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2. ABSTRAKT

Cysticka fibroza (CF) je nejcastéjsi autozomalné recesivné dédi¢né onemocnéni v kavkazské populaci.
Toto onemocnéni je zplisobeno poruchou proteinového kanalu, ktery zajistuje pienos chloridovych
iontl skrz cytoplazmatickou membranu. Prestoze tato porucha zasahuje rtizné organy, je postizeni
k tvorb¢ hustého a vazkého hlenu, ktery brani odstranovani prachovych castic a bakterii. Hlavni
komplikaci CF jsou bakterialni infekce respiraniho traktu, které prechazeji do chronicity a jsou
nejcastéjsi pricinou progresivniho respiraéniho selhani a pfedéasného umrti. Nejvyznamngj$imi
puavodci téchto infekci jsou Pseudomonas aeruginosa a bakterie komplexu Burkholderia cepacia
(Bcc). Chronické infekce zptsobené témito mikroorganismy jsou prakticky nevylécitelné. Situaci
u infekci zpisobenych témito bakteriemi komplikuje vyskyt epidemickych kmend, jez se pifenasi mezi
pacienty. Prevence §ifeni infekci u pacientii s CF zavisi na pfesné a V¢asné bakteriologické diagnostice
puvodce na druhové a kmenové trovni a na disledné aplikaci protiepidemickych opatfeni, ktera jsou
zalozena predevs§im na izolaci pacientti podle jejich mikrobiologického nalezu.

Cilem této dizerta¢ni prace bylo definovat epidemiologii infekci zptisobenych P. aeruginosa a Bcc,
U pacientl prazského centra pro CF s diirazem na aplikaci modernich genotypizacnich technik. Prace
navazuje na jiz diive dosazené vysledky, zvlasté na zavedeni molekularné genetické diagnostiky Bcc
(Drevinek P. et al.,, 2002) aP. aeruginosa a zachyt vysoce epidemického kmene Burkholderia
cenocepacia CZ1 v ¢eské populaci pacientt s CF (Drevinek P.et al., 2005).



3. ABSTRACT

Cystic fibrosis is the most abundant inherited autosomal recessive disease in Caucasian population.
Cystic fibrosis is caused by a dysfunction of a transport channel which is responsible for the transport
of chloride ions on the apical side of the plasma membrane. Despite the fact that the dysfunction of the
transport channel is present in several organs, the most severely affected one is the respiratory system.
Because of the ion imbalance, thick sticky mucus is produced on the surface of the airways which then
prevents the removal of dust particles and bacteria. The main complications of cystic fibrosis are the
bacterial infections of the respiratory system which become chronic during the patient’s life and thus
are the most common causes of the respiratory failure and premature death. The most important agents
causing these infections are Pseudomonas aeruginosa and Burkholderia cepacia (Bcc). Infections
caused by those bacteria are practically untreatable and serious complications arise from the existence
of epidemic strains which can be transfered from patient to patient. Precise and fast diagnostics of
pathogenic strains is a critical step to avoid spreading bacterial infections as well as strictly followed
anti-epidemic strategies mainly based on isolation of cystic fibrosis patients according to their
microbiology diagnostic results.

The aim of this PhD thesis was to define the epidemiology of infections caused by P. aeruginosa
a Bcc in cystic fibrosis patients of Prague Center for cystic fibrosis with focus on application of
modern genotypisation techniques. This thesis follows up the previous work, mainly the establishment
of molecular and genetic diagnostics of Bcc (Drevinek P.et al., 2002) and P. aeruginosa and the
prevalence of the highly epidemic strain of Burkholderia cenocepacia CZ1 in the population of the
cystic fibrosis patients in Czech Republic(Drevinek P.et al., 2005).



4, Uvod

Cysticka fibroza (CF) je jednim z nejcastéjSich vrozenych autozomalné recesivnich onemocnéni, které
se v kavkazské populaci vyskytuje s frekvenci jednoho postizeného na 3000 narozenych déti. Jde
0 multiorgdnové onemocnéni, jehoz pfi¢inou je mutace v obou alelach genu pro transmembranovy
regulator vodivosti ionti — Cystic Fibrosis Transmembrane Coductace Regulator (CFTR). Mutaci v
genu dochazi k poruse nebo uplné dysfunkci proteinového kanalu, a tim ke zvySenému influxu
sodnych iontl a vzniku relativni nepropustnosti pro chloridové ionty (Roomans G.M., 2014). Cysticka
fibroza postihuje vsechny t€lni systémy s vyjimkou centralniho nervového systému. Nejzavaznéji byva
postizen dychaci systém pacientt.

