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Anotace

Cysticka fibroza patii mezi nejcastéji se vyskytujici autozomalné recesivné dédicné
onemocnéni. V dnesni dobé maji lidé s timto onemocnénim, diky vcasné diagnostice a 1é¢b¢
dalsich ptidruzenych priznakd, lepsi prognézu nez pred nékolika lety. CF je onemocnéni,
které je podminéno mutaci genu CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) na chromozomu 7. Defektem proteinu CFTR dochéazi k poruse resorpce a
sekrece elektrolytii v chloridovém kanalu a tim k tvorbé viskézniho hlenu v plicich,
ktery je hlavni pfi¢inou chronickych bakteridlnich infekci dolnich dychacich cest.
Mezi nejcastéjSimi patogeny, které zpusobuji zdvazné infekce dychacich cest u pacientt
s CF patii: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia
komplex. U pacientli s CF se dnes prokazuji v dychacich cestdch nové bakterialni druhy,
jejichz biologické vlastnosti nejsou dosud znamé a jejich role v etiopatogenezi onemocnéni
a epidemiologii nejsou presné znamé. K jejich detekci se v dnesni dobé pouzivaji specifické
metody amplifikace a nebo sekvenace genu pro 16S rRNA. Nové se objevujici patogeny
patii naptiklad do rodu Pandoraea a Inguilinus, které fadime do skupiny gramnegativnich
nefermentujicich tyCinek, a proto jsou Casto zaménovany za jiné jim fenotypové podobné
bakterialni druhy, jejichz vyskyt je u CF pacienti zndm. V experimentalni ¢asti prace jsem
zavedla selektivni kultivaci a genotypové metody s pouZzitim jiz znamych primert a zaroven
navrhla originalni primery pro rodovou a druhovou identifikaci referen¢nich kment a
klinickych izolath Pandorea sp. a Inquilinus sp., coz umozni jejich specificky prukaz

u pacientt s CF.
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Annotation

Cystic fibrosis is one of the most common autosomal recessive hereditary disease.
Nowadays, people, with this disease, because early diagnosis and treatment of other
associated symptoms a better prognosis than a few years ago. CF is a disease that is
subject to mutation of the CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) on the seventh chromosome. Defect in the CFTR protein leads to failure
of resorption and secretion of electrolytes chloride channel and thereby creating viscous
mucus in the lungs, which is the main cause of chronic bacterial infections of the lower
airways. Among the most common pathogens causing severe respiratory infections
in CF patients include: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia
cepacia complex. In patients with CF is now showing in the airways of new bacterial
species whose Dbiological properties are not yet known and their role
in the etiopathogenesis of the disease and epidemiology are not exactly known. In these
days their detection is used by specific amplification methods, or sequencing
of the 16S rRNA gene. Emerging pathogens such as the genus Pandoraea and
Inguilinus that belong non-fermenting Gram-negative groups in the rods, and therefore
are often exchange for other bacterial species that are phenotypically similar to them.
In the experimental part I introduced selective cultivation and genotypic methods using
primers already known and proposed the original primers for the identification
of genus and species reference strains and clinical isolates Pandorea sp. and Inquilinus

sp., allowing a specific detection in patients with CF.
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UvoD

Téma své bakalarské prace jsme si vybrala, jelikoz cystickd fibroza (CF)
neboli mukoviscidoza je zavazné dédicné autozomalné recesivni onemocnéni. Incidence
této nemoci je 1 : 2736 novorozencii. Cysticka fibroza je zptisobena mutaci genu CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) na chromozomu 7,
neboli na chromozomu cystické fibrozy. Mezi nejcastéj§i mutace v tomto genu pafi
F508del, jejiz  vyskyt ve svétové populaci se odhaduje na 66%
u vSech diagnostikovanych pacientli s CF. Poruchou funkce proteinu kodovaného CFTR
genem dochézi k snizené sekreci chloridovych ionti a zvysené resorpci sodikovych
iontd tzn., ze mutaci vgenu CFTR dochdzi k defektu sekretoricko-resorpénimu,
ktery vede k poruSe transportli elektrolyti. Difive se diky fibrotickym zméndm
na pankreatu nazyvalo toto onemocnéni cysticka fibrdza pankreatu. V sou€asné dobé se
zjistilo, Ze dochéazi také k zdvaznym zméndm ve tkani respiracniho traktu neboli,
ze dochazi k fibrotizaci plic. Fyziologickym projevem CF je také tvorba vazkého hlenu,
ktery zhorSuje mechanické oc¢istovani dolnich cest dychacich. Tento viskozni hlen tvori
optimalni prostfedi, kde dochazi k ulpivani a mnoZeni patogennich a oportunné
patogennich mikroorganismli v dolnich cestach dychacich. V dasledku mnoZeni
patogennich organismti dochazi ke wvzniku infekei, znichz nékteré mohou byt
pro oslabené¢ho pacienta s CF smrtelné. Mezi prvni patogeny kolonizujici respiracni
ustroji nemocnych s cystickou fibrozou patii Staphylococcus aureus, ve vétSiné ptipadi
stafylokokové infekeci pfedchazi infekce virova. Jako dalsi patogen se u nemocnych
s CF a u pacientil, ktefi trpi deficitem imunitniho systému, objevuje Pseudomonas
aeruginosa. U nemocnych muizeme detekovat zklinického materidlu, nejcastéji
ze sputa, 1 mnoho jinych patogennich  mikroorganismli, jako jsou
napi.. Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia komplex a dalsi.
Mezi ptivodce mykotickych infekci mizeme tadit kvasinku Candida albicans a plisen
Aspergillus fumigatus. Cim dal &astéji se u détskych a dospélych pacientii nemocnych
cystickou fibrézou vyskytuji také nové patogenni kmeny z rodl jako jsou napiiklad
Pandoraea a Inqulinus, které zatim nejsou bézné diagnostikovany. Tyto patogeny se
stavaji plivodci mnoha zavaznych onemocnéni a podmiiiuji vznik menSich epidemii.
Praktickou cast bakaldiské prace jsem zameéfila na zavedeni novych diagnostickych
postupti, které by pomohly usnadnit uréeni a v€asny prikaz téchto patogenti a nasledné

jejich 1écbu antibiotiky.
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2 Cysticka fibroza

2.1 Historie

2.1.1 Historie cystické fibréozy v zahranici

V roce 1938 pouzila americkd patolozka Dorothy Andersenova oznaceni cysticka
fibréoza (CF) pankreatu. Prvné byla cystickd fibréza v zahrani¢i u Zijiciho pacienta
diagnostikovana pomoci klinickych pfiznaki plicniho onemocnéni a vySetfeni
pankreatické Stavy. Pravé toto vySetfeni pankreatické Stavy prokdzalo nefunkénost
pankreatu. Tento pacient se v dusledku nedostatku adekvatni [é¢by dozil
necelych 11 let. S. Faber upozornil na charakter hlenu a také na to, ze jedinym
poskozenym organem neni pankreas, ale hlavné plice, proto zavedl nazev
mukoviscidoza. Mezi velmi dulezité objevy v diagnostice cystické fibrozy patii prukaz
potni anomalie. Potni anomalie byla vySetfovana pilokarpinovou iontoforézou podle
Gibsona a Cooka. Pilokarpionové iontoforéza je metoda, pfi niz dochazi k stimulaci
potnich Zlaz. Rok 1946 byl dalSim dulezitym meznikem ve vyzkumu cystické fibrozy,
jelikoz se potvrdil autozomalné€ recesivni charakter dédi¢nosti choroby. V roce 1957 se

noveé zavedl postup intenzivni 1éCby, kterd v dnesni dobé slouzi jako zéklad klasické

16&by [1].

2.1.2 Historie cystické fibrézy v Ceské republice

Roku 1946 byla na II. détské klinice v Praze diagnostikovéna cystickd fibroza
u prvniho pacienta. Na zacatku 60. let 20. stoleti bylo poprvé v praxi vyuZzito vySetieni
chloridovych ionti v potu, pomoci metody pilokarpinové iontoforézy.
Timto diagnostickym postupem doSlo k odhaleni mnoha novych pacienti nemocnych
cystickou fibrézou. Ke konci 80. let 20. stoleti zacalo zaklddani novych
specializovanych center pro lécbu cystické fibrozy. V roce 1998 se u nemocnych

s cystickou fibrozou do 1écebného postupu zaradila i transplantace plic [1].

2.1.3 Patogeneze onemocnéni CF

Cysticka fibréza je autozomalné recesivni dédicné onemocnéni. CF neni jediné

oznaceni pro toto onemocnéni, v zahrani¢i se miizeme setkat i s ndzvem mukoviscidéza,
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tento nazev upozoriiuje na hustotu hlenu, ktery se tvoii v plicich a je pro tuto chorobu
typicky [2]. CF je zpusobena mutaci v genu CFTR (viz kap. 1.2.1.) Protein CFTR je
umistén v apikdlni oblasti epitelidlnich bunék u zdravych osob, kde umoziuje prichod
chloridovych iont, neboli bunéénou membranou [1]. U pacientt s cystickou fibrozou je
diky mutaci prichod chloridovym kandlem omezen a tim nedochdzi k priichodu
chloridovych iontl. V plicich se chloridové ionty nevylucuji, ale naopak se hromadi,
dale dochézi k nadmérné absorpci sodiku a vody. Z diivodu nadmérné absorpce vody a
sodiku z tekuté vrstvy builkky nedochdzi k mechanickému ¢isténi epitelu v dolnich
cestach dychacich. Diky tomuto mechanismu se zacne tvofit zhustény hlen, ktery se
hromadi v plicich.

CF je generalizované onemocnéni tzn., ze ke stejnym zméndm dochdzi i v jinych
organech organismu, nikdy nepostihuje pouze jeden organ. U 85 % pacientl s cystickou
fibrézou nachdzime zmény 1 na slinivce bfiSni. V pankreatu vznika husty hlen a dochazi
k dilataci pankreatickych vyvodi. Vazky hlen se zafind hromadit ve vyvodech,
v disledku toho vznikne atrofie exokrinniho Zlazového parenchymu, neboli dochazi
k fibréze pankreatu [3].

Také v potnich Zlazach respektive ve vyvodech potnich 714z nalézame protein CFTR,
ktery ma i zde svou tlohu [2]. V potnich Zlazach je jiny mechanismus u¢inku proteinu
CFTR, chloridovy kanal je sice u pacientii s CF pro chloridové ionty také neprichodny,
ale vopacném sméru nez je tomu v plicich. Na rozdil od dychacich cest, se protein
CFTR v potnich Zlazach lokalizuje nejen v apikalni, ale i1 v basalni casti bunck.
Transport chloridovych iontd je zde porusen ve sméru z potu do buiniky a ne naopak.
Dopad této poruchy je takovy, ze v potu mizeme detekovat az 5x vys$i koncentraci
chloridovych iontii u nemocnych CF, nez je tomu u zdravych lidi [2].
Koncentrace chloridovych iontli v potu je u détskych pacient s CF do 60 mmol/l a
u dospélych pacientii s CF do 70 mmol/l. U nékterych pacientli miZzeme detekovat
v potu také hrani¢ni hodnoty chloridii v potu, coz je 30 — 60 mmol/l, tyto hodnoty se

vyskytuji ve vétsSin€ ptipadl u pacientll s mirngj$§imi mutacemi v CF7R genu [1].

2.1.4 Mutace v genu CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance

Regulator) u pacientt s cystickou fibrézou

V dnesni dobé je zndmo mnoho variant mutaci v genu CFTR. CFTR gen slouZzi jako
pfedloha, neboli genovy podklad pro tvorbu proteinu CFTR. Mezi nejcastéj$i mutace

patii mutace F508del, kterou miiZzeme ve starsich literaturach nachazet pod jejim star§im
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oznatenim AF508. Mutace F508del je oznaceni pro mutaci asi 3pb v genu CFTR,
kterd ma za nasledek ztratu fenylalaninu, ktery je lokalizovan na pozici
508 proteinu CFTR. Tato mutace se vyskytuje celosvétové v 66% vSech piipadi CF.
Druhou nejc¢astéjsi mutaci v genu CFTR je G542X, podstatou jejiho vzniku je nestabilni
CFTR-mRNA, relativni cCetnost této mutace je 2,42% na celém svéte.
Mezi dal§i mutace, které se Castéji vyskytuji v genu CFTR, patii mutace v G551D,
ktera zpiisobuje zdménu glycinu za aspartat v poloze 551. Tuto mutaci mizeme také
obecné nazvat ,missence” mutace. Jeji relativni Cetnost na celém svété se pohybuje
okolo 1,64%. Nepfitomnost mutace, kterd by potvrdila klinicky obraz onemocnéni,

diagnézu cystické fibrozy nevylucuje [1].

