytvofenych jamek byly napipetovany vzorky. Elektroforéza trvala pfiblizné
20 minut pii 100V, po skonceni separace byla DNA detekovatelnd pomoci UV zafeni.
Délka fragmentu pouzitého standardu byla 100-10000 bp. PouZité primery

pro rodovou a druhovou identifikaci R. respiraculi jsou uvedeny v tabulce €. 9.

Nazev Délka fragmentt Identifikace
RalGS-F, RalGS-R 546 bp Rodu Ralstonia
Rres-F, Rres-R 1011 bp Druhu R. respiraculi
Rr755, Rr959 204 bp Druhu R. respiraculi

Tabulka €. 9: Primery pouzZité pro PCR reakci
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6.4 Stanoveni citlivosti k antibiotikiim

Pro tspésnou antibiotickou terapii bakteridlni infekce je nutné znat nejen ptvodce
onemocnéni, ale i citlivost mikroba k antibiotikiim. K urceni citlivosti mikroorganismil
in vitro se pouzivaji testy kvantitativni a kvalitativni. Pomoci kvalitativnich testd
ur¢ime, ke kterému antibiotiku je dany mikroorganismus citlivy nebo resistentni,
a kvantitativnimi testy zjistime koncentraci antibiotika potfebnou k inhibici ristu nebo

eliminaci mikroba.

6.4.1 Diskovy difuzni test

Diskovy difuzni test (DDT) je nejpouzivanéj$i metodou pro kvalitativni stanoveni
citlivosti k antibiotikim. Metoda je jednoducha a k jejimu provedeni nejsou potiteba
zadné specialni pfistroje. Principem metody je difize antibiotik z antibiotickych diskl
do agaru s naoCkovanym bakteridlnim inokulem za vytvofeni koncentra¢niho spadu
antibiotika. V okoli difundovaného antibiotika vznikd inhibi¢ni zona antibiotik, podle
priméru inhibi¢nich z6n hodnotime vysledky citlivosti bakterii. Vysledek DDT zavisi
na vybéru vhodného kultivacniho média a antibiotik, spravné piipravé bakteridlniho
inokula a rozoc¢kovani na plotnu, dodrZzeni podminek pro kladeni diskii a presném
odecitdni inhibi¢nich z6n. Standardnim médiem pouZzivanym pro DDT je MH agar
a jeho vyska by méla byt 4mm (mé&ii se 2mm od okraje). Bakteridlni inokulum, které je
ptipraveno z Cisté bakterialni kultury, musi odpovidat stupni 0,5 zékalového standardu
podle McFarlanda (10° CFU/ml), niz§i nebo vys§i koncentrace vedou k chybnému
stanoveni citlivosti k antibiotikiim. Inokulum ockujeme na MH agar do 15 minut
pomoci sterilniho vatového tampdénu v nékolika smérech. Antibiotika by méla byt
na MH agar kladena celou plochou a neméla by se z povrchu agaru ptesouvat nebo
odstrafiovat, protoZze diflize antibiotik do agaru nastdvd v okamzik pfiloZeni
antibiotického disku k povrchu agaru. Vzdéalenost mezi antibiotickymi disky a okrajem
misky by neméla byt mensi nez 25 mm. Rychlé kladeni antibiotickych diskli umoziuji
dispenzory, které jsou schopny aplikovat 6 antibiotickych diskli najednou. Plotny
s antibiotickymi disky se umistuji do termostatu pii 37 °C dnem vzhiliru, aby se
zabranilo znehodnoceni vysledkli kondenzovanou vodou. Po 24 hodinach inkubace se
priméry vytvofenych zon inhibice méfi pomoci posuvného pravitka a priméry se
porovnavaji s referencnimi hodnotami pro jednotliva antibiotika [29].