V duisledku naruseného transportu iontlt dochazi k poruse samodistici funkce sliznice a vzniku
vazkého, hustého hlenu, ktery je nasledné pticinou obstrukce dychacich cest. Diky tomu se prostiedi
dychacich cest stava idealnim mistem pro rozvoj bakteridlnich infekci, které Ize jen s obtiZemi ucinné
1écit (Matsui H. et al., 1998). Respiracni infekce tedy Casto v pribéhu pacientova zivota prechazeji do
chronicity a vedou k nevratnému poskozeni plicni tkdn€, vzniku chronické obstrukéni plicni nemoci,
plicnimu selhani a smrti pacienta. Slozeni mikrobialni flory dychacich cest se do zna¢né miry méni v
prabéhu infekce a to zejména v pribéhu exacerbace (Twomey K.B. et al., 2013). I kdyz plicni infekce
u pacientu s CF zpUsobuji nékteré bézné bakterialni druhy jako Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Haemophilus influenzae nebo Streptococcus pneumoniae, mohou se na nich podilet i
méné obvyklé podminéné patogenni bakterie. Jde o bakterie z komplexu Burkholderia cepacia (Bcc),
Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans, Pandoraea spp., Ralstonia spp.,
Inquilinus limosus, netuberkul6zni mykobakterie a dalsi druhy (Miller M.B. a Gilligan P.H., 2003;
Lyczak J.B. et al., 2002; Hutchinson G.R. et al., 1996; Levy I. et al., 2008).

4.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je gramnegativni, nesporulujici, pohybliva bakterie, v pfirodé zna¢né rozsitena.
Diky této metabolické flexibilit¢ osidluje P. aeruginosa rozmanita, predev§im vlhka prostiedi.
Pfirozené se vyskytuje ve vodé a pade, v kofenovych systémech rostlin, ¢i stolici zvifat a lidi. P.
aeruginosa zahrnuje ohromné mnozstvi vice ¢i méné klinicky vyznamnych kment. Zpusobuje
pfedevsim infekce mocCovych cest a respiracniho traktu, ale i septikémie a zdvazné infekce u

imunokompromitovanych pacientti.

4.1.1. Klinicky pribéh infekce P. aeruginosa u pacienti s CF

U pacient s CF infekce zpusobené P. aeruginosa zasadné zhorSuji prognoézu onemocnéni.
Chronicka plicni infekce mé charakteristicky vyvoj. V prvni dekade pacientova zivota, nastava obdobi
intermitentni kolonizace P. aeruginosa a teprve v pozd¢jsim véku dochazi témét u vsech pacientl k
vytvoreni chronické infekce (Johansen H.K. a Hoiby N., 1992). Kmeny zptsobujici Casné a

intermitentni infekce se Casto podobaji kmentim z prostfedi. Tyto kmeny nejsou mukoidni, obvykle



rychle rostou a jsou citlivé na antibiotika (Murray T.S. et al., 2007; Folkesson A. et al., 2012). Po této
docasné fazi postupné dochazi k ptizpusobeni se P. aeruginosa prostiedi dychacich cest pacienta,

vzniku mukoidnich variant kolonizujicich kmeniti a rozvoji chronické infekce.
4.1.2. Prevalence infekce vyvolana P. aeruginosa a epidemické kmeny

Vétsina specializovanych center se u pacienti s CF potykd s vysokou prevalenci infekci
vyvolanych P. aeruginosa, ktera se pohybuje v rozmezi 60—80 % (de Vrankrijker A.M. et al., 2011,
Aaron S.D. et al., 2010; Currie A.J. et al., 2003; Kerem E. et al., 1990b). Do pocatku 90. let minulé¢ho
stoleti se za hlavni zdroj ndkazy pacientd s CF povazovalo prostiedi. Pacienti se infikovali unikatnimi,
vzajemné nepiibuznymi kmeny. Koncem minulého stoleti se zacaly objevovat prace o prenosnych,
vysoce infekénich kmenech, které jsou asociovany s vyraznéjsi antibiotickou rezistenci a horS$im
prib&hem onemocnéni (Armstrong D. et al., 2003; Jones A.M. et al., 2001; Al-Aloul M. et al., 2004;
Griffiths A.L. et al., 2005).

S vyskytem epidemickych kment fada center pro 1écbu CF zavedla pfisny systém oddélené¢ho
sledovani pacientii podle jejich mikrobiologického nalezu, aby tak zabranila moznému dal§imu Sifeni
infekce. Paraleln¢ se zavadénim hygienicko-epidemiologickych opatfeni se zacal klast velky diraz i na
casnou a spolehlivou diagnostiku infekce a na provadéni molekularné epidemiologickych Setfeni pro

zjiSténi eventudlni pfitomnosti epidemickych kment.