2.2 Diagnoza cystické fibrozy

Diagnéza onemocnéni CF musi byt potvrzena v€asné¢ a hlavné také spolehlivé.
Pokud neni CF potvrzena co nejdiive, miZe dojit k mnoha komplikacim béhem
nasledujicich let a tim ke zhorSeni prognézy pacienta. Aby bylo potvrzeno onemocnéni
CF, musi byt splnéna wurcitd kritéria pro diagnézu tohoto onemocnéni.
Mezi diagnostickd kritéria patii potvrzeni alespoii jednoho nebo vice specifickych
pfiznakii onemocnéni, rodinnd anamnéza, tzn. zda-li se jiz vrodin€ vyskytlo
nebo nevyskytlo onemocnéni CF, nebo pozitivita novorozeneckého screeningu,
ktery provadime tésné po narozeni. V piipadé pozitivni rodinné anamnézy, by lékar ¢i
genetik mél myslet na potenciondlni riziko pro dalsi potomky v rodiné.
Dtlezity v diagn6ze onemocnéni CF je laboratorni prikaz dysfunkce ¢i atypické funkce
proteinu a genu CFTR. K diagndze déale vyuzivame piimé ¢i nepiimé diagnostiky DNA

[1].

2.2.1 Kilinické projevy onemocnéni CF

Klinické ptfiznaky u nemocnych CF jsou velmi odlisné. Néktefi postizeni maji
dokonce abnormaélni pribéh onemocnéni, kdy se mizeme napiiklad setkat s hrani¢ni
nebo normalni koncentraci chloridi v potu. U nékterych pacientli s onemocnénim CF
mizZeme pozorovat i jednotlivé piiznaky samostatné a ne jako soubor ptfiznakd.
Zvlastni pozornost by se méla vénovat bezptiznakovym piipadim, zvlasté u rodin,

kde se jiz diive diagnoza CF vyskytla [1].
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2.2.1.1. Travici ustroji (Gastrointestinalni trakt — GIT)

V travicim  ustroji  dochdzi nejCastéji  k porucham trdveni, zpiisobeného
nedostateCnym vylu€ovanim potfebnych enzymi a kyseliny uhlic¢ité (bikarbonatu)
z pankreatu. 'V disledku poruchy tradveni vétSina nemocnych neprospiva [2].
Vcasné odhaleni poruchy zevni sekrece pankreatu je dulezité pro dal$i stanoveni
progndézy nemocného [1]. V kojeneckém véku nemusi dochézet pokazdé
k nedostate¢nému vylucovani enzymi, tento pfiznak se muze projevit az v pozdé&jSim
véku pacienta. V nékterych piipadech dojde k projevu onemocnéni okamzité
po narozeni a to vznikem mekoniového ilea, coZ je ucpani stiev hlenovitou substanci.
Mekoniového ileum se vyskytuje asi u 7 -10% pacientd [4]. DalSimi ptiznaky
jsou opakované zvraceni, poruchy riistu, plynatost, objemna stolice, kterd casto zapacha.
Velmi cCasté jsou také poruchy slinivky biiSni, mezi které patii diabetes melitus,
pankreatitidy a poruchy zevni sekrece pankreatu. Ve stfevu u kojenci vznikd
Jiz zminé€ny mekoniovy ileus, k dalS§im patologickym naleziim ve stievé fadime vyhtez
kone¢niku, distdlni obstrukéni syndrom a striktury stfeva. V travicim Gstroji
u nemocného CF se vyskytuje i postiZeni jater, které mize vést v n€kterych ptipadech
az k cirhoze. Postizeni Zlucniku je charakteristické tvorbou Zlucovych konkrementl

[1,2].

2.2.1.2. Reprodukéni systém

U muzt s CF je velmi Casto diagnostikovana neplodnost. Dale u muzi dochézi
k nesestoupeni varlat a u chlapct k hydrokéle. Zeny postizené onemocnénim CF maji m
CF maji snizenou plodnost a malou pravdépodobnost otéhotnéni, dale
miZeme pozorovat opozdény sekundarni vyvoj. U Zen, u kterych je diagnostikovana

plicni nedostatecnost spolecné s malnutrici se miiZze vyskytnout amenorhea [2,4].

2.2.1.3. Potni Zlazy

V disledku dysfunkce proteinu CFTR, ktery je umistén ve vyvodech potnich zlaz
dochazi k poruSe vstfebavani chloridovych iontli a tim ke zvySovani iontl v potu.
Zvysené chloridové ionty v potu se vyuzivaji jako jeden z vySetfovacich postupil

vedoucich k diagnostice CF. Test na zvyseni chloridovych iontl v potu — potni test [2].
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2.2.1.4. Dychaci systém

V plicich dochdzi k tvorbé vazkého hlenu, ktery se z plic obtizné odstranuje.
Nemocni CF trpi velmi cCasto opakujicimi se a pietrvavajicimi infekcemi plic,
jelikoz husty hlen tvofi idedlni prostiedi pro mnoZeni a pfezivani oportunné patogennich
a patogennich bakterii. Tato onemocnéni jsou pfi¢inou zvySené morbidity a mortality
u nemocnych s CF.

V disledku téchto onemocnéni dochdzi k poskozovani plicniho parenchymu,
toto poskozeni je pfi¢inou pulmonalni insuficience. Témto staviim lze ptedejit vhodnou
prevenci infekci, brzkou diagnostickou a adekvétni 1écbou. Mezi typické piiznaky
u nemocnych patii: dusnost, chronicky nebo recidivujici kasel, ktery mize byt zvlhéen
hlenem nebo se miize téZ projevovat jako suchy drazdivy kasSel, sipot, ztizené¢ dychani,
atypické astma, bolesti na hrudi a mnoho dalSich. V dychacich cestdich dochazi
k opakovanym nebo chronickym bronchitidam, parasinusitidam, pneumoniim a tvorbé
nosnich polypti [1,2,4,5].

Mezi pivodce onemocnéni postihujici dychaci cesty fadime bakterie, viry a plisné.
NecastéjSimi plivodci infekei u pacientdt s CF jsou: Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia komplex,
Stenotrophomonas  maltophilia, ~ Achromobacter  xylosoxidans, netuberkul6zni

mykobakteria, Aspergillus fumigatus a Candida albicans [1].

2.3  Vyznamné patogeny u pacientii s CF

2.3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus patii mezi grampozitivni koky, které jsou uspotfadané
ve shlucich. Razen je mezi nesporulujici, nepohyblivé, neopouzdiené bakterie [6].
Tento mikrob je bézné€ nalézan jako slozka mikroflory sliznic dychaciho ustroji a kiize.
S. aureus je nejCastéjSim patogenem u pacientll s CF [7]. Pfenos infekce S. aureus mize
probihat pfimou ¢i nepfimou cestou a dale miize byt prenédsen i jako kapénkova infekce.
Ptfi¢inou nakazy byva zdravy Clovek, tzn.: nosic, také je ziskdvan jako nozokomidlni
patogen pii pobytu v nemocnicich. Velmi casty je vyskyt stejného kmene u ¢lent
v roding. K manifestaci infekce, kterou zpiisobuje S. aureus ve vétsiné piipadtt dochazi

az po prob¢hlé infekci virové.
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U pacientl s CF je tento patogen izolovan jako prvni v dychacich cestach. S. aureus
zpusobuje u malych déti velmi zavazné infekce plic, které mohou mit fatdlni

nasledky[1].

2.3.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa patii mezi gramnegativni, nesporulujici, neopouzdiené
bakterie, které jsou pohyblivé diky jednomu ¢i dvéma polarnim bicikim [6].
P. aeruginosa je klasicky oportunni patogen, ktery zplsobuje velmi zavazné
onemocnéni u pacientil, ktefi maji oslabeny organismus, neboli jsou imunodeficientni
[1]. P. aeruginosa je také tazen mezi nozokomidlni patogeny. Infekce zplsobené

Jelikoz se P. aeruginosa bézné vyskytuje ve vodé mohlo by vlhké prostiedi
predstavovat velké riziko pro nemocné CF. Pfenos infekce se nejcastéji déje
prostfednictvim nemocného pacienta s P.aeruginosa a dale také Spatnou sterilizaci
pomicek pro plicni rehabilitaci. U pacientll s CF po prob¢hlé infekei P. aeruginosa
dochazi ve vétSin€ piipadit ke zhorSeni klinického stavu a progndzy pacienta.
Infekce bakterii P. aeruginosa mé casto tendenci prechazet do chronicity.
Pokud se jedna o primarni infekce, byva tato infekce vétSinou zplisobena nemukdznim
kmenem bakterie, ktery je vyrazné citlivéjSi na antibiotickou terapii. Chronicka forma
infekce
P.  aeruginosa je charakterizovana opakovanymi diagnostikami alespon
po dobu 6 mésicti. Dochazi k ni pokud neni primarni infekce dostate¢né vcas 1écena a je
zpiisobena mukéznim kmenem P. aeruginosa, které jsou v mnoha piipadech velmi

rezistentni [1].

2.3.3 Burkholderia cepacia komplex

Burkholderia cepacia komplex je skupina gramnegativnich nefermentujicich,
aerobnich a pohyblivych ty€inek. Driive byly fazeny krodu Pseudomonas.
Patfi mezi podminéné patogeny, které mohou zplisobovat onemocnéni u pacientii
s imunodeficienci. [6, 8]. Muzeme ji nalézt v inhalatorech, dezinfekcich a také
ve stojatych vodach.

Infekce B. cepacia komplexem mé tendenci ptechazet v perzistujici formu.

Pienos B.cepacia komplex je mozny i z pacienta na pacienta, ale to jen u nékterych
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kmeniti, kde je pak vysoké riziko vzniku epidemie. U ostatnich kmenti je ptenos
z pacienta na pacienta malo pravdépodobny, ke vzniku onemocnéni dochdzi ziskanim
z enviromentdlniho prostfedi. Hrozbou u B. cepacia komplexu je velkd pfirozena
rezistence k mnoha pouzivanym antibiotikiim, ktera mtze byt prohloubena opétovnym
podavanim antimikrobnich latek, pfi 1é¢bé jinych kmenl a tim dochazi ke vzniku
rezistence k vétSin€ pouzivanym antibiotikim. B. cepacia komplex je plvodcem
chronickych infekei, které se diky vysoké rezistencinedaii u pacientii s CF Iécit.
V pokrocilém stadiu mohou byt pfi€inou cepacia syndromu, coz je septikémie
zpiisobena Burkholderia cepacia komplexem.Infekce u pacientll s CF ma rtizné klinické
projevy, od bezptiznakové chronicity pies postupné poskozovéani pacientova plicniho

parenchymu, az po Zivot ohrozujici infekei [1].
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3 Rod Pandoraea

Rod Pandoraea je skupina bakteridlnich druhti zahrnujici nékteré nové patogeny.
VétSina druht byla popsana béhem 90. let 20. stoleti. Infekce kmeny Pandorea spp.
zpusobuji zhorSeni dychacich funkci pacienti s CF a mohou se epidemicky Sitit
mezi pacienty. V mnoha pfipadech se tato infekce projevi az v pribéhu chronické
infekce Pseudomonas aeruginosa. V dne$ni dob€ je zndmo nékolik druhti z rodu
Pandoraea a to jsou napft.: P. apista, ktera byla prokazana jako nozokomialni patogen a
dale sem muzeme tadit P. pulmonicola, P. sputorum, P. norinergensis a Pandoraea

species [8,9].

3.1 Puvod

Rod Pandoraea byl pojmenovan podle Pandofiny skiinky, ktera byla pivodem vSech
lidskych nemoci, piib&h pochizi zRecké mytologie. Tento rod je fazen mezi
B -proteobakterie, kam patii i rody Burkholderia a Ralstonia. V mnoha ptipadech
byvaji zastupci rodu Pandoraea chybné diagnostikovany jako zastupci rodu
Burkholderia, Ralstonia, Alcaligenes. Chybna diagnostika rodu Pandoraea jako rodu
Burkholderia ma za nasledek zhorSeni kvality Zivota pacienta, jelikoZ pacienti
s pozitivni diagnézou Burkholderia cepacia komplexu mohou byt vylouceni
z transplantacni listiny a omezeni kontaktl s ostatnimi pacienty s CF. Chybna diagndza
ma déale vliv i na prognézu pacienta s CF. Rod Pandoraea je mozné izolovat,

jak z klinického materidlu, tak i z prostiedi [10,11,12].

3.2 Morfologie bunék a mikroskopie

Rod Pandoraea je tazen podle Gramova barveni mezi gramnegativni nefermentujici
ty¢inky o velikosti 0,5 — 4 um. V mnoha piipadech je popisovana jako rovna,
nesporulujici, aerobni, pohybliva bakterie. Pohyb bakterie umoznuje v tomto piipade

jeden poléarni bicik [11].
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3.3 Riistové, kultivacni a biochemické vlastnosti

3.3.1 Ruiistové, kultivac¢ni a biochemické vlastnosti rodu Pandoraea

Kmeny rodu Pandoraea rostou pii teplot¢ 30 — 37°C (u nékterych druhti byl
prokézan rast i pfi 42°C) za 48 hodin. Tyto gramnegativni ty€inky jsou kataldza
pozitivni, neredukuji dusitany a netvoii indol. Rod Pandoraea roste na BC selektivnim
agaru, téméf u vSech jeho druhi za 48 hodin, kromé druhu Pandoraea species,
ktery roste na tomto médiu az po delsi inkubaci a to po 96 hodinach. Rod Pandoraea
neroste na agaru obohaceném 6% chloridem sodnym (NaCl) a s pfidavkem 10 %

laktézy[11].