Bakteridlni inokulum bylo pfipraveno podle vySe zminénych podminek a sterilnim
vatovym tamponem bylo naockovano na MH agar. Pomoci dispenzoru byly
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na naockované plotny aplikovany antibiotické disky pro stanoveni citlivosti
k antibiotikiim P. aeruginosa (fady PS I — III). Naockované plotny s antibiotickymi
disky byly umistény do termostatl pii 37 °C a po 24 a 48 hodinach byli odecteny
vysledky. Referencni hodnoty pro antibiotika pouzitd k uréeni citlivych kment

R. respiraculi jsou uvedeny v tabulce €. 10.

ATB IZ (mm) | ATB 1Z (mm)
Colistin (CT) 10 Amikacin (AK) 17
Gentamicin (CN) 15 Ceftazidim (CAZ) 18
Netilmicin (NET) 15 Piperacili/Tazobactam (TZP) 21
Tobramycin (TOB) 15 Cefepim (FEP) 18

Ampicilin/Sulbactam (SAB) 15 Cefoperazon/Sulbactam (SCF) 21

Cotrimoxazol (SXT) 16 Imipenem (IPM) 16
Ofloxacin (OFX) 16 Meropenem (MEM) 16
Ciprofloxacin (CIP) 21 Tigecyklin (TGC) 19

Tabulka €. 10: Referencni hodnoty inhibi¢nich zén jednotlivych antibiotik
pro citlivé kmeny podle standardnich metod CLSI (http://www.clsi.org,

predtim NCCLS)
Vysvetlivky: 1Z, inhibicni zona.

6.4.2 Mikrodilu¢ni test — MIC

Mikrodiluéni metoda slouzi ke kvantitativnimu stanoveni citlivosti k antibiotikim
a s jeji pomoci lze urcit minimdlni inhibi¢ni koncentraci (MIC) antibiotik. Minimalni
viditelny rist vySetfované bakterie. Metoda se provadi v jamkach mikrotitracni desticky
a umoznuje urcit MIC dvandcti antibiotik najednou. Jednotlivd antibiotika jsou
v desticce obsazena v Mueller-Hinton bujéonu a ve svislych sloupcich desticky jsou
nafedéna geometrickou fadou s postupné zvysujici se koncentraci. Pro provedeni testu
je nutné vytvorit standardni inokulum z Cerstvé bakteridlni kultury, které se pomoci
vicekandlové pipety nebo replikatoru ockuje do desticky. Po naockovani se desticka

umistuje do termostatu pii 37 °C a po uplynuti inkubacni doby se odecita vysledek

36



testu. Bakterialni rlst v jamce se projevi zdkalem nebo sedimentem na dné jamky.
Koncentrace antibiotika v prvni jamce bez zékalu se odecita jako MIC [35].

Pro stanoveni MIC byly pouzity komerén¢ vyrabéné desticky pro gramnegativni
bakterie I. a II. fady (Trios, CR). Pfed pouzitim se sety nechaly rozmrazit
a vytemperovat na laboratorni teplotu. Inokulum bylo vytvofeno z Cisté bakterialni
kultury R. respiraculi a odpovidalo stupni 0,5 podle zdkalového standardy McFarlanda.
V poméru 1:10 bylo inokulum nafedéno fyziologickym roztokem a pomoci replikatoru
bylo ofkovano do mikrotitraénich desti¢ek. Po 24 hodinach inkubace v termostatu
pii 37 °C byly odecteny vysledky a porovndny s referen¢nimi hodnotami pro urceni

citlivosti. Referen¢ni hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 11.

ATB - GI Referencni ATB - GII Referencni
hodnoty hodnoty

Ampicilin (AMP) 4,000 —4,001 | Piperacilin (PIP) 16,000 — 16,001
Ampicilin/Sulbactam (SAB) | 8.000 —8.001 | Piperacilin/Tazobactam (TZP) | 16,000 — 16,001
Cefazolin (CZL) 4.000 — 4,001 | Cefoperazon (CPR) 8.000 — 8.001
Cefuroxim (CRX) 4,000 — 4,001 | Cefotaxim (CTX 4,000 — 4,001
Cefoxitin (CXT) 4.000 —4,001 | Ceftazidim (CTZ) 4.000 — 4,001
Gentamicin (GEN) 4.000 — 4,001 | Cefepim (CPM) 4.000 — 4,001
Cotrimoxazol (COT) 4.000 — 4,001 | Cefoperazon/ Sulbactam (CPS) | 8.000 —8.001
Colistin (COL) 32.000 —32.001 | Meropenem (MEM) 4.000 — 4,001
Kys. Oxolinova (OXO) 4.000 — 4,001 | Ciprofloxacin (CIP) 1,000 — 1,001
Ofloxacin (OFL) 8.000 — 8.001 | Tigecyklin (TIG) 1,000 — 1,001
Tetracyklin (TET) 2.000 —2.001 | Tobramycin (TOB) 4.000 — 4,001
Aztreonam (AZT) 8.000 —8.001 | Amikacin (AK) 8.000 —8.001