4.2 Komplex Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia (Bcc). Tento komplex zahrnuje 18 validné pojmenovanych druht. Jedna se o
gramnegativni, aerobni, nesporulujici tyCinky, které byly nalezeny v pude¢, vlhkych prostredich,
vodnich rezervoarech, rhizosféte rostlin, primyslovych zatizenich, hospitaliza¢nich centrech, ale i u
imunokompromitovanych pacienti (Uehlinger S. et al., 2009). Klinické projevy infekce zptisobené
Bcc se pohybuji od asymptomatického nosi¢stvi az po nahlé a t€zké septické stavy, které se oznacuji
jako cepacia syndrom. Nasledné¢ se zjistilo, Ze vné&jsi prostfedi neni jedinym zdrojem nakazy, ale Ze k
prenosu infekce mize dojit i pfenosem z pacienta na pacienta a to i neptimo skrze kontaminované
plochy a pfedméty. Diky tomu ¢elila fada center pro 1é¢bu CF propuknuti epidemii infekci vyvolanych
Bcc (Bernier S.P. et al., 2008).

4.2.1. Klasifikace bakterii komplexu B. cepacia

Druhy nalezici do Bcc byly popsany nejprve jako jednotny kmen, rostlinny patogen zptsobujici
hnilobu cibule (Mahenthiralingam E. a Vandamme P., 2005). Fenotypova rozmanitost izolatd B.
cepacia vedla k podrobnym molekularné genetickym analyzam, pii kterych bylo zjisténo, Ze do té

doby takto oznaCované bakterie, patfi do nékolika fenotypové neodliSitelnych ale genotypoveé



odlisnych druhi, tzv. genomovart S rozvojem molekularné genetickych technik byl Bcc postupné

roz§ifen na soucasnych 18 druht.

4.2.2. Epidemiologie komplexu B. cepacia

Ptenos infekce z pacienta na pacienta byl popsan u nékolika druhi Bcc. Epidemiologické studie na
konci 90. let 20. stoleti nicméné ukazaly, Ze naprosta vétSina infekci je zplsobena
B. cenocepacia a B. multivorans (Drevinek P. a Mahenthiralingam E., 2010). Pfestoze infekce
jakymkoli druhem Bcc je u pacientd s CF obvykle spojovana s t€Z§im prib&hem respiraénich
onemocnéni a hor$i progndézou zakladniho onemocnéni, B. cenocepacia se povazuje za
syndromu. Tento druh pfedstavuje vysoké riziko pro pacienty i proto, Ze zahrnuje nejvice znamych
epidemickych kmenti (Drevinek P.et al., 2005; Speert D.P. et al., 2002; Coenye T. et al., 2002).
Nejznaméjsim kmenem tohoto druhu je B. cenocepacia ET12 (B. cenocepacia Electrophoretic Type
12). ET12 zahrnuje n€kolik kmend zodpovédnych za zavazné infekce a epidemie mezi pacienty
v Kanad¢, Velké Britanii a nékolika evropskych centrech (Mahenthiralingam E. a Vandamme P.,
2005). Krom¢ ET12 patii do druhu B. cenocepacia i epidemické kmeny oznacované podle jejich
fingerprintového profilu jako RAPD typ 01, 04 a 06, které jsou rozsifeny mezi pacienty v kanadskych
centrech (Speert D.P. et al., 2002). Spad4 sem i epidemicky kmen CZ1 popsany v Ceské republice
(Drevinek P. et al., 2005). Na druhou stranu jsou popsany epidemické kmeny i u dalSich druhd v ramci
Bcc jako jsou B. multivorans (Baldwin A. et al., 2008; Govan J.R. et al., 2007), B. cepacia a B.
contaminans (Martina P. et al., 2013; Medina-Pascual M.J. et al., 2012).

4.2.3. Genom komplexu B. cepacia

Bakterie Bcc maji velmi plasticky genom netypicky pro prokaryotni organizmy. Kompletni
sekvenace genomu J2315 byla dokonéena v roce 2003 aukézala, ze bakterialni genom obsahuje
prekvapivé velké mnozstvi genomickych ostrovi, které zaujimaji vice nez 9 % z celkové velikosti
chromozomu (Holden M.T. et al., 2009). Tyto genomické ostrovy obsahuji celou fadu inzerénich
sekvenci (IS). Sekvenacni analyzou bylo v genomu J2315 nalezeno 22 ruznych IS, kdy ¢étyfi z nich se
vyskytuji ve vice nez jedné kopii. Jde o IS407 (13 kopii), ISBcen8 (12 kopii), ISBcen9 (9 kopii) a
ISBcen20 (9 kopii) (Holden M.T. et al., 2009). IS maji i pfes svou jednoduchost, schopnost
podporovat genomické pieskupovani a mohou ovlivnit traskripéni aktivitu nékterych genu (Wood
M.S. et al., 1991; Miche L. et al., 2001). Pfedpoklada se, ze asociace IS s ur€itymi geny muZze mit za

nasledek zvysené riziko pienosu a virulence daného kmene Bcc.