3.3.2 Pandoraea apista

Pandoraea apista je v 64% piipadech oxidaza pozitivni. Mezi dal§i biochemické
vlastnosti  toho druhu patii, Ze produkuje uredzu a nemetabolizuje
D ani L -laktézu. Dale metabolizuje maltézu a sachardzu. P. apista optimalné roste
pii teplot¢ 37 — 42°C za 48 hodin. P. apista roste na cetrimidovém agaru
(slouzi k prikazu Pseudomonas aueruginosa) a Burkholderia cepacia selektivnim
agaru. Naopak tento druh neroste na acetamidovém agaru (slouzi ke kultivaci
nefermentujicich bakterii), na agaru s ptidavkem 3% a 4,5% chloridu sodného (NaCl) a
O/F médiu s ptidavkem glukézy (slouzi k prikzu bakterii, které zkvaSuji glukézu a
které ji naopak nezkvaSuji). Dale u druhu P. apista neprojevuji ani fluoreskujici
vlastnosti na médiu King's B. Pandoraea apista byla také v mnoha ptipadech izolovana
od pacientl napojenych na plicni ventilator a diky ¢astému zachytu byla potvrzena jako
nozokomialni patogen. Prvné byla P. apista izolovéna od pacienta s cystickou fibrézou

v Dansku [9, 11, 12] .

3.3.3 Pandoraea pulmonicola

Pandoraea pulmonicola je pojmenovana podle jeji vlastnosti pietrvavat v plicich.
Mezi pozitivni testy na biochemické vlastnosti tohoto druhu patii oxidaza,
fosfoamidazy, metabolizace D - glukézy a D, L — laktozy. K dalsim biochemickym
vlastnostem, tentokrat negativnim patfi uredza, dale nemetabolizuje maltozu a

sachar6zu. Ke svému optimalnimu ristu teplotu 37 — 42°C a inkubaci po dobu az
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48 hodin. Mzeme ji detekovat na centramidovém agaru (agar pro detekci Pseudomonas
aeruginosa) a O/F médiu s piidavkem glukozy (slouzi priikazu bakterii, které zkvasuji
glukozu a které ji naopak nezkvaSuji). Naopak Pandoraea pulmonicola nemizeme
detekovat na acetamidovém agaru (slouzi ke kultivaci nefermentujicich bakterii), agaru
s ptidavkem 3% a 4,5% chloridu sodného (NaCl), ani tento druh neprokazal
fluorescen¢ni vlastnosti na King’s B médiu. Prvné byla Pandoraea pulmonicola

izolovéna od pacienta s CF pochazejiciho z Kanady [11].

3.3.4 Pandoraea pnomenusa

DalSim zastupcem rodu Pandoraea je Pandoraea pnomenusa, kde vyznam jejiho
pojmenovani je stejny jako u predchoziho zéstupce — vyskytujici se v plicich. Mezi testy
na biochemické vlastnosti Pandoraea pnomenusa patii pozitivni uredza a také to,
ze zkvaSuje D, L- laktézu, mezi negativni biochemické vlastnosti patii zkvasovani
D- glukdzy, maltodzy, sachardzy a oxidazovy test. Optimalni teplota, pii které miiZzeme
detekovat Pandoraea pnomenusa se pohybuje okolo 37 — 42°C za 48 hodin. Tento druh
byl pozitivné izolovan na agaru obohaceném 3% chloridem sodnym, pficemz zéachyt
na O/F mediu (slouzi k prikazu bakterii, které zkvasuji glukézu a které ji naopak
nezkvaSuji) s pfidavkem gluk6zy byl negativni. Poprvé byla Pandoraea pnomenusa

izolovana od pacienta s CF z Edinburghu ve Skotsku [11].

3.3.5 Pandoraea sputorum

Pandoraea sputorum je dal$im zastupcem rodu Pandoraea a jeji ndzev znamena
pochazejici ze sputa. K jejim pozitivnim biochemickym testiim patii test na produkci
uredzy, zkvaSovani maltozy; D, L — laktozy a mezi jeji negativni testy na biochemické
vlastnosti fadime zkvaSovani sachar6zy, oxidazova reakce. Jako u jednoho z mala
zastupcl nebyl u ni prokdzan rist pii teploté 42°C, proto optimalni teplota pro rlst
P. sputorum je nejspiSe 37°C za 48 hodin. P. sputorum muizeme detekovat
na Burkholderia cepacia selektivnim agaru, ze kterého miize byt chybné identifikovana
jako jiné rody. Naopak rust nebyl prokazan na acetamidovém agaru (slouzi ke kultivaci
nefermentujicich bakterii) a na O/F mediu s pfidavkem glukozy (slouzi k prikazu
bakterii, které zkvaSuji glukdzu a které ji naopak nezkvasuji). Poprvé byla P. spurtorum

izolovana od pacienta s CF v USA [11,13].
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Rod Pandoraea - zdstupci

Vlastnosti | P. apista P. pulmonicola | P. pnomenusa |P. sputorum
Oxidaza Pozitivni 64% Pozitivni Negativni Negativni
Maltoza Negativni Negativni Negativni Pozitivni
D - glukoza X Pozitivni Negativni X
D,L- laktoza Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
Sacharoza Negativni Negativni Negativni X
Uredza Pozitivni Negativni Pozitivni Pozitivni
Bicik Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni

Tabulka 1. Ptehled biochemickych vlastnosti [11,13] Legenda : x- data nejsou znama

Rod Panodoraea - zdstupci

Kultivacni media P. apista | P. pulmonicola | P. pnomenusa | P. sputorum

Acetamidovy agar Negativni Negativni 16% Negativni | Negativni

Cetrimidovy agar Pozitivni Pozitivni 66% Negativni | 62% Pozitvni

O/F medium s

glukozou Negativni Pozitivni Negativni Negativni

King's B medium | Nefluoreskuje | Nefluoreskuje | Nefluoreskuje | Fluoreskuje
82%

Agar 3% NaCl Negativni Negativni Pozitivni 57% Pozitivni

Agar 4,5% NaCl 9% Negativni Negativni 50% negativni Negativni

30 -37°C Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni

42 °C Pozitivni Pozitivni Pozitivni Negativni

Tabulka 2. Ptehled ristovych vlastnosti na riznych mediich [11,13]

3.4 Identifikace fenotypova a genotypova

Identifikace rodu Pandoraea je velmi obtizna, diky jeji podobnosti s jinymi
gramnegativnimi rody, jako jsou napiiklad Burholderia cepacia komplex a Ralstonia.
Fenotypova indetifikace neni u tohoto rodu pln¢ specifickd. VétSina fenotypovych
vlastnosti je popsana v kapitole 2.2 a 2.3. Dal§imi metodami k identifikaci tohoto rodu
jsou pouzivané metody hmotnostni spektrometrie neboli ~ MALDI- TOF MS
(viz kapitola 7.2.4.) Rod Pandoraea je mozné také urcit i genotypovymi metodami
zaloZenymi napiiklad na srovnani sekvence genu pro 16S rRNA, nebo metodou ARDA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) identifikace rodu Pandoraea je také

mozna srovnanim sekvence genu gyrB.
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Tato metoda dokaze dokonale od sebe odlisit druhy rodu Pandoraea, nez metoda
sekvenace genu 16S rDNA, kterd nds informuje, zda-li je v klinickém materidlu
pfitomen dany rod, ale uz nedokaze tak dokonale odliSit od sebe jednotlivé druhy

[11,12, 14].
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4  Rod Inquilinus

Bakterie z rodu Inquilinus, stejné jako Pandoraea ptedstavuji skupinu novych a nové
se objevujich bakterii. Tento druh je seskupenim potenciondln¢ patogennich kment,
které sporadicky izolujeme ze sputa pacienti s CF. V roce 2002 byla od pacientii s CF
izolovana fada neobvyklych gramnegativnich kment, z nichZz n¢které pattily do rodu
Inquilinus. Rod Inqulinus ma pouze jednoho znamého zéstupce, tim je 1. [limosus.
Izolace I. limosus je velmi Casto spojovana s vyskytem jinych patogennich bakterii jako
je napt.: Pseudomona aeruginosa, Burkholderia cepacia komplex a Staphyloccocus
aureus, které zpusobuji zavazné zhorSeni klinického stavu, zvlasté u pacientii s CF.
Infekce Pseudomonas aeruginosa ma typicky v dobé izolace I. limosus ptevazné
chronicky charakter. U mnoha pacientli s pozitivnim nalezem Inquilinus limosus,
byla provedena diskovd difuzni metoda ke zjiSténi citlivosti na antibiotika. Mezi
antibiotika, kterd byla rezistentni patii colistin, penicilin, cefalosporiny a monobaktamy,
naopak byl velmi citlivy k imipenemu a ciprofloxacinu, kde byly vytvoieny velké zony

inhibice [15,16, 17, 20].

4.1 Puvod

Rod Inquilinus je ftazen do tfidy o- proteobakterii, kam dale patii
napt.: Azospirilium, Rhizobium. Tento multirezistentni rod, jehoZ pojmenovani znamena
,obyvatel mista, které neni jeho vlastni, miizeme izolovat ze sputa pacientii s cystickou
fibrézou. Inquilinus limosus svym pojmenovani poukazuje s nejvetsi pravdépodobnosti
na jeho riistové vlastnosti. 1. limosus byl poprvé izolovan od pacienta s CF v roce 1998
v USA. Byla také zaznamenana jedina izolace tohoto druhu u pacienta, u kterého nebyla
pfedtim diagnostikovana CF, ale mél jiné zdravotni obtize v podobé srdec¢niho

onemocnéni [15,18].

4.2 Morfologie bunék a mikroskopie

Rod Inquilinus je podle Gramova barveni fazen mezi gramnegativni, nesporulujici
tyCinky. Tyto tyCinky neprodukujici pigment a maji schopnost pretrvavat v plicich
u pacientd s CF [15,16].
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4.3 Riistové, kultivaéni a biochemické vlastnosti rodu Inquilinus

Rod Inquilinus patii do skupiny nefermentujicich ty¢inek, které rostou pii 25 —42°C
za 48 hodin. Mezi pozitivni biochemické vlastnosti téchto gramnegativnich ty¢inek patii
katalazovy test, produkuje lipdzu, fosfatizu a  N-acetylglukosoamidazu.
K biochemickym testim, které jsou negativni patii metabolizace glukdzy, manitolu,
inositolu, sorbitolu, sachardzy, arabindzy tvorba indolu a citratu. Kmeny Inquilinus
rostou na agaru s ptidavkem 1% chloridu sodného (NaCl). Naopak nerostou na agaru

s 10% a 6% chloridem sodnym (NaCl) a také na Burkholderia selektivnim agaru [15].

4.3.1 Inquilinus limosus

Druh Inquilinus limosus roste pii 30 — 42°C za 48 hodin na krevnim agaru, OFLBL
(oxidation-  fermentation- polymyxin - bacitracin- lactose) a PC médiu
(Pseudomonas cepacia mediu). Naopak neroste na agaru s ptidavkem 6% chloridu
sodného  (NaCl),  Burkholderia  cepacia  agaru,  cetrimidovém  agaru
(slouzi k prukazu Pseudomonas aueruginosa) a také neroste na McConkey agaru
(agar pro rist gramnegativnich bakterii a bakterii fermentujici laktozu). Inquilinus
limosus ve vé&t§iné piipadii roste v mukoznich koloniich, které jsou pfi¢inou vzniku
kolonizace pacienta timto druhem. ZhorSeni klinického stavu nemocného CF
(zhorSeni plicni ventilace, zanéty plic) pifi infekci timto druhem, mize v mnoha
pfipadech vyvolat prdvé mukoézni forma této bakterie. Neni to vSak podminkou,
jelikoz u nékterych pacientti nebyly pozorovany Zadné klinické ptiznaky. Mezi pozitivni
testy na biochemické vlastnosti patii oxiddza, kataldza, metabolizuje  — galaktosidazu,
N- acetylglukosoamidazu a D — ribozu. K biochemickym testim, které byly negativni,

patii produkce uredzy a tvorba indolu [15, 16, 17, 18, 20].
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Rust
Agar/ Médium 1. Limosus
6% NaCl Negativni
PC médium Pozitivni
OFLB Pozitivni
Centrimidovy agar Negativni
BC agar Negativni
McConkey agar Negativni
Krevni agar Pozitivni
Biochemické vlastnosti
Test 1. Limosus
Uredza Negativni
Kataldaza Pozitivni
Oxidaza Pozitivni
p — galaktosiddzu Pozitivni
N- acetylglukosoamidazu Pozitivni
D —ribozu Pozitivni
Tvorba indolu Negativni

Tabulka 3. Piehled rustovych a biochemickych vlastnosti Inquilinus limosus [15, 16]

4.4 Identifikace fenotypova a genotypova

Tento novy druh bakterie je t¢zké identifikovat, hlavné z diivodu jeho nezatazeni
do databidze vétSiny diagnostickych souprav, pomoci kterych by mohl byt
diagnostikovan. V mnoha ptipadech je fenotypova identifikace také ztizend pomalym
ristem tohoto mikroorganismu. Mukézni kmeny tvofi i jiné bakteridlni druhy, které se
soucasné vyskytuji s Inquilinus limosus. Takovym druhem je naptiklad P. aeruginosa,
ktera roste také v mukdznich koloniich. Fenotypové metody k urceni tohoto rodu jsou
popsané v kapitole 4.2. a 4.3. K dal§$im metodam, které usnadnuji identifikaci této
bakterie patifi MALDI-TOF MS, coz je metoda hmotnostni spektrometrie
(viz kapitola 7.2.4.). Rod Inquilinus je mozné identifikovat pomoci genotypovych
metod jako jsou napi.: 16S rDNA sekvenovani a pomoci ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis) [15, 17,21].
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5 (il

Cilem mé bakalarské prace bylo zavedeni novych selektivnich metod kultivace,
genotypovych identifikaénich metod a stanoveni kvalitativni a kvantitativni citlivosti
k antibiotikiim sbirkovych a klinickych izolath Pandoraea a Inquilinus od pacientl

s CF.
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6 Material

6.1 Bakterialni kmeny

6.1.1 Rod Pandoraea

Referencni kmeny ze Sbirky BCCM/LMG Bacteria Collection, Universiteit Gent -

Laboratorium voor Mikrobiologie, Gent, Belgium

e Pandoraea apista LMG 16407

e Pandoraea pulmonicola LMG 18106
e Pandoraea pnomenusa LMG 18087
e Panodraea sputorum LMG 18819

r

Klinické izolaty pochazely ze Sbirky Ustavu lékatské mikrobiologie, 2.LF UK a FN

Motol. Tyto izolaty byly ziskdny ze sputa pacientdl s CF dispenzarizovanych

v motolském Centru pro cystickou fibrozu (CCF). Identifikované byly pomoci analyzy

MALDI-TOF MS (princip viz kapitola 7.2.4.1.).