Tabulka ¢. 11: Referen¢ni hodnoty pro uréeni minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC)
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7  Vysledky
7.1 Fenotypova identifikace referenéniho kmene R. respiraculi

7.1.1 Kultivaéni prukaz R. respiraculi

Referencni kmen R. respiraculi byl kultivovan pii 22 °C, 30 °C a 37 °C na MH
agaru. Po 24 hodinéch byl jeho rist na MH agaru slaby, ale po 48 hodinach byly jiz
bakteridlni kolonie dobie viditelné. Pfi porovnani teplot kultivace je zfejmé, Ze bakterie
je schopna rust pii teploté 24-37 °C. Porovnani riistu pti riznych teplotach kultivace

dokumentuje obrazk ¢. 5.

Obrazek ¢. 5: Porovnani rustu R. respiraculi na MH agaru pfi riznych teplotiach

1. kultivace R. respiraculi pri 22 °C; 2. kultivace R. respiraculi pri 30 °C; 3. kultivace R. respiraculi pri
37 °C.

Morfologicky jsou kolonie lesklé, s hladkym rovnomérnym okrajem, Sedobilé,
a jejich konzistence je mazlava. Velikost kolonii zavisi na teploté kultivace. Zatimco
pii 22 °C jsou kolonie spiSe drobné, po kultivaci pii 37 °C jsou kolonie velké a dobie
viditelné. R. respiraculi roste na Endové padé a krevnim agaru v drobnych Spatné
viditelnych koloniich, avSak po 48 hodinach jsou kolonie Iépe rozpoznatelné (obrazek
¢. 6). Rust na Sabouraudové agaru s gentamicinem po 24 hodinach pii 37 °C byl velmi

slaby a kolonie nebyly téméf viditelné, po 48 hodinach je riist bakterie 1épe viditelny.

Obrazek €. 6: R. respiraculi na Endové piidé (vlevo) a krevnim agaru (vpravo) po

48 hodinach
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Bakterialni rast druht R. insidiosa, R. mannitolilytica a R. pickettii byl na MH
agaru pozitivni, po 24 hodindch kultivace byly kolonie drobné, zato po 48 hodindch
kultivace dobfe viditelné. Ostatni druhy tedy vyZaduji stejné kultivaéni podminky jako
R. respiraculi. Ze zjisténych vysledki je patrné, ze optimdlni podminky pro kultivaci

R. respiraculi jsou: kultivace na MH agaru pti 37 °C po dobu 48 hodin.

7.1.2 Biochemické vlastnosti a identifikace

Z biochemickych vlastnosti se hodnotil kataldzovy a oxiddzovy test u
R. respiraculi. Pro srovnani vysledk testi uvadénych v literatufe byl oxidazovy
a katalazovy test hodnocen i u R. insidiosa, R. mannitolilytica a R. pickettii. U vSech
druht rodu Ralstonia byla kataldza i oxiddza pozitivni.

Vsechna vysledna skore vyhodnocena pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-
TOF/MS pfi identifikaci R. respiraculi dosahovala skére 2.200, které je vyrobcem
deklarovano pro spolehlivou druhovou identifikaci. Bakterie R. respiraculi byla
identifikovana jako Cupriavidus respiraculi, jednd se o jeden zbasonyml pro

R. respiraculi.

7.1.3 Gramovo barveni
Mikroskopie R. respiraculi obarvené pomoci Gramova barveni prokézala, Ze
R. respiraculi je gramnegativni. Tvarem pfipomind ty¢inky a je schopna tvofit dlouha

vlakna. Mikroskopie obarveného preparatu je na obrazku ¢. 7.
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Obrazek €. 7: Mikroskopie kultury R. respiraculi preparatu barveného podle

Grama

A. drobné gramnegativni tycinky,; B. C. detail.
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Barvenim podle Grama bylo prokazano, Zze i ostatni kmeny z rodu Ralstonia,
R. insidiosa, R. mannitolilytica a R. pickettii, jsou gramnegativni ty¢inky (jak uvadi
literatura). Mikroskopie obarvenych preparath R. insidiosa, R. mannitolilytica

a R. pickettii je na obrazcich ¢. 8-10.