5.1. Metody detekce a typizace bakterialnich patogent
Spravna identifikace a typizace bakterii az na kmenovou ¢i klonalni uroven je dulezitad pro

pfesnou diagnostiku, nastaveni vhodné 1éCby i ke zjiSténi epidemiologického obrazu bakterialni



infekce. Vhodnd typiza¢ni metoda musi mit vysokou rozliSovaci schopnost, dostate¢nou
reprodukovatelnost, ma byt snadno implementovatelna do rutinniho provozu a ekonomicky pfijatelna
(van Belkum A. et al., 2007). Metody identifikace a typizace se d€li na fenotypové a genotypové.
Vzhledem k ¢asové naro¢nosti a nedostatecné rozliSovaci schopnosti vétSiny fenotypovych metod
doslo v poslednich desetiletich k velkému rozvoji metod genotypizacnich, které umoznuji u kazdého
izolatu urcit genotypovy profil (napt. elektroforeticky fingerprint nebo sekvencni typ) a tim jeho
identifikaci aZ na uroven kmene ¢i epidemického klonu.

Genotypizacni metody lze rozdélit do tfi kategorii. Prvni kategorii tvofi metody zaloZené na tvorbé
fragmentli DNA. Do této skupiny patii makrorestrikéni analyza DNA s naslednou separaci fragmentti
v pulznim elektrickém poli (Pulsed Field Gel Electrophoresis — PFGE), metoda polymorfizmu délky
restrik¢nich fragmentt (Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP), metoda amplifikace
polymorfnich tseki DNA (Random Amplified Polymorphic DNA assay — RAPD), Rep — PCR
(Repetitive sequence — based Polymerase Chain Reaction), BOX — PCR (BOX Polymerase Chain
Reaction) a ERIC — PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Polymerase Chain
Reaction). Kombinaci $tépeni DNA restrik¢énimi endonukleazami a selektivni amplifikaci vybranych
fragmentll vyuziva polymorfizmus délky amplifikovanych fragmentti (Amplified Fragments Length
Polymorphism — AFLP).

Druhou skupinu tvoii metody zalozené na sekvenaci DNA. Tyto metody mizeme dale dle
principu rozdélit na tradi¢ni Sangerovo sekvenovani a sekvenovani nové generace (Next generation
sequencing).

Posledni skupinu genotypizacnich technik tvofi tzv. hybridizacni metody, které vyuZzivaji
k vyhledavani mutaci sondy — fluorescenéné znacené tiseky DNA o znamé sekvenci, které jsou
komplementarni ke studovanému useku DNA nebo RNA. Na zaklad¢ velikosti a poétu DNA

fragmentl na nosic¢i miizeme tyto sestavy rozlisit na makro- a mikroarraye.

6.1. Situace v prazském centru pro lé¢bu CF a diagnostika komplexu B. cepacia

a P. aeruginosa

Prazské centrum pro 1écbu CF pii 2. LF UK v Praze a FN v Motole je nejvét§im a centrem pro
pacienty s timto onemocnénim v CR.

Kultiva¢ni diagnostika bakterii Bcc zalozena na vyuziti selektivniho agaru BCSA (Burkholderia
cepacia selective agar) byla zavedena v tomto centru v roce 1994. Diky tomu bylo zjisténo, Ze
bakterie, v té dob& oznaCovania jeSté jako Pseudomonas cepacia, je pfitomna zhruba u
20 % vsech pacientd s CF. V roce 2001 byla mezi rutinni analyzy implementovana molekularné
geneticka diagnostika z klinického materialu zalozena na polymerazové fetézové reakci (Polymerase
chain reaction — PCR) amplifikujici gen recA. Kromé piimé detekce bakterii Bcc byly zavedeny i

specifické PCR reakce, které umoznuji naslednou identifikaci genomovarii. S narGstajicim poctem



druhti Bcc a zavedenim metody MLST do rutinniho provozu vSak pozbyly tyto druhové specifické
PCR metody vyznamu.