Klinické izolaty

Cislo Datum

izolatu Druh bakterie Pacient |izolace Diagnéza | Oddéleni
461 P. pnomenusa Pacient 1 2.5.2011 | E840 CCF

470 P. apista Pacient 2 16.5.2011 | E840 PEJ5

527 P. pnomenusa Pacient 3 3.10.2011 | E840 PNA

533 P. pnomenusa Pacient 3 18.10.2011 [ E840 PNA

543 P. apista Pacient 2 7.12.2011 | E840 CCF

Tabulka 4. Ptehled klinickych izolatl u pacientli s diagnézou CF, Legenda: E840 —

cysticka fibroza s plicnimi projevy,

ambulance, PEJ5 — Pediatrie JIP
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6.1.2 Inquilinus limosus

Referencni kmen pochazi ze Sbirky BCCM/LMG Bacteria Collection, Universiteit

Gent - Laboratorium voor Mikrobiologie, Gent, Belgium

o Inquilinus limosus LMG 20952

Klinicky izoldt pochazel ze Sbirky Ustavu lékai'ské mikrobiologie, 2. LF UK a FN
Motol. Tento izolat byl kultivovany ze sputa pacienta s CF dispenzarizovaného

v motolském Centru pro cystickou fibrézu (CCF). Kmen byl identifikovany pomoci

analyzy MALDI-TOF MS (princip viz kapitola 7.2.4.1.)

e [Inquilinus limosus 550

6.1.3 Burkholderia cepacia

Referencni kmen pochazi ze Sbirky BCCM/LMG Bacteria Collection, Universiteit

Gent - Laboratorium voor Mikrobiologie, Gent, Belgium

e Burkholderia cepacia LMG18829

6.2 Kultivaéni media

Typ pudy zkratka Vyrobce
Mueller — Hintonnv agar MH OXOID
Krevni agar - Columbia COL OXOID
Endova ptida ENDO OXOID
Sabouraudiv agar SAB + GEN OXOID
Burkholderia cepacia agar CM0995 BC CM0995 OXOID

Tabulka 5. Piehled pouzitych kultiva¢nich medii
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6.3 Antibiotika

6.3.1 Antibiotika pouZivana na diskovy difuzni test

Pouzivanad antibiotika byla ve formé napusténych diskd z filtra¢niho papiru

s predepsanou koncentraci.

Nazev antibiotika |Zkratky |Obsah ATB v disku | Vyrobce
Colistin CT 10 10 ug OXOID
Gentamicin CN 10 10 pg OXOID
Netilmicin NET 30 30 ug OXOID
Tobramycin TOB 10 10 pg OXOID
Ampicilin/ Sulberazon SAM 20 20 pg OXOID
Cotrimoxazol SXT 25 25 ug OXOID
Ofloxacin OFC 5 5 g OXOID
Ciprofloxacin CIP 5 5 g OXOID
Amykacin AK 30 30 ug OXOID
Ceftazidim CAZ 30 30 ug OXOID
Piperacilin/ Tazobactan TZP 110 110 pg OXOID
Cefepim FEP 29 29 ug OXOID
Cefoperazon/Sulbactan SCF 105 105 ug OXOID
Imipenem IMP 10 10 ug OXOID
Meropenem MEM 10 10 pg OXOID
Tigecyklin TGC 15 15 ug OXOID

Tabulka 6. Ptehled antibiotickych diskt a jejich koncentraci

6.3.2 Antibiotika obsaZena v mikrotitrac¢ni desti¢ce pro stanoveni
minimalni inhibi¢ni koncentrace
Minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro jednotlivd antibiotika byla stanovena
pomoci mikrodiluéni metody v Mueller-Hintonové agaru (princip viz kapitola 7.4.2. ).

Rozmezi koncentrace antibiotik v jamkach desticky je rizné pro jednotliva antibiotika.
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Obsah
Nazev antibiotika |ATB Vyrobce
Ampicilin 0,5 - 64 ug TRIOS
Ampicilin/ Sulberazon 0,25 - 32 ug TRIOS
Cefazolin 1-128 ug TRIOS
Cefuroxim 0,5 - 64 ug TRIOS
Cefotaxim 0,5 - 64 ug TRIOS
Gentamicin 0,25 - 32 ug TRIOS
Cotrimoxazol 1-128 ug TRIOS
Colistin 0,25 - 32 ug TRIOS
Kyselina oxolinova 0,5-64 ug TRIOS
Ofloxacin 0,125 - 16 ug TRIOS
Tetracyklin 0,25 - 32 ug TRIOS
Aztreoam 0,25 - 16 ug TRIOS
Piperacilin 1-128 ug TRIOS
Piperacilin/ Tazobactant 0,5 - 64 ug TRIOS
Cefoperazom 0,5 - 64 ug TRIOS
Cefotaxim 0,125 - 16 ug TRIOS
Ceftazidim 0,25 - 32 ug TRIOS
Cefepim 0,063 - 8 ug TRIOS
Cefoperazom/Sulberazon | 0,25 - 32 g TRIOS
Meropenem 0,25 - 32 ug TRIOS
Ciprofloxacin 0,063 - 8 ug TRIOS
Tigecyklin 0,063 - 8 ug TRIOS
Tobramycin 0,25 - 32 ug TRIOS
Amikacin 0,5 - 32 ug TRIOS

Tabulka 7. Ptehled antibiotik jejich koncentraci pfitomnych v mikrotitraéni destice

u metody MIC

6.4 Komerc¢ni sady

Nekteré testy jsme provadéli pomoci komeréné dodavanych sad od riiznych vyrobct

(viz tabulka)

Komerc¢ni sada Uziti Vyrobce
DNA marker DNA standart pro elektroforézu | TOP BIO, CR
PCR master mix PCR TOP BIO, CR
Oxidaza prikaz oxidazy ITEST plus s.r.o., CR
Amplicor RSP kit izolace DNA Roche , DE

Tabulka 8. Piehled komerénich sad
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6.5 Roztoky

6.5.1 Rotoky a chemikalie pro provedeni elektroforézy

Roztoky a chemikalie Vyrobce

50% TBE pufr ( Tris kyselinu boritou) | Lékarna FN Motol
Ethidium bromid SIGMA

Agaroéza SERVA

Tabulka 9. Ptehled pouzitych roztokl a chemikalii

e Slozeni TBE pufru

Tris 45 mM
kyselina borita 45 mM
EDTA (kyselina tetradiamin octova) 1 mM

Tabulka 10. SloZeni TBE pufru pouZivaného pii elektroforéze

Kyselina boritd, Tris a kyselina tetradiamin octovd musi byt rozpustény

v destilované vodég, aby TBE pufr mohl byt pouzit k ptipravé gelu na elektroforézu.

Ptiprava 1% agar6zového gelu na elektroforézu
e agardza........... 0,30 g
e TBEpufr......... 30 ml
e Ethidium bromid .... 1,5 pl

6.5.2 Roztoky a chemikalie pro Gramovo barveni

Roztoky a chemikalie Koncetrace |Vyrobce
Krystalova violet 1:4 TEST - LINE, CR
Lugoliv roztok Koncetrovany TEST - LINE, CR
Aceton Koncetrovany PENTA, CR
Karbolfuchsin 1:10 TEST - LINE, CR

Tabulka 11. Ptehled pouzitych roztokl a chemikalii k provedeni Gramova barveni

e Piiprava Lugolova roztoku pro Gramovo barveni

jod 1,09
jodid draselny 20g
voda 300 ml

Tabulka 12. Slozeni Lugolova roztoku
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Jod 1 jodid draselny se rozetie vtfeci misce a nasledné se smicha s vodou,

kde se rozpusti [23].

6.5.3 Chemikalie pro provedeni katalazového testu

Chemikalie

Test

Vyrobce

Peroxid vodiku H,O,

katalaza

COOPHARMA s.r.o., CR

Tabulka 13. Chemikalie k provedeni katalazového testu

6.6 Primery pro rod Pandoraea a Inquilinus

Primer Sekvence Teplota tani
Rod Pandoraea

PanF - Rod Pandoraea 5’- gggctyaacctgggaactgcatte - 3° 68°C

PanR - Rod Pandoraea 5’- cgryttggerrcectetgtaceg - 37 69,5°C

AppuF - P. apista,

P.pulmonicola 5'-cagtggggaattttggacaatgggcgca- 3° | 70,6°C

PanR - Rod Pandoraea 5'- cgryttggerreectetgtaceg - 3 72°C

Pan 326 - Pandoraea apista 5'- gtggggaattttggacaatg - 3° 52°C

Pan 530 - Pandoraea apista 5'- attccgattaacgcttgeac - 3° 54°C
Rod Inquilinus

illd - Inquilinus limosus 5' - taatacgaagggggcaagcegt - 3’ 58,8°C

illr - Inqulinus limosus 5' - caccctetettggattcaage - 3 55,6°C

Tabulka 14. Pouzité primery pro rod Pandoraea a Inquilinus
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6.6.1 Vybér primeri pro genotypovou identifikaci

Primery pro rod Pandoraea byly vybrany na zékladé publikovanych informaci
(Indetification Of Pandoraea Species by 16S Ribosomal DNA- Based PCR Assays,
Tom Coenye at all. , Journal of Clnical Mikrobiology, Dec. 2001, Vol. 39, No.12)
Primery pro prikaz Pandora apista 326-530 byly navrzeny na zakladé sekvence
strukturdlniho genu pro 16S rRNA pomoci specializovaného softwaru ze serveru
National Center for Biotechnology Information na adrese
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF139173.1 a specializovaného softwaru na
adrese http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results.cgi.

Primery pro rod Inquilinus byly vybrany na zdkladé¢ publikovanych informaci
(Inquilinus limosus and Cystic Fibrosis, Fadi Bittar at all, Emerging Infectious Diseases,

June 2008, Vol. 14, No.6).
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7  Metody

7.1 Odbér sputa

Odbér ranniho sputa se provadi do sterilni odbérové nadoby, nejcastéji se jedna
o Sirokou, plastovou zkumavku. Odbér sputa je Casto zatizen chybou pfi jeho odbéru.
Nékteii pacienti neumi spravné tento odbér provést, proto by mél byt provadeén
pod dohledem zdravotnického personalu, nejlépe 1ékare, ten by se mél presvédcit, zda je
odebrano skute¢né sputum nebo jen sliny a to tak, ze ve sputu by mély byt pfitomny
vlocky hnisu, které ve slindch nejsou piitomny. Sputum k vySetfeni by mélo byt

do laboratote dopraveno do 2- 3 hodin po odbéru [22].

7.2 Fenotypova identifikace

Fenotypova indetifikace je u rodu Pandoraea a Inquilinus velmi slozitd,
a to v dusledku jejich velké podobnosti s jinymi bakteridlnimi rody, zejména ze skupiny
gramnegativnich nefermentujicich ty¢inek. Mezi fenotypovou identifikaci fadime
kultivaci, Gramovo barveni, selektivni priikkaz bakterii a hmotnostni spektrometrickou

analyzu MALDI —TOF MS.