Obrazek ¢. 8: Mikroskopie kultury R. insidiosa preparatu barveného podle Grama

Obrazek €. 9: Mikroskopie kultury R. mannitolilytica preparatu barveného podle

Grama
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Obrazek ¢. 10: Mikroskopie kultury R. pickettii preparatu barveného podle Grama
7.1.4 Selektivni prukaz R. respiraculi

7.1.4.1 Selektivni kultivacni priikaz R. respiraculi ve smési s P. aeruginosa

Plotny byly inokulovany bakteridlni smési R. respiraculi a P. aeruginosa.

Po naockovani byl na plotny umistén antibioticky disk meropenemu. V inhibi¢ni z6né
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meropenemu byl po 24 hodinach kultivace viditelny bakteridlni rist (viz obrazek €. 11).
Pomoci identifikace metodou MALDI-TOF/MS se prokazala ptitomnost R. respiraculi.
Z okoli meropenemu se provedla izolace na MH agar, aby se zjistilo, jestli v jeho okoli
nerostou 1 jiné bakteridlni rody. Po 48 hodinach kultivace pti 37 °C bylo z izolaci
patrné, ze vokoli meropenemu roste pouze jeden bakteridlni kmen, ktery byl

fenotypove identifikovan jako R. respiraculi.

Obrazek €. 11: Selektivni kultivaéni prikaz R. respiraculi ve smési s P. aeruginosa

Na obrazku Ize vidét bakterialni riist v inhibicni zoné meropenemu.

7.1.4.2 Selektivni kultivacni prikaz R. respiraculi z pacientského sputa

Plotny byly inokulovany bakterialni smési R. respiraculi a pacientského sputa.
Po naockovani byl na plotny umistén antibioticky disk meropenemu. U selektivniho
prikkazu R. respiraculi z pacientského sputa byla na kultivacni plotné po 24 hodinach
kultivace pti 37 °C viditelna zéna inhibice meropenemu a v ném byl rozpoznatelny rist
dvou patogentl. Byla provedena izolace obou druhii kolonii a po 48 hodinach inkubace
pti 37 °C se provedla fenotypova identifikace izolatl pomoci metody MALDI-TOF/MS.
Izolaty, které rostly v inhibi¢ni zong&, byly identifikovany jako R. respiraculi a Candida
albicans. Test byl provedeny na piipraveném Sabouraudové agaru a komeréné
vyrabéném Sabouraudové agaru s gentamicinem. RuUst na Sabouraudové agaru
s gentamicinem nebyl po 24 hodinach kultivace viditelny, po 48 hodinach kultivace
bylo v okoli meropenemu viditelnych nékolik drobnych $patné pozorovatelnych kolonii.
Rist bakterii na Sabouraudov€ agaru bez ptidavku antibiotik byl Spatné viditelny
1 po 48 hodinach kultivace. Z pouzitych kultivacnich médii je pro selektivni kultivacni
prikaz nejvhodnéjsi MH agar. Ostatni kultivacni média jsou kvilli dlouhé dobé
kultivace pro prikaz nevhodna. Selektivni kultivaéni prikaz R. respiraculi

z pacientského sputa na MH agaru je zndzornén na obrazku €. 12.
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Obrazek ¢. 12: Selektivni kultiva¢ni prukaz R. respiraculi z pacientského sputa
Vievo, pacientské sputum A s R. respiraculi; uprostied, pacientské sputum B s R. respiraculi; vpravo,

pacientské sputum A a B s R. respiraculi.

7.2 Genotypova identifikace

Genotypova identifikace druhu R. respiraculi byla provedena pomoci amplifikace
genu 16S rRNA. Pro urceni rodu Ralstonia byly pouzity primery RalGS-F a RalGS-R.
Druhové ur€eni R. respiraculi bylo provedeno pomoci primert Rres-F, Rres-R a Rr755,
Rr959. Po amplifikaci fragment genu pro 16S rRNA specifickych pro R. respiraculi
byla provedena elektroforéza s naslednym obarvenim etidium bromidem a detekci pod
UV zafenim. Vysledky amplifikace po provedeni elektroforézy jsou na obrazcich

¢. 13 al4.