Na zakladé vysoké prevalence infekce mezi Ceskymi pacienty byla na zacatku tohoto stoleti

provedena studie, ktera odhalila, ze ptivodci vétSiny infekcei zplsobenych bakteriemi Bcc nalezi k
druhu B. cenocepacia (Drevinek P. et al., 2005). Nasledné bylo zjisténo, ze v ¢eské populaci pacientl
S CF cirkuluje epidemicky kmen, ktery byl oznacen jako CZ1 (ST 32) — viz vyse. Toto zjisténi vedlo
ke zptisnéni a dislednému dodrzovani segregacnich a protiepidemickych opatieni.
Tento kmen je pfibuzny s jiz diive popsanym epidemickym kmenem ET12 (Drevinek P.et al., 2005).
Prestoze kmeny ET12 (ST 28) a CZ1 (ST 32) jsou uzce piibuzné, jejich MLST profily se lisi ve tfech
genovych alelach (Drevinek P. a Mahenthiralingam E., 2010). Odlisné chovani obou kmeni lze
pozorovat i v podminkach oxidativniho stresu, kterému byly oba kmeny experimentalné vystaveny a
které simulovalo prostfedi dychacich cest u chronicky nemocnych pacientt s CF (Drevinek P. a
Mahenthiralingam E., 2010)

Podobné jako v ostatnich centrech pro CF je za vysoké procento infekci pacientll v prazském
centru zodpovédna P. aeruginosa. Diagnosticky pritkaz tohoto patogenu je v soucasné dobé zalozen
na jeho amplifikaci na klasickych kultiva¢nich padach. Na pielomu let 2003 a 2004 byl tento
kultivacni prikaz doplnén o pfimou molekularné — genetickou detekci patogenu v klinickém
materialu. Podstatou této metody je nested PCR zaloZené na detekci genu pro lipoprotein vnéjsi
membrany — oprL. Tato metoda vSak neposkytovala spolehlivé vysledky a zakladem diagnostiky tedy
i nadale zustalo pravidelné kultivacni vySetieni. I pfes vysoky vyskyt infekce P. aeruginosa mezi
Ceskymi pacienty s CF, doposud chybéla podrobna epidemiologicka analyza zaméfend na genetickou

strukturu a vlastnosti této bakterialni populace.
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Cile

Analyza ptivodct infekei pacient prazského centra pro 1écbu cystické fibrozy se zaméfenim na
ptitomnost epidemickych kmena P. aeruginosa s vyuzitim celogenomové genotypizacni techniky

S vysokou rozliSovaci u€innosti.

Identifikace bakterialnich izolatt Bcc, ziskanych z klinického materialu pacientt s CF, metodou
multilokusové sekvenéni typizace (MLST) az na uroven kmene bez nutnosti kultivacniho

zachytu.

Studium genomt kment Bcec CZ1, ET12, RAPD 04 a RAPD 06 s ohledem na inzer¢ni sekvence
(IS), které mohou byt pticinou odlisnych makrorestrikénich profilti genomové DNA u izolath se

shodnym ST profilem.

o Aplikace vybranych stresovych podminek za ucelem prokazani pieskupovani IS
v genomu CZ1 — 1238 a ET12 — J2315.
. Detekce moznych piemistovani ISBcen20 mechanizmem ,,cut and paste v genomu

vybraného izolatu ET12 metodou multiplex — PCR.

11



6. Materialy a metody

Studium vlastnosti a klondlnich vazeb izolath P. aeruginosa ziskanych od pacientd prazského centra

pro 1écbu CF
Druhova identifikace izolati P. aeruginosa byla provedena pomoci API20NE systému

(BioMerieux, Francie) a nasledné potvrzena pomoci metody PCR zaméfené na oblast oprL genu (De
Vos D. et al., 1997). Minimalni inhibi¢ni koncentrace antimikrobialnich latek byly vySetfeny

mikrodiluéni metodou podle pokynti CLSI (www.http://clsi.org). Stanoveni klonalni vazby mezi

jednotlivymi izolaty P. aeruginosa bylo provedeno pomoci genotypizaénich metod AFLP a

makrorestikéni analyzy (Spel).

Identifikace a typizace bakterii komplexu B. cepacia pomoci MLST z klinického materidlu pacientu s

CF bez nutnosti kultivaéniho zachytu

Pro nested uspoiadani MLST provadéné z klinického materialu byla vyizolovana DNA pomoci
kitu Amplicor Respiratory Specimen Extraction kit (Roche). Identifikace a typizace bakterialnich
kmeni byla provedena pomoci modifikovaného protokolu MLST Bcc