7.2.1 Kaultivace

Kultivace rodu Pandoraea a Inquilinus je pomérné zdlouhava. Kultivace téchto rodt
byla provadéna u referen¢nich kmeni a klinickych izolatlh. Kmeny byly uchovavany
v mediu osahujici zivny bujoén a 50% glycerolu pti -80°C. Diky vysokému obsahu
glycerolu nedochazi ani pfi nizkych teplotich ke tvorbé krystali a destrukci
bakteridlnich bunék. Nésledn¢ byly zamrazené kmeny vyockovany sterilni klickou
na obohacené agary, jako jsou krevni agar, Endova piida, Sabouraudiiv agar, dale také
na zivny agar, jako je Mueller - Hintonliv agar a také na selektivni pidy, mezi které
patii BC agar. Rust byl pozorovan pfii riznych teplotach (22°C, 30°C, 37°C, a 42°C)
a to po dobu 24 a 48 hodin. Dale byla kultivovana i Burkholderia cepacia na MH agaru
pii 37°C po dobu 24 hod, kterd byla nasledné pouZzita k selektivnimu prikazu rodu

Pandoraea.
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7.2.2 Gramovo barveni

Patifi mezi diagnosticka barveni. Poskytuje informace o pfitomnosti, tvaru, poctu,
velikosti, uspofadani bakterii, ale také nas informuje, zda se jedna o grampozitivni

¢i gramnegativni bakterie [22, 23].

7.2.2.1 Priprava preparatu
Na vyzihané podlozni sklicko kdpneme kapku fyziologického roztoku, ve kterém
z narostlé kultury klickou vytvofime suspenzi. Prepardt nechdme zaschnout a poté

fixujeme nad plamenem.

7.2.2.2 Vlastni barveni
Vlastni barveni preparatu provadime podle nésledujiciho postupu s promytim vodou
po kazdém barveni
e Krystalova violet' 20s — 30 s
e Lugolav roztok 20s — 30s
e Aceton

e Karbolfuchsin 30s — 60s

7.2.2.3 Vysledek barveni a vlastni mikroskopovani preparatu

Na preparat po zaschnuti kdpneme kapku imerzniho oleje a pozorujeme imerznim
objektivem pfi celkovém zvétSeni 1500x. V mikroskopu mulzeme pozorovat
gramnegativni bakterie, které jsou zbarveny cervené, a grampozitivni bakterie,
stavbou bunécné st€ny grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. U grampozitivnich
bakterii je jejich pozitivita zapfic¢inéna silnéjsi vrstvou peptidoglykanu, kterd zabrani
po oplachu acetonem odstranéni  komplexu krystal violeti s jodem.
Zatimco u gramnegativnich bakterii je slabsi vrstva peptidoglykanu a je zde ptfitomno
vice lipidovych slozek, které pusobenim acetonu tvoii kanaly pro lepsi pruchod
komplexu krystalové violeti a jodu z bakteridlni bunky a jejich ndsledné dobarveni

karbolfuchsinem, ktery zptisobi jejich ¢ervené zabarveni [22, 23].
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7.2.3 Selektivni priikaz rodu Pandoraea

Selektivni prikaz byl provadén z divodu podobnosti rodu Pandoraea s jinymi
druhy bakterii a jejich Casté chybné identifikace. V experimentilni Casti zamétené
na selektivni prikkaz byla pouzita Burkholderia cepacia, jejiz nékteré fenotypové

vlastnosti jsou shodné s rodem Pandoraea.

7.2.3.1 Selektivni prikaz rodu Pandoraea s pouZzitim rodu Burkholderia cepacia

Po ptedeslé¢ kultivaci referencnich kmenli Pandoraea apista (LMG 16407),
P. pulomonicola (LMG 18106), P. pnomenusa (LMG 18087) a P. sputorum (LMG
18819) ze zamraZenych vzorki (-80°C) na MH agaru po dobu 48 hod, byla pfipravena
suspenze ve fyziologickém roztoku o intenzité zdkalu 0,5MF (1,5.10° CFU/ml).

Obrazek 2. Kultivacni plotna s narostlou kulturou

Nasledn¢ stejnym zplsobem jsme pokracovali i s referenénim kmenem
Burkholderia cepacia (LMG 20952). Zakaly byly pfipraveny podle 0,5MF
(1,5.10° CFU/ml). Z obou pfipravenych suspenzi bylo odebrano 0,5 ml, které byly

smichany v Cisté sterilni zkumavce.

I

Obrazek 3. Ptiprava smési P. apista a B. cepacia (3) ze suspenzi narostlych kultur

P. apista(l) a B. cepacia(2)
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Po smiseni obou suspenzi byla pfipravend smés masivné inokulovana na MH agar a
BC agar. Na MH agar a BC agar po inokulaci bylo podle vysledkt difuzniho diskového
testu citlivosti na antibiotika, vybrana dvé¢ antibiotika, ktera byla rezistentni u rodu
Pandoraea a naopak citlivé u rodu Burkholderia. V nasem ptipadé¢ byly pouzity
antibiotické disky meropenem a ceftazidim. Rozoc¢kované plotny s antibiotickymi disky
byly kultivovany pii 37°C po dobu 48 hodin. Po kultivaci byla z okoli disku meropenem
a ceftazidim provedena izolace na MH agaru, kultivace probihala 48 hodin pti 37°C.

Nasledné narostlé kultury z okoli diskt byly analyzovany pomoci MALDI- TOF MS.

= > (s

-

Obrazek 4. Masivni inokulace smési kment Pandoraea apista a Burkholderia cepacia a

vloZeni antibiotickych diskii — meropenem a ceftazidim

7.2.3.2 Selektivni prikaz rodu Pandoraea z klinického materiilu

Kmeny Pandoraea byly nejprve kultivovany ze zamrazenych vzorkl (pii -80°C)
na MH agaru pfi teploté 37°C po dobu 48 hodin. Po probéhlé kultivaci byla pfipravena,
opét jako v predchozim piipadé suspenze o intenzitd zakalu 0,5 MF (1,5.10° CFU/ml),
pripravena podle standardii v rozmezi 0,5 MF (1,5.10° CFU/ml).

Do ¢isté sterilni zkumavky bylo odpipetovano 0,5ml klinického materialu (sputum),
do kterého bylo pfidano 0,5ml suspenze vytvoiené znakultivovaného kmene
Pandoraea.

Smes byla masivné inokulovana na MH agar a také na BC agar, poté byly na takto
inokulované plotny vloZeny dva antibiotické disky, které byly vybrany podle citlivosti
na antibiotika, provedenych u rodu Pandoraea.V nasem piipadé¢ byly pouzity

antibiotické disky obsahujici meropenem a ceftazidim.
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Nasledné¢ byly plotny vlozeny do termostatu pii teploté¢ 37°C na 48 hodin.
Z narostlych kultur byla provedena izolace z okoli antibiotickych diskti na MH agar.
Po 48 hodinach kultivace pti 37°C byly narostlé kultury podstoupeny analyze MALDI-
TOF MS.

7.2.4 Biochemické vlastnosti a identifikace

7.2.4.1 Prukaz oxidazy - oxidazovy test

V oxidazovém testu jde o priikkaz enzymil zapojenych do dychaciho fetézce bakterii.
M¢l by tedy byt pozitivni u striktné aerobnich bakterii. Oxiddzovy test je provadén
pomoci diagnostického prouzku, ktery je napustény urcitym reagens. Tento papirek se
bud’ ptiklada pfimo na narostlou kolonii, nebo se kolonie muize aplikovat
na fyziologickym roztokem navlhceny papirek. V ptitomnosti cytochromoxidazy vznika
v pfitomnosti ethyloxethyl-parafenylendiaminu a alfa-naftolu indofenolovd modt.
Do dvou minut po aplikaci narostlé kultury by mélo tedy v pfipadé pozitivity dojit

ke zmodrani diagnostického prouzku [23, 29].

7.2.4.2 Prukaz katalazy - katalazovy test

Enzym katalaza je charakteristicky pro aerobni i fakultativné anaerobni bakterie.
Kataldza je enzym, schopny odbourdvat peroxid vodiku, ktery je pro aerobni a
fakultativné anaerobni bakterie jedovaty. Pfi katalazovém testu dochéazi k rozkladu
peroxidu vodiku na kyslik a vodu [29].

2H,0, — 0, + 2H,0

Provedeni tohoto testu je velmi jednoduché. Do sterilni zkumavky, nakapeme
nékolik kapek 3% peroxidu vodiku a do tohoto roztoku aplikujeme pomoci sterilni
klicky ¢istou kulturu. V ptipadé pozitivity dochdzi k uvolilovani kysliku a tim ke vzniku

bublinek.

7.2.5 MALDI- TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time
of Flight Mass Spectrometry)

Fenotypova metoda MALDI — TOF MS patii mezi fyzikdlni metody,
kam také fadime spektrometrické metody. Zkratka MALDI — TOF MS je z anglického

nazvu Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry.
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Principem hmotnostni spektrometrie je rozdéleni nabitych castic v el. poli podle jejich

molekulovych hmotnosti [21, 24].
7.2.5.1 Princip MALDI- TOF MS

Tato metoda je zaloZena na stanoveni hmotnosti atomti a molekul v ionizovaném
stavu, vyuzivajici rozdilné chovani téchto Castic v magnetickém anebo také elektrickém
poli. MALDI — TOF MS je metoda, kterd vyuziva principu ionizace zkoumany méficim
dobu letu téchto castic urychlenych elektrickym polem. K tomu, aby dochéazelo
ke St€peni Castic spravnym zplsobem, musi byt pouzita matrice. Matrice je latka,
kterd zajiStuje pfenos ionizacni energie, kterou vytvaii laser, na castice vzorku.
Matrice zde slouzi jako ochrana pfed nezddoucim S$tépenim molekul.

Diky této latce, kterd se aplikuje na nanaSeny vzorek je moZno stanovovat vice
castic respektive jejich molekulové hmotnosti. K tomu, aby mohly byt stanoveny latky s
vy$s§i molekulovou hmotnosti je pouzivan ptistro MALDI — TOF MS. Vzorek a matrice

je aplikovana na nerezovou desticku, kterd je zasazena pulznim UV laserem.

[Matrice ];:=-.. 20 20 0 @

20 @0 00 O
OO0 000000 0

Obrazek 5 : Aplikace bakteridlni kultury na nerezovou desticku

Tento proud laseru je absorbovan matrici, kde dochédzi k rozkladu této slozky
s nasledujici ionizaci molekul vzorku. Ve vzorku dochézi k adici kationtu ¢i aniontu
s naslednym vznikem radikdlu v disledku ztraty elektronu, anebo také muze dojit
k mifenému rozbiti na ¢astice a jejich opétovnému slozeni. Stanovované Castice jsou
urychleny silnym elektrickym polem a poté vstupuji pfes mfizku do vakua, které je
pritomno v trubici s detektorem doby letu ¢astic. V této trubici se Castice pohybuji
rychlosti, odpovidajici velikosti jejich hmotnosti a naboje, z nichZ se pak vypocte pomér

molekulové hmotnosti a naboje ¢astic [24, 25].
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Obrazek 6 : Princip piistroje MADI-TOF MS

7.3 Genotypova identifikace

Soucasti genotypové identifikace je izolace bakteridlni DNA, polymerazova

fetézova reakce (PCR) a elektroforéza v agar6zovém gelu.

7.3.1 Izolace bakterialni DNA

Izolaci DNA z narostlé bakteridlni kultury byla provedena pomoci komeréné
dodévané sady AMPLICOR Respiratory Specimen Preparation Kit. Biomasa z Cerstvé
narostlé kultury byla resuspendovéna klickou v 200ul destilované vody. Do Ccisté
mikrozkumavky bylo odpipetovano 500ul Respiratory Specimen Wash Solution (RW) a
k nému ptidano 100ul dikladné zvortexované suspenze bakteridlni kultury. Tuto smés
po smichéni je nutné po dobu 5s opét zvortexovat a nasledné vlozit do centrifugy na
10 minut pii 13 000 otdckach (10 min/13 000 otackéach). Po centrifugaci slijeme
vznikly supernatant, pficemz by izolovandA DNA méla zlstat na sténach

mikrozkumavky. Po odliti nechame mikrozkumavky po dobu 30 s dnem vzhiru, aby
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doslo k odstranéni zbytku roztoku. Po celou dobu odstranovani supernatantu, musime se
zkumavkou manipulovat velmi opatrné.

Nésledné bylo do mikrozkumavky ptidano 100ul Respiratory Specimen Lysis
Reagent (RL). Smés musi byt vortexovana po dobu 5s a poté temperovana pii 60°C
po dobu 45 minut vtermobloku. Po ukonceni temperace je nutné zcentrifugovat
zahfatou smés jednordzové asi 5s. Jako posledni roztok k extrakci DNA je pfidano
do smési po centrifugaci 100ul Respiratory Specimen Neutralization Reagent (RN)
do smési po centrifugaci. Nasleduje zvortexovani smési, kterd obsahuje DNA, 100 ul
RL a 100 pl RN). Po vSech téchto krocich je DNA izolovdna a miZe byt pouzita
pfi amplifikaci nebo muize byt zamrazena pii -20°C pro pozdé€jsi amplifikaci.
Celé izolace DNA by méla byt provadéna v laminarnim boxu, aby doslo k zabranéni

mozné kontaminace cizorodou DNA.