Obrazek ¢. 13: Genotypova identifikace R. respiraculi amplifikaci genu 16S rRNA
pomoci primert RalGS-F, RalGS-R a Rres-F, Rres-R ziskanych na zakladé

publikovanych informaci [12]
1. standard; 2. amplikon o velikosti 546 bp, pouzité primery pro urceni rodu Ralstonia (RalGS-F,

RalGS-R); 3. amplikon o velikosti 1011 bp, pouzité primery pro druhové urceni R. respiraculi (Rres-F,
Rres-R).
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200 bp

Obrazek €. 14: Genotypova identifikace R. respiraculi amplifikaci genu 16S rRNA

pomoci originalné navrzenych primeri Rr755, Rr959

1. standard; 2. amplikon o velikosti 204 bp, pouZiteé primery pro druhovou identifikaci R. respiraculi
(Rr755, Rr959).

Amplifikaci genu 16S rRNA byla potvrzena rodovd i druhové identifikace

R. respiraculi.

7.3 Stanoveni citlivosti k antibiotikiim

7.3.1 Diskovy difuzni test —- DDT

Diskovy difuzni test byl hodnocen po 24 a 48 hodinach. Priméry inhibi¢nich zén
antibiotik byly méfeny pomoci posuvného métitka a vyhodnocovany podle referen¢nich
hodnot (tabulka ¢. 9). Sbirkovy kmen R. respiraculi je rezistentni ke gentamicinu,
tobramycinu, netilmicinu, amikacinu a meropenemu. Vysledky testu jsou zobrazeny

na obrazku €. 15 a hodnoty citlivosti v tabulce ¢. 12.

Obrazek €. 15: DDT R. respiraculi

1. colistin; 2. gentamicin; 3. netilmicin; 4. tobramycin, 5. ampicilin/sulbactam, 6. cotrimoxazol;
7. ofloxacin, 8. ciprofloxacin; 9. amikacin, 10. ceftazidim; 11. piperacilin/tazobactam, 12. cefepim;

13. cefoperazon/sulbactam; 14. imipenem, 15. meropenem; 16. tigecyklin.
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Zkratky IZ (mm) po 24 | IZ (mm) po 48 | Vysledky po 24 | Vysledky po 48

ATB hod hod hod hod
1. Colistin (CT) 18 18 C C
2. Gentamicin (CN) 6 6 R R
3. Netilmicin (NET) 6 6 R R
4. Tobramycin (TOB) 6 6 R R
5. Ampicilin/Sulbactam (SAB) 38 38 C C
6. Cotrimoxazol (SXT) 30 30 C C
7. Ofloxacin (OFX) 28 28 C C
8. Ciprofloxacin (CIP) 30 28 C C
9. Amikacin (AK) 6 12 C R
10. Ceftazidim (CAZ) 23 23 C C
11. Piperacili/Tazobactam

(TZP) 31 31 C C
12. Cefepim (FEP) 32 32 C C
13. Cefoperazon/Sulbactam

(SCF) 34 34 C C
14. Imipenem (IPM) 30 30 C C
15. Meropenem (MEM) 6 6 R R
16. Tigecyklin (TGC) 24 24 C C

Tabulka €. 12: Vysledky DDT

R, resistentni; C, citlive.

7.3.2 Diluéni test — stanoveni MIC

Odecteni hodnot minimalni inhibi¢ni koncentrace probihalo po 24 a 48 hodinach
pomoci zvétSovaciho zrcadla. Jako minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotika se
hodnotila koncentrace v prvni jamce, kde nebyl viditelny bakterialni rtst, tedy v prvni
jamce bez zakalu. Odectené hodnoty se porovnaly s referen¢nimi hodnotami (tabulka
¢. 10) a urcila se citlivost k antibiotikim (tabulka ¢. 13 a 14). Stanovenim MIC bylo
prokézano, ze R. respiraculi je resistentni k ampicilinu, cefazolinu, cefuroximu,
tetracyklinu, aztreonamu, ceftazidimu, meropenemu, tobramycinu a amikacinu.
Hodnoty citlivosti k antibiotikim byly porovnany s vysledky DDT. Citlivost
R. respiraculi stanovenim MIC se kromé ceftazidimu shodovala s vysledky citlivosti

DDT.
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GI 24 hod | 48 hod | Hranice Citlivosti | Vysledky | Vysledky
po 24 hod | po 48 hod
Ampicilin (AMP) 16 >64 4,000 — 4,001 R R
Ampicilin/Sulbactam (SAB) | 0.5 0,5 8.000 — 8.001 C
Cefazolin (CZL) >64 >64 4.000 — 4,001 R R
Cefuroxim (CRX) 8 8 4,000 — 4,001 R R
Cefoxitin (CXT) 4 4 4.000 — 4,001 C C
Gentamicin (GEN) >32 >32 4.000 — 4,001 R R
Cotrimoxazol (COT) 1 1 4.000 — 4,001 C C
Colistin (COL) 0,25 0,25 32.000 —32.001 C C
Kys. Oxolinova (0OXO) 8 4 4.000 — 4,001 R C
Ofloxacin (OFL) 0,125 | 0.125 8.000 — 8.001 C C
Tetracyklin (TET) 2 4 2.000 —-2.001 C R
Aztreonam (AZT) 16 16 8.000 - 8.001 R R

Tabulka ¢. 13: Minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik, GI iFada

R, resistentni; C, citlive.

GII 24 hod | 48 hod | Hranice Citlivosti | Vysledky | Vysledky
po 24hod | po 48 hod
Piperacilin (PIP) >128 | >128 | 16,000 — 16,001 C C
Piperacilin/Tazobactam (TZP) 1 1 16,000 — 16,001 C C
Cefoperazon (CPR) 4 4 8.000 — 8.001 C C
Cefotaxim (CTX 0,063 | 0,063 4,000 — 4,001 C C
Ceftazidim (CTZ) 8 8 4.000 — 4,001 R R
Cefepim (CPM) 0,5 0,5 4.000 — 4,001 C C
Cefoperazon/ Sulbactam (CPS) 0,5 0,5 8.000 — 8.001 C C
Meropenem (MEM) >32 >32 4.000 — 4,001 R R
Ciprofloxacin (CIP) 0,125 | 0,125 1,000 — 1,001 C C
Tigecyklin (TIG) 0,125 | 0,125 1,000 — 1,001 C C
Tobramycin (TOB) >32 >32 4.000 — 4,001 R R
Amikacin (AK) 32 32 8.000 — 8.001 R R

Tabulka ¢. 14: Minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik, GII rada

R, resistentni; C, citlive.
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8 Diskuze

Studie byla zaméfena na navrzeni selektivnich kultiva¢nich metod pro odliSeni
rastu R. respiraculi od ostatnich bakteridlnich patogent vyskytujicich se u pacientli
s CF a identifikace R. respiraculi. 1dentifikace R. respiraculi byla provedena pomoci
fenotypovych a genotypovych metod. Kvantitativni a kvalitativni citlivost k ATB byla
u referen¢niho kmene R. respiraculi BCCM/LMG 21510 stanovena pomoci
standardizovanych metod.

Pomoci kultivace R. respiraculi na riznych kultivacnich médiich pfi riznych
teplotaich a po rGzné dobé& kultivace byly uréeny optimalni podminky kultivace.
Potfebnd doba kultivace R. respiraculi zavisi na pouzitych kultivacnich médiich
a teploté kultivace. Optimalni teplota rastu R. respiraculi je 37 °C, ale bakterie je
schopna rlst v teplotnim rozmezi 22-37 °C. AvSak pfi 22 °C a 30 °C jsou bakterialni
kolonie po 24 hodinach kultivace drobné, proto je vyhodné dobu kultivace prodlouzit
na 48 hodin. Pro viditelny rast R. respiraculi je potfeba tedy pomérné¢ dlouhé doby
kultivace, coz mlze byt problémem pfi jeji identifikaci, protoze jeji drobné kolonie
mohou byt ptehlédnuty pii odecitani bakteriologického nélezu. Kultivaéni médium,
které se béhem mé prace osvédcilo pro dobie viditelny rist R. respiraculi, byl MH agar.
Bakterie rostla i na ostatnich médiich (Sabouraudliv agar s gentamicinem, Endav agar,
krevni agar), ale jeji rist byl Spatné pozorovatelny i po 48 hodinach kultivace. Rust
R. respiraculi je tedy nejlépe pozorovatelny po 48 hodinach kultivace pti 37 °C
na Mueller-Hintonové agaru. Ostatni druhy rodu Ralstonia, R. insidiosa,
R. mannitolilytica a R. pickettii, vyzaduji ke kultivaci stejné podminky jako
R. respiraculi. Morfologie kolonii je prakticky stejna jako u R. respiraculi, proto je
pro druhovou Kklasifikaci nutné pouZzit dal§$i metody identifikace, napt.: MALDI-
TOF/MS nebo molekularné biologické metody. Kolonie bakterii rodu Ralstonia jsou
fenotypoveé podobné a lehce zaménitelné rovnéZ s fadou druhd, které patii do skupiny
gramnegativnich nefermentujicich tycinek.