7.3.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Mezi jednu znejbéZznéji pouzivanych molekularné-biologickych metod patii

polymerazova fetézova reakce, kterd ma Siroké spektrum vyuzitelnosti.
7.3.2.1 Princip polymerazové retézové reakce (PCR)

Principem PCR je amplifikace neboli zmnozZeni urcit¢ho useku pomoci PCR,
zjednoduSené feceno se jedna o nékolikandsobnou replikaci DNA. Zakladnimi kroky
PCR jsou denaturace, annealing (pfisednuti) primerd a elongace (syntéza)
nukleotidovych fetézcii . V PCR reakci se vyuziva aktivita enzymu 7ag-polymerazy.
K prvnim krokiim PCR patii denaturace dvouvladknového fetézce DNA, jelikoz PCR
probiha pouze na jednom vldknu DNA Tento krok probiha pii teploté 94°C.
Druhyn krokem je nasednuti primer (annealing), které probiha pfi teploté zavislé
na délce a nukleotidovém slozeni pouzitych primert. Pfi tomto kroku dochazi
k navazani primert na komplementarni Useky, templatového vldkna DNA. Primery
ohranicuji usek, ktery potfebujeme amplifikovat. Ve tfetim kroku, 7ag-polymeraza
podle komplementarity dosyntetizovava nové vlakno DNA k vlaknu templatovému.
Tento krok probiha pii 72°C. Pfed =zafatkem identifikace patogenli
v klinickém materidlu je nutné provést optimalizaci PCR a to pomoci stanoveni

optimalni nasedaci teploty primert [26, 27].
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7.3.2.2 Postup provedeni polymerazové retézové reakce (PCR)

K provedeni

a to v nasledujicim potadi:

polymerazové fetézové reakce byly pouzZity tyto
Pacienti - vzorky

Reagencie MnoZstvi ul
Destilovana voda 9,5
Master mix 12,5
Primer 1 (reverse) 0,75
Primer 2 (forward) 0,75
DNA 1,5

Negativni kontrola

Reagencie MnoZstvi ul
Destilovana voda 9,5
Master mix 12,5
Primer 1 (reverse) 0,75
Primer 2 (forward) 0,75

Tabulka 15. Reagencie potiebné pro provedeni PCR

7.3.3 Elektroforéza

7.3.3.1. Princip elektroforézy

reagencie,

Elektroforéza je metoda, kterd slouzi k rozdéleni latek nesoucich elektricky néaboj.

Rozdéleni téchto latek zavisi na jejich pohyblivosti v elektrickém poli, kde plisobi

stejnosmérny elektricky proud, dale je zavisla na velikosti elektrického ndboje dané

latky a pH prostiedi, ve kterém elektroforéza probiha.

7.3.3.2. Provedeni elektroforézy

Pro elektroforézu byl nejdiive ptipraven 1% agarézovy gel, navaZzenim 0,3 g agardzy

na analytickych vahéch, kterd byla néasledné plisobenim zvySené teploty rozpusténa

v 30 ml TBE pufru.

Do roztoku gelu byl pfidan 1ul ethidium bromidu a horky gel byl pielit do formy

na tvorbu gelu. Jest¢ do horkého gelu, byl vloZzen hieben, ktery vytvoiil zafezy

pro nanaseni vzorki. Agar6zovy gel byl ponecham ztuhnout si 45 minut.
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Po uplynul¢ dob& tuhnuti byl vyjmut hieben na tvorbu zéafezi a gel pfenesen
do elektroforetické vany s pufrem. Nasledné¢ byl do gelu aplikovan DNA marker,
amplifikované vzorky z PCR a negativni kontrolu. Elektroforéza probihala pti 100V
po dobu piiblizné¢ 20 minut. Po skonceni elektroforézy byl gel se vzorky vlozen

pod UV svétlo a vysledky vyhodnoceny vizudln€ a potfizena fotodokumentace.

DMA marker DMA marker

@}{Egaﬁwﬁ kontrola Vzorek1 @
] 1 | 1 |

1% Agardzovy gel

®

Obrazek 7: Schéma nanaSeni DNA markeru, vzorki z PCR a negativni kontroly do 1%

agardzového gelu

7.4 Stanoveni citlivosti k antibiotikum

K tomu, aby mohla byt sprdvné¢ urcena léCebnd terapie, musi byt provedeno
stanoveni citlivosti k antibiotikiim. Stanoveni citlivosti k antibiotikim provadime
dvéma metodami, a to difiznim diskovym testem a stanovenim minimélni inhibi¢ni

koncentrace antibiotik [23].
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7.4.1 Stanoveni citlivosti k antibiotikiim difidznim diskovym testem

Tato metoda se pouziva k rutinnimu stanoveni citlivosti k antibiotikliim a je fazena
ke kvantitativnim testim. K jejimu provedeni neni potifeba specidlni pfistrojové

vybaveni, ale pouze bézné laboratorni pomticky.

7.4.1.1 Princip metody

K provedeni tohoto testu se pouzivaji papirové disky, které jsou napustény
doporucenou koncentraci antibiotika. Na kultivacni médium se aplikuji tyto papirové
disky, které nasledné absorbuji vodu z média. Béhem toho antimikrobni latky difunduji
do agaru. V okoli disku se tvoii riizné¢ velké inhibi¢ni zony v zavislosti na inhibici
testovan¢ho bakteridlniho kmene antimikrobialnimi latkami. Po probéhlé inkubaci se
nasledné odecitaji vzniklé zony inhibice a podle referencniho rozmezi pro kazdou

antimikrobidlni latku se urci, zda je mikrob citlivy nebo rezistentni [23,28].

7.4.1.2 Postup pri provedeni difizniho diskového testu ke stanoveni citlivosti na

antibiotika

Z narostlé kultury je potieba piipravit suspenzi, jejiz zakal ve fyziologickém roztoku,
bude odpovidat 0,5 MF (150.10° CFU/ml, k vytvofeni tohoto zakalu postadi vétsinou
jedna stfedné velka kolonie). Nasledné s vytvofenym zékalem prelijeme kultivacni
medium a prebyte¢né medium slijeme, v naSem piipad¢é byl jako kultivacni médium
pouzit Mueller — Hintonv agar. Na takto inokulovanou plotnu aplikujeme pomoci
suspenzoru antibiotické disky s doporu¢enou koncentraci antimikrobidlni latky,
a to nejpozdéji do 15 minut po naockovani. Pfi provadéni tohoto testu byly pouzity
antibiotické disky pro skupinu nefermentujicich bakterii. Plotny se v naSem pfipadé
inkubovaly pti 37°C po dobu 24 — 48 hodin, po nichz byly odecitdny. Delsi doba
inkubace (48 hodin) byla provedend v disledku pomalého rlstu mikrobidlni kultury
[23].
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Referencéni zony
Antibiotika Zkratky | inhibice (mm)
Colistin CT 10 10
Gentamicin CN 10 15
Netilmicin NET 30 15
Tobramycin TOB 10 15
Ampicilin/ Sulberazom SAM 20 15
Cotrimoxazol SXT 25 16
Ofloxacin OFCS5 16
Ciprofloxacin CIP 5 21
Amykacin AK 30 17
Ceftazidim CAZ 30 18
Piperacilin/ Tazobactam TZP 110 21
Cefepim FEP 29 18
Cefoperazon/Sulbactam SCF 105 21
Imipenem IMP 10 16
Meropenem MEM 10 16
Tigecyklin TGC 15 19

Tabulka ¢. 16 — Antibiotické disky pouzité pro provedeni difuzniho diskového testu,

jejich zkratky a referen¢ni rozmezi v milimetrech pro citlivé kmeny

7.4.2 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik (MIC)

MIC patii mezi kvantitativni testy stanoveni citlivosti k antimikrobnim latkam. Jedna
se o diluéni metodu, ktera je provadéna v mikrotitracnich destickéach.
Tyto desticky ve svych jamkach obsahuji rizné koncentrace antimikrobnich latek,
rozpusténych v Mueller- Hintonové agaru [23].

Do jamek mikrotitra¢ni desticky, které obsahuji rozdilné koncentrace antibiotik je
inokulovano standardni mnozstvi stanovovaného mikroorganismu. Po uréené¢ dobé
koncentrace antimikrobni latky, coZ znamena prvni jamka bez viditelného ristu

mikroorganismu [23,28].
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7.4.2.2. Provedeni testu ke stanoveni minimdlni inhibi¢ni koncentrace antibiotik
(MIC)

Prvnim krokem ke stanoveni MIC je potieba nejprve rozmrazit mikrotitracni
desticky, které obsahuji MH agar s rozdilnymi koncentracemi antibiotik v jamkach,
pii pokojové teploté. Nasledné¢ vytvofime suspenzi v bujonu znarostlé kultury.
Do prazdné Petriho misky, asi do poloviny, této misky nalijeme fyziologicky roztok,
kam poté vlijeme vytvorenou suspenzi a peclivé promichdme. Tuto smés poté
inokulujeme pomoci replikatoru do mikrotitracni destiCky a nasledné¢ inkubujeme

pti 37°C po dobu 24 — 48 hodin, poté tento test vyhodnocujeme [23,28].

Tabulka ¢ 17

Nazev antibiotika Obsah ATB
Ampicilin 0,5 - 64 ug
Ampicilin/ Sulberazon 0,25 - 32 ug
Cefazolin 1-128 pg
Cefuroxim 0,5 - 64 ug
Cefotaxim 0,5 - 64 ug
Gentamicin 0,25 - 32 ug
Cotrimoxazol 1-128 ug
Colistin 0,25 - 32 ug
Kyselina oxolinova 0,5 - 64 ug
Ofloxacin 0,125 - 16 ug
Tetracyklin 0,25 - 32 yg
Aztreoam 0,25 - 16 ug
Piperacilin 1-128 pg
Piperacilin/ Tazobactant 0,5 - 64 ug
Cefoperazom 0,5 - 64 ug
Cefotaxim 0,125 - 16 pg
Ceftazidim 0,25 - 32 ug
Cefepim 0,063 - 8 ug
Cefoperazom/Sulberazon 0,25 - 32 ug
Meropenem 0,25 - 32 ug
Ciprofloxacin 0,063 - 8 ug
Tigecyklin 0,063 - 8 ug
Tobramycin 0,25 - 32 yg
Amikacin 0,5-32 ug

— Prehled antibiotik a rozmezi jejich koncentraci obsazenych

v miktotitra¢nich desti¢kach pouzivanych pro stanoveni MIC
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8  Vysledky
8.1 Mikroskopicky priikaz

8.1.1 Mikroskopicky prikaz rodu Pandoraea

Referen¢ni kmeny a klinické izolaty, byly nakultivovany ze zamrazenych kment
na MH agaru po dobu 48 hodin pfi teplot¢ 37°C. Narostlé kultury byly nasledné
obarveny podle Grama. Obarveny preparat jsem pozorovala pii zvétSeni 100x,

kde bylo moZzné pozorovat drobné gramnegativni kokobacily az ty¢inky.

Obrazek 8. Gram negativni tyCinky, vtomto ptipadé zastupce Pandoraea apista

(referencni kmen LMG 16407) —vlevo a Pandoraea pulmonicola (referenéni kmen

LMG 18106) - vpravo

Obrazek 9. Gram negativni tyCinky, v tomto piipad¢ zastupce Pandoraea pnomenusa

(referencni kmen LMG 18087) —vlevo a Pandoraea sputorum (referenéni kmen LMG

18819) - vpravo
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8.1.2 Mikroskopicky prikaz rodu Inquilinus

Rod Inquilinus referenéni kmen i klinicky izolat byly pozorovany po kultivaci
48 hodin na MH agaru pfi teploté 37°C. Preparaty z narostlé¢ kultury byly nasledné
obarveny pomoci Grama a poté pozorovany pii zvétSeni 100x. Pod mikroskopem byly
v preparatu pifitomny dva typy ty€inek, u prvniho typu jsme mohli pozorovat kratsi
tyCinky, které svym vzhledem ptipominaly spiSe koky au druhého typu jsme mohli vidét
drobnou, protdhlou ty¢inku. U klinického izolatu (klinicky izolat 1. limosus 550) byly

pozorovany vétsi a silngjsi tyCinky nez u referenéniho kmene (Z. limosus LMG 20952).

Ty¢inky
pripominaj

Klasické ty¢inky

Obrazek 10. Gramnegativni tyCinky rodu Inquilinus ( zastupce Inquilinus limosus)
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Obrazek 11. Gramnegativni tyCinky, klinicky izolat Inquilinus limosus (klinicky izolat
550 ), na obrazku jsou ptitomny viditeln¢ véEétSi gramnegativni tyCinky nez byly
pozorovany u referenéniho kmene 1. /imosus (referencni kmen Inquilinus limosus LMG

20952)

8.2 Kaultivacni prikaz

8.2.1 Kultivaéni priikaz - Pandoraea

Zamrazeny referenni kmen Pandoraea apista byl kultivovan pii teploté 22°C,
30°C, 37°C a 42°C a u vybranych druht byla provedena kultivace pfi teploté 37- 42°C
na MH agaru. (P. apista, P. pnomenusa, P. pulmonicola). Na MH agaru byl rust
pozorovan ve formn€ malych, drobnych, hladkych kolonii s pravidelnymi okraji,

které byly mlécn¢ zakaleny .