Mikroskopie podle Grama prokazala zafazeni druhu R. respiraculi
ke gramnegativnim bakteriim. Tvarem pfipomind R. respiraculi drobné ty¢inky, ktera
mohou tvofit vldkna. Pro srovnani s informacemi uvadénymi v literatufe o rodu
Ralstonia byla provedena mikroskopie podle Grama druhlt R. insidiosa,
R. mannitolilytica a R. pickettii. Pozorovanim se potvrdilo, Ze vSechny tyto druhy

ralstonii patfi ke gramnegativnim ty¢inkdm. Mikroskopickym prikazem lze
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R. respiraculi zatadit pouze mezi gramnegativni ty€inky, ale od jinych gramnegativnich
tyCinek ji nerozpozname, proto je nutné k jejimu odliSeni pouzit jednu nebo vice z
uvedenych metod.

Biochemické vlastnosti byly hodnoceny u R. respiraculi, R. mannitolilytica,
R. insidiosa a R. pickettii. Hodnotila se cytochromoxiddzova aktivita a tvorba
peroxiddzy, u vSech byly vysledky pozitivni a shodovaly se s hodnotami uvadénymi
v literatufe.

Selektivnim kultivacnim prikazem R. respiraculi ze smési s P. aeruginosa
na Mueller-Hintonové¢ agaru s vyuzitim antibiotika meropenemu se podafilo odlisit riist
R. respiraculi od P. aeruginosa. Tento selektivni kultivaéni prikaz s vyuzitim
meropenemu byl aplikovan na pifimy prikaz R. respiraculi ze sputa. Pro prikaz bylo
vyuzito nékolik kultivacnich médii, nejlepSich vysledkli bylo ovSem dosazeno
s pouzitim MH agaru. V inhibi¢ni z6né meropenemu pii prikazu R. respiraculi
z pacientského sputa byly izolovany dvé rtzné kolonie. Tyto kolonie byly
identifikovany jako R. respiraculi a C. albicans. Vzhledem k tomu, ze C. albicans je
druh kvasinky, nelze proto jeji rist na kultivaéni plotné¢ pomoci antibiotik inhibovat.
Selektivni kultivacni prikaz R. respiraculi ze sputa pacienta byl tedy pozitivni a bylo
by ho mozné vyuzit jesté k ptiprave diagnostického kultivatniho média s obsahem
meropenemu.

Pro fenotypovou identifikaci R. respiraculi byla pouzita metoda MALDI-TOF/MS.
Pomoci metody MALDI-TOF/MS bylo identifikovano nékolik izolatd bakteridlnich
kolonii z okoli meropenemu u selektivniho kultivaéniho prukazu jako Cupriavidus
respiraculi. Jak jiz bylo uvedeno vyse, jednd se o jeden z basonymt R. respiraculi, tedy
plvodni platné zvefejnéné jméno.

Genotypova identifikace bakteridlniho druhu R. respiraculi byla provedena
amplifikaci specifickych usekt genu kodujici 16S rRNA. Pro amplifikaci bylo vyuzito
metody PCR. Primery pro rodovou identifikaci rodu Ralstonia pouzité v metodé¢ PCR
byly vybrany podle publikovanych informaci. Pro druhové uréeni R. respiraculi byly
pouzité primery vybrany podle publikovanych informaci a primery originalné navrzené
na zakladé sekvence strukturdlniho genu pro 16S rRNA pomoci specializovaného
softwaru (viz kapitola 5.9.2). Amplifikaci specifickych usekii pomoci takto ziskanych
primert byla potvrzena rodova i druhova identifikace R. respiraculi.

Kvalitativni urCeni citlivosti k antibiotikim metodou DDT ukazalo, ze

R. respiraculi je resistentni na gentamicin, tobramycin, netilmicin, amikacin

47



a meropenem. Pomoci kvantitativniho stanoveni citlivosti k antibiotikim metodou MIC
byla po porovnani s vysledky metody DDT potvrzena resistence R. respiraculi
na amikacin, meropenem a tobramycin. Vysledky testii kvantitativniho a kvalitativniho
stanoveni citlivosti k antibiotikiim se liSily v citlivosti R. respiraculi k ceftazidimu,
metodou DDT byla R. respiraculi stanovena jako citlivd na ceftazidim, zatimco
metodou MIC byla stanovena jako resistentni k ceftazidimu. Metodou MIC byla déle
prokédzana resistence R. respiraculi k ampicilinu, cefazolinu, cefuroximu, tetracyklinu
a aztreonamu. Jelikoz byla citlivost k antibiotikim stanovena pouze u sbirkového
kmene R. respiraculi BCCM/LMG 21510, nelze tuto citlivost tohoto kmene zobecnit
pro jiné kmeny R. respiraculi.

Pro spravnou identifikaci bakteridlniho druhu R. respiraculi mezi ostatnimi
bakteriemi vyskytujicimi se u pacientii s CF je mikroskopie a hodnoceni biochemickych
vlastnosti nedostacujici. Z metod fenotypovych lze pouzit selektivni kultivaéni prikaz
k odliSeni R. respiraculi ze sputa pacientii, avSak rychlej$i a pomerné citlivéjsi metodou
pro prikaz ralstonii je hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF/MS. Pomoci metod
genotypovych se identifikace sbirkového kmene R. respiraculi BCCM/LMG 21510
podafila.

V teoretické Casti bakalarské prace byla zpracovéana literarni reSerSe zameétena
na problematiku rodu Achromobacter izolovaného od pacientii s CF. Byly popsany
fyziologické a biochemické vlastnosti rodu Achromobacter a kultivaéni a rlstové
vlastnosti rodu. Mezi identifikaéni metody rodu Achromobacter, které byly popsany ve
struéném piehledu na zakladé zjisténych poznatkld z publikované literatury, patii
metody fenotypové a genotypové. Z fenotypovych metod Ize k identifikaci pouzit riizné
biochemické testy nebo mikroskopicky a kultivacni prikaz. Metody genotypové jsou
pro spravnou identifikaci rodu Achromobacter spolehlivéjsi. Nejcastéji se pouziva

metoda PCR s detekci genu pro 16S rRNA.
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ZAVER

Ralstonia respiraculi nebyla dosud prokazédna ve vzorcich z dychacich cest
pacienti s CF dispenzarizovanych nebo 1é¢enych v ramci nejvétsiho centralizovaného
centra pro cystickou fibrozou v CR (Centrum pro cystickou fibrozou ve FN Motol).
Pomoci navrzené selektivni kultivaéni metody je mozné R. respiraculi kultivovat
i ze vzorkd, které obsahuji jiného bakteridlniho plivodce nebo komenzalni bakterie,
kterym je nejCastéji P. aeruginosa. Kromé& pomérné spolehlivé identifikace pomoci
hmotnostni spektrometrie je mozné vyuZzit rovnéz vysoce specifické a senzitivni
genotypoveé metody amplifikace genu pro 16S rRNA se znamymi (publikovanymi) nebo
mnou navrzenymi primery. Amplifikaci specifické DNA tohoto bakteridlniho ptivodce
je mozné provadét i pfimo ze vzorku sputa a tak zkratit dobu prikazu a zvysit
senzitivitu zachytu. Citlivost k antibiotikim Ize u tohoto druhu provadét pomoci
standardizovanych kvalitativnich a kvantitativnich metod. V teoretické ¢asti prace byla

zpracovana literarni reSerSe zamétend na problematiku rodu Achromobacter.
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