Obrazek 12. Rust referencniho kmene Pandoraea apista (LMG 16407) pfi raznych
teplotach 22°C (obrazek vlevo) a 30°C (obrazek vpravo)
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Obrazek 13. Rust referencniho kmene P. apista (LMG 16407) pii teploté 42°C (obrazek

vlevo) a 37°C (obrazek vpravo- detail)

Obrazek 14. Rust referencniho kmene P. pnomenusa (LMG 18087) pfi teploté 42°C

(obrazek vpravo - detail)

Obrazek 15. Rust referencniho kmene P. pulmonicola (LMG 18106) pii teploté 42°C

(obrazek vpravo - detail)
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Obrazek 16. Rust referenéniho kmene P. sputorum (LMG 18819) pii teploté 37°C

(obrazek vpravo - detail)

Kultivace pti 37°C po dobu 48 hodin, byla provadéna rovnéz na krevnim agaru,
Endové piidé a Sabouraudové agaru. U zadného kmene Pandoraea sp. nebyl prokazan

rst na Sabouraudové agaru.

Obrazek 17. Referencni kmen Pandoraea apista (LMG 16407) nerostl

na Sabouradové agaru pii 37°C ani po 48 hodinové kultivaci

Na krevnim agaru rostla P. apista v podob€ Sedivych, suchych, drobnych kolonii
bez viridace ¢i hemolyzy. Na Endové padé P. apista rostla ve form& drobnych,

hladkych kolonii s kovovym leskem.

/

.

[

Obrazek 18. Rust referencniho kmene P. apista (LMG 16407) na krevnim agaru

(vlevo) a Endové ptudé (vpravo) pii 37°C
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8.2.2 Kultivaéni prukaz - Inquilinus

Referencni kmen Inquilinus limosus (LMG 20952) byl kultivovan pti 37°C a 42°C
po dobu 48 hodin na MH agaru. Kolonie kmene /. /imosus mély dvoji charakter rlstu,
nékteré kolonie byly suché, drobné, mlécné zakalené s pravidelnymi okraji, naproti
tomu druhy typ kolonii se projevil ristem vypouklych mukdéznich kolonii

s nepravidelnymi okraji.

Obrazek 19. Na obrazku muzeme vidét rust referenéniho kmene 1. limosus (LMG

20952) pii 37°C a dvoji typ riistu - mukdzni 1 hladké kolonie

8.3 Priikaz oxidazy a katalazy testu

8.3.1 Prukaz oxidazy a katalazy - Pandoraea

Test na prikaz oxidazové aktivity byl provadén pomoci diagnostickych prouzkt
od firmy ITest. U vSech testovanych referencnich kmenti i klinickych izolati byla

reakce negativni. Katalazovy test byl u vSech referencnich kment i u klinickych izolati

pozitivni.
Referencni kmen Oxiddza Kataldaza
Pandoraea apista (276) negativni pozitivni
Pandoraea sputorum (277) negativni pozitivni
Pandoraea pulmonicola (278)| negativni pozitivni
Pandoraea pnomenusa (279) negativni pozitivni

Tabulka 18. Vysledky oxiddzového a kataldzového testu u referencnich kment
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Klinicky izoldt Oxiddza Kataldaza
Pandoraea pnomenusa (461) negativni pozitivni
Pandoraea apista (470) negativni pozitivni
Pandoraea pnomenusa (527) negativni pozitivni
Pandoraea pnomenusa (533) negativni pozitivni
Pandoraea apista (543) negativni pozitivni

Tabulka 19. Vysledky oxidazového a katalazového testu u klinickych izolata

8.3.2 Prukaz oxidazy a katalazy- Inquilinus

Test na prikaz oxidazové aktivity byl provadén pomoci diagnostickych prouzka
od firmy ITest, jako v pfedeSlém ptipadé u rodu Pandoraea. Oxidazovy test byl
u referencniho kmene 1 klinického izolatu Inquilinus limosus pozitivni. Katalazovy test

se u referen¢niho kmene 1 u klinického izolatu byl negativni.

Referencni kmen/klinicky izolat oxidaza katalaza
Inquilinus limosus (282) ref. kmen pozitivni negativni

Inquilinus limosus (550) klin. izolat pozitivni negativni
Tabulka 20. Vysledky oxidazového a kataldzového testu u referencnich i klinickych

1zolatu

8.4 Selektivni prukaz rodu Pandoraea

8.4.1 Selektivni priikaz kmene Pandoraea apista s pouZitim kmene

Burkholderia cepacia

Dtivodem pro selektivni kultivaci kmenit Pandorea sp. je jejich napadné fenotypova
podobnost a lehka zaménitelnost s kmeny B. cepacia komplexu. Smés druhi P. apista a
B. cepacia byla naockovana na pevné MH medium s disky antibiotik meropenem a
ceftazidim (vice informaci viz kapitola 7.2.3.1.).Po probéhlé kultivaci smesi kmenti
po dobu 48 hodin pti 37°C , u disku ceftazidim a meropenem se nevytvofila zddna zéna
inhibice.

Z okoli antibiotického disku meropenem a ceftazidim byla provedena izolace
na MH agar a nasledné vyhodnocena pomoci ptistroje MALDI- TOFF, ktery provedené
izolace vyhodnotil jako P. apista (skorem analyzy MALDI- TOF bylo v rozmezi
2,2-24).
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Obrazek 20. Smés P. apista a B. cepacia kultivované na MH agaru s antibiotickymi
disky ceftazidim a meropenem — na obrdzku je vidét, Ze po kultivaci trvajici 48 hodin

pti 37°C nedoslo k vytvoreni zony inhibice ani u jednoho antibiotika

Na BC selektivnim agaru, kde podminky kultivace byly stejné jako v predeslém
piipadé, se vytvofila zona inhibice pouze u antibiotického disku meropenem, jejiz
velikost byla 20 mm. V z6né€ inhibice u antibiotického disku meropenem byly pfitomny
drobné kolonie, ze kterych byla udélana izolace na MH agar. U disku ceftazidim se zéna
inhibice nevytvofila. Izolace z okoli antibiotického disku ceftazidim a meropenem,
byla analyzovana na pfistroji MALDI- TOFF, kterd byla vyhodnocena jako P. apista
(skore analyzy MALDI- TOF bylo v rozmezi 2,2 -2,4)

Obrazek 21. Smés P. apista a B. cepacia kultivované na BC selektivnim agaru
s antibiotickymi disky ceftazidim a meropenem — na obrazku je vidét vytvorena zéna
o velikosti 20 mm v okoli antibiotického disku meropenem, zatimco u antibiotického

disku obsahujici ceftazidim se zadna zoéna nevytvofila
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8.4.2 Selektivni priikaz kmene Pandroaea apista z klinického materialu

Smés P. apista a klinického vzorku (sputum) byla kultivovana pii teploté 37°C po
dobu 48 hodin na MH agaru. Ve sputu pacienta s CF pied pfidanim Pandoraea apista
byly nalezeny tyto mikroorganismy : viridujici streptokoky, Candida species a Neisserie
sp.. V okoli diskii meropenem a ceftazidim se po prob¢hlé kultivaci vytvotily inhibi¢ni
zony o velikostech meropenem — 33 mm a ceftazidim - 24 mm.
Z kolonii narostlych v inhibi¢nich z6né¢ byla provedena izolace na MH agar.
Tato narostla kultura byla nasledné analyzovana na ptistroji MALDI- TOF, podle niz se
v okoli obou diski vyskytovala pouze P. apista (skore analyzy MALDI- TOF bylo

v rozmezi 1,9 -2.4) .

Obrazek 22. Smés kmene P. apista s komenzalnimi bakteriemi z klinického vzorku
kultivované na MH agaru s antibiotickymi disky meropenem a ceftazidim -
na obrazku je vidét vytvotfena inhibi¢ni zéna o velikosti 33 mm v okoli disku obsahujici

meropenem a 24 mm v okoli disku ceftazidimu.

Opét smés kmene P. apista s komenzalnimi bakteriemi z klinického vzorku u toho
samého pacienta jako v predeSlém piipadé€, byla kultivovana pfi stejnych podminkéch,
ale tentokrat na BC selektivnim agaru. Zona inhibice se vytvofila pouze
u antibiotického disku meropenem a to o velikosti 21 mm. Z okoli tohoto disku byla
udélana izolace na MH agar, jelikoZ v zon€ inhibice byly pfitomny drobné kolonie.
Druhy den byla izolace postoupena analyze na pfistroji MALDI- TOF.
Vysledky této analyzy potvrdily, Ze v okoli disku meropenem, se vyskytuje pouze kmen
Pandoraea apista (skore analyzy MALDI- TOF bylo v rozmezi 1,9 -2,4).

56



Obrazek 23. Smés kmene P. apista s komenzalnimi bakteriemi z klinického vzorku
kultivované na BC selektivnim agaru s antibiotickymi disky meropenem a ceftazidim —

na obrdzku je vidé€t inhibi¢ni zona, ktera se vytvoftila v okoli disku meropenem ( 21 mm)

8.5 Genotypova identifikace

8.5.1 Genotypova identifikace rodu Pandoraea

Genotypova identifikace metodou amplifikace genu pro 16S rRNA, byla provadéna
pomoci publikovanych primertt PanF, PanR, AppuF, a origindln¢ navrZzenych primera
Pan326 a Pan530 (viz tabulka 14 v kapitole 6.6). Specificky fragment DNA pro rod
Pandoraea mél velikost 645 bp, pro P. apista a P. pulmonicola mél velikost 905 pb a
pro P. apista mél velikost 200 pb.Pomoci PCR s pouZzitim téchto primerti bylo mozné
identifikovat referen¢ni kmeny a klinické izolaty na urovni rodu a zaroven u vybranych
druhtt (P. apista a P. pulmonicola) na urovni druhu. Krom¢ biochemickych,
fenotypovych a rlstovych vlastnosti mizeme pouzit k identifikaci tohoto

potencionalniho patogenu tudiz i tuto metodu PCR.
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Obrazek 24. Genotypova identifikace pomoci amplifikace genu pro 16S rRNA
Legenda: 1- marker molekulovych hmotnosti, 2- negativni kontrola, 3- primery PAN
F/PAN R (amplikon 645pb), 4- primery PAN F/PAN R (amplikon 645pb), 5- primery
AppuF/ Pan R (amplikon 905pb), 6- primery AppuF/ Pan R (amplikon 905pb),
7- negativni kontrola, 8- marker molekulovych hmotnosti, 9- marker molekulovych
hmotnosti, 10- primery Pan 326/ Pan 530 (amplikon 200pb), 11- primery Pan 326/ Pan
530 (amplikon 200pb), 12- negativni kontrola

8.5.2 Genotypova identifikace rodu Inquilinus

Genotypova identifikace amplifikaci genu pro 16S rRNA, byla provadéna pomoci
primera illr a illd (viz tabulka 14 v kapitole 6.6). Specificky fragment DNA
referencniho kmene Inqulinus limosus mél velikost 150 bp. Kromé biochemickych,
fenotypovych a rlstovych vlastnosti mizeme pouzit k identifikaci tohoto

potencionalniho patogenu i tuto metodu PCR.

150 pb

Obrazek 25. Genotypova identifikace pomoci amplifikace genu pro 16S rRNA
Legenda: 1- marker molekulové hmotnosti, 2 - negativni kontrola, 3 - il1d/illr (150pb),
4- il1d/illr (kolem 150pb), 5 - i11d/illr (kolem 150pb), 6- marker molekulové hmotnosti
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8.6 Stanoveni citlivosti k antibiotikum

8.6.1 Stanoveni citlivosti k antibiotikim difiznim diskovym testem —
rod Pandoraea
Kmeny byly kultivovany 48 hodin pii teplot¢ 37°C na MH agaru.
Velikosti inhibi¢nich zon P. apista a P. sputorum a jejich interpretace (po 48 hodinové

kultivaci pfti teploté¢ 37°C na MH agaru, jsou zaznamenany v Tabulce 21., na Obrazku

26. mizeme vidét citlivost P. apista

Referencni druhy - Pandoraea P. apista P.sputorum
Antibiotika I1Z (mm) | C/R | IZ (mm) C/R
1 - Colistin 6 R 6 R
2 - Gentamicin 6 R 6 R
3 - Netilmicin 12 R 6 R
4 - Tobramycin 14 R 6 R
5 - Ampicilin/ Sulbactam 33 C 28 C
6 - Kotrimoxazol 28 C 31 C
7 - Ofloxacin 6 R 6 R
8 - Ciprofloxacin 6 R 6 R
9 - Amikacin 17 C 6 R
10 - Ceftazidim 6 R 6 R
11 - Piperacilin/ Tazobactam 28 C 14 R
12 - Cefepim 29 C 6 R
13 - Cefoperazon/Sulbactam 40 C 35 C
14 - Imipenem 27 C 27 C
15 - Meropenem 6 R 6 R
16 - Tigecyklin 22 C 16 R

Tabulka 21. Velikosti inhibi¢nich zon u zastupce - Pandoraea apista , Legenda:
IZ — inhibi¢ni zéna, C — citlivy, R- rezistentni, zvyraznéna antibiotika (ceftazidim a

meropenem) pouzita k selektivnimu prikazu
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Obrazek 26. Velikost inhibi¢nich z6n antibiotickych diskii u kmene P. apista, kde
miZzeme vidét citlivd tato antibiotika - 1. obrdzek — tobramycin (4), ktery ma
zde vytvotenou inhibi¢ni zonu, ale je rezistentni, ampicilin/sulbaktam (5), cotrimoxazol
(6), 2. obrazek — amikacin (9), piperacilin/ tazobactam (11), cefepim (12),
3. obrazek - cefoperazon/ sulbactam (13), imipenem (14) a tigecyklin (16)

Velikosti inhibi¢nich zén P. pulmonicola a P. pnomenusa a jejich interpretace

po 48 hodinové kultivaci pii teplot¢ 37°C na MH agaru, jsou zaznamendny

v Tabulce 22.

6 R 6 R
6 R 6 R
12 R 6 R
14 R 6 R
33 C 28 C
28 C 31 C
6 R 6 R
6 R 6 R
17 C 6 R
6 R 6 R
28 C 14 R
29 C 6 R
40 C 35 C
27 C 27 C
6 R 6 R
22 C 16 R

Tabulka 22. Velikost inhibi¢nich zon - P. pulmonicola, P. Pnomenusa. Legenda:
IZ- inhibi¢ni zéna C — citlivy, R- rezistentni, razové zvyraznéni - antibiotika pouzitd

k selektivnimu prikazu
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8.6.2 Stanoveni citlivosti k antibiotikum metodou minimalni inhibi¢ni

koncentrace (MIC) — Pandoraea apista

Odecet minimélni inhibi¢ni koncentrace byl proveden po 24 i 48 hodinéach.

Odectené hodnoty jsou zaznamenany v Tabulce 23.

Odecienc | 1, 510n¢
Antibiotika ;’%Cn,ot‘z 24 hodnoty MIC | Citlivy/ Rezistentni
(48 hod)
hod)
Ampicilin > 64 > 64 R
Ampicilin/ Sulbactam 2 2 C
Cefazolin > 64 > 64 R
Cefuroxim 32 32 R
Cefotaxim 64 32 R
Gentamicin 32 16 R
Cotrimoxazol 1 1 C
Colistin > 32 > 32 R
Kyselina oxolinova > 64 > 64 R
Ofloxacin 16 16 R
Tetracyklin 8 16 R
Aztreoam >16 >16 R
Piperacilin 128 128 R
Piperacilin/ Tazobactam 128 64 R
Cefoperazom > 64 > 64 R
Cefotaxim 1 1 C
Ceftazidim >16 >16 R
Cefepim 16 16 R
Cefoperazom/Sulbactam 2 2 C
Meropenem > 32 > 32 R
Ciprofloxacin >16 >16 R
Tigecyklin 1 2 C
Tobramycin 16 32 R
Amikacin > 32 > 32 R

Tabulka 23. Odectené hodnoty ze stanoveni citlivosti k antibiotikim metodou

minimdlni inhibi¢ni koncentrace( (MIC), Legenda: C — citlivy, R- rezistentni
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8.6.3 Stanoveni citlivosti k antibiotikiim difuznim diskovym testem —
Inquilinus limosus

Velikosti inhibi¢nich zo6n /1. limosus a jejich interpretace po probéhlé

48 hodinové kultivaci pfi 37°C jsou zaznamenany v Tabulce 24. na Obrdazku 26..

muzeme vidét citlivost 1. limosus

Odectené
Antibiotika Zkratka | hodnoty R/C
1 - Colistin CT10 6 R
2 - Gentamicin CN 10 18 C
3 - Netilmicin NET30 |6 R
4 - Tobramycin TOB 10 |6 R
S - Ampicilin/ Sulbactam SAM 20 |6 R
6 - Kotrimoxazol SXT25 |6 R
7 - Ofloxacin OFX5 |30 C
8 - Ciprofloxacin CIPS 27 C
9 - Amikacin AK 30 19 C
10 - Ceftazidim CAZ 30 |6 R
11 - Piperacilin/ Tazobactam | 7ZP 110 | 6 R
12 - Cefepim FEP29 |6 R
13 - Cefoperazon/Sulbactam | SCF 105 | 6 R
14 - Imipenem IMP 10 |50 C
15 - Meropenem MEM 10 | 46 C
16 - Tigecyklin TGC15 |50 C

Tabulka 24. Odectené hodnoty inhibicnich zén ze stanoveni citlivosti k antibiotikim
pomoci difuzniho diskového testu, Legenda: C — citlivy, R- rezistentni,

x- nevyhodnoceno
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Obrazek 26. Velikost inhibi¢nich z6n antibiotickych diskdl u kmene Inquilinus limosus,

kde mlzeme vidét citlivd tato antibiotika - 1. obrazek — gentamicin (2),
2. obrazek — ofloxacin (7), ciprofloxacin (8), amikacin (9), 3. obrdzek - cefoperazon/

sulbactan (13) - nebylo mozné vyhodnotit, imipenem (14), meropenem (15), tigecyklin

(16)
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9 Diskuze

Pfredmétem této studie bylo zavedeni diagnostiky noveé se objevujicich se
potencionalnich patogent, jako jsou =zastupci rodu Pandoraea a Inquilinus,
kteti zptisobuji u nékterych pacientt s CF zhorseni klinického stavu a u jinych pacientl
s timto onemocnénim zlstavaji pacienti bez klinickych projevl. Pfedmétem studia,
jak teoretického, tak i praktick¢ho byly fenotypové a genotypové vlastnosti rodi
Pandoraea a Inquilinus, které by mohly slouzit jak jejich identifikaci z bakterialni
kultury tak k v€asnému prikazu pfimo z klinického materialu.

Rod Pandoraea. Mikroskopii kultury, kterd byla obarvena klasickym
diagnostickym barvenim dle Grama, jsme se piesvédcili, Ze se opravdu jedna o drobné
gramnegativni bakterie. Tyto tyCinky velikostné odpovidaji 0,5 —4 um [11]. V pfipadé
identifikace, neni vSak mikroskopicky prikaz signifikantni, bakterie nemaji
charakteristicky vzhled, ktery by je pomohl odli$it od jinych gramnegativnich ty¢inek.
Ristové vlastnosti, na které odkazuje odborna literatura, byly také prokazany [11,13].
Riast jsme testovali pii nékolika teplotach (22°C, 30°C, 37°C,42°C)
a to po dobu 24 — 48 hodin. Kultivace trvajici pouze 24 hodin byla nedostacujici, a
proto byla prodlouZzena na 48 hodin, kdy kmeny tvofily kolonie 2 -3 mm velké.
Pti teploté 37°C rostly na MH agaru dofe vSichni zastupci tohoto rodu. Kolonie byly
drobné, hladké, mlécné zakalené s pravidelnymi okraji. P.  pnomenusa,
P. pulmonicola a P. apista, je mozné také kultivovat pii teploté 42°C [13], kdy kolonie
rostly obdobnym zptisobem jako v pfedchozim ptipad€. Jako vhodné kultivaéni medium
se neosvedcilo pouziti Sabouradova agaru s obsahem gentamicinu, na kterém studované
kmeny nerostly.

P. apista je ze 64% oxidaza pozitivni, P. pulmonicola, ktera by méla byt také
oxidadza pozitivni podle odbornych ¢lankt [11,13], byla ale pfi naSem testovani urena
jako oxiddza negativni. Pro jeji testovani se pouziva fada modifikaci oxiddzového testu.
Tyto rozdily mohly byt tudiz ovlivnéné pouzitim jedné z modifikace testu. U vSech
zastupcl rodu Pandoraea byl pozitivni katalazovy test.

Rod Pandoraea je v mnoha ptipadech chybné identifikovan jako B. cepacia [11].
Z toho divodu jsme hledali, rozdily mezi témito dvéma druhy bakterii, které by se
mohly  nasledné vyuzit  pfi  navrzeni noveé diagnostické pudy.
Stanovenim citlivosti k antibiotikiim bylo zjiSténo, Ze v§echny kmeny z rodu Pandoraea

jsou rezistentni k témto antibiotikim — gentamicin, netilmicin, tobramycin, colistin,
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ceftazidim a meropenem. U B. cepacia je vétSina téchto antibiotik také rezistentni, az
na ceftazidim a meropenem, zc¢ehoz jsme vychdzeli pii selektivnim prikazu.
Predmétem testovani selektivniho prikazu, bylo si ovéfit zde naSe hypotéza,
ze pokud by se pridala antibiotika, ktera jsou rezistentni u rodu Pandoraea a zaroven
citlivdi u B. cepacia, by po pifidani do béZného Zzivného agaru, mohla slouZit
k selektivnimu prikazu rodu Pandoraea. Referenéni kmeny bylo opravdu mozné
izolovat z okoli disku meropenem a ceftazidim, ze smési jak B. cepacia komplexu tak
ze vzorki sputa s pfitomnymi komenzalnimi bakteriemi.

Ke genotypovému uréeni rodu Pandoraea metodou sekvenace 16S rDNA jsem
pouzila jednak primery, které byly jiz v pfedchozich letech pouZity v jinych studiich
[11] a primery pro druh P. apista, které jsem si sama navrhla na zaklad¢ sekvence
strukturdlniho genu pro 16S rDNA. Amplifikace genu pro 16S rDNA je vhodnou
metodou pro diagnostiku tohoto rodu, i kdyz nékteré studie uvadéji, ze prave touto
metodou nemusi byt nékteré druhy rozeznany dokonale, a proto doporucuji pouziti
sekvenace genu pro gyrazu gyrB [14] .

Rod Inquilinus. Mikroskopii kultury, ktera byla obarvena klasickym diagnostickym
barvenim dle Grama, bylo opét potvrzeno, Ze se jednd o drobnou gramnegativni
ty¢inku. Mikroskopie je  metodou, kterd 1 vtomto piipadé je nespecificka,
kvtli podobnosti s jinymi bakteriemi ze skupiny gramnegativnich nefermentujicich
ty€inek, jako jsou napiiklad zastupci rodu Pseudomonas [16] .

Rist kmenl Inquilinus sp. je podle literatury mozny pii 25- 42°C [15], druh
Inquilinus limosus jsme kultivovali jen pfi teploté 37°C po dobu 48 hodin. Jeho rist je
charakteristicky vyskytem dvou typid kolonii [16], a to muko6znich, které mohou byt
diky své podobnosti s P. aeruginosa chybn¢ identifikovany [17] a drobnych suchych
kolonii. Nékteré studie uvadéji, ze mukdzni typ ristu piispiva ke kolonizaci pacientd
s CF [18]. Oba dva typy kolonii byly pozorovany i v této studii.

1. limosus, je popisovan jako katalaza a oxidaza pozitivni [15,16]. V této studii jsme
také testovali oxidazovou a kataldzovou aktivitu, kdy test na oxiddzu byl stejné,
jak uvadéji 1 jiné studie pozitivni, kdeZto kataldzova aktivita na rozdil zahrani¢nich
¢lankti nebyla prokdzéna, coz by mohlo byt zdavodu mukézniho rlstu
1. limosus, kdy mukdzni kolonie neobsahuji dostacujici mnozstvi bakterii.

Stanoveni citlivosti k antibiotikim, ukézalo studované kmeny jako rezistentni
ke colistinu, peniciliniim, cefalosporiniim a monobaktamiim a mezi citlivd antibiotika

s velkou zonou inhibice patfily také imipenem a ciprofloxacin [16]. Vysledky stanoveni
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citlivosti k antibiotiklim byly obdobné jako v zahrani¢ni literatute, kde se imipenem
doporucuje jako antibiotikum prvni volby v 1é€bé pacientii s CF se zdznym klinickym
prabéhem této infekce.

Ke genotypové identifikaci kmene /. /imosus metodou 16S rRNA, byly pouzity jiz
znamé primery [18]. Genotypova indetifikace pomoci amplifikace genu pro 16S rRNA
je tedy také vhodnou senzitivni a specifickou metodou pro stanoveni a prukaz
bakteridlniho druhu, kterého etiopatogeneze a epidemilogi je zatim pouze malo

prozkoumana.
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10 Zavér

Analyza fenotypovych a molekuldrné-biologickych vlastnosti a stanoveni
kvalitativni a kvantitativni citlivosti k antibiotikiim rodu Pandoraea ptinesl fadu novych
poznatki, které by mohly pomoci pii v€asné diagnostice a tudiz navrzeni adekvéatni
lécby infikovanych pacientii s CF. K diagnostice kmeni z rodu Pandoraea mohou byt
pouzivany metody molekularné-biologické a dale také metoda selektivniho prikazu
pomoci nové navrzené izola¢ni plotny. NavrZeni selektivni kultivace je vhodna
pro kultivaci klinickych izolati Pandorae sp. ze vzorkil pacientli s CF. Zavedena byla
rovnéz 1 genotypova identifikace kmenli zrodu Pandoraea a Inquilinus pomoci
Jiz zndmych nebo originaln€ navrzenych primert. Tyto metody umoZzni prikaz téchto
bakterialnich patogenti, které dosud unikaji pozornosti mikrobiologické diagnostiky.
Pomoci standardizovanych metod je mozné stanovit jejich citlivost k antibiotikim a

pacienty specificky 1écit.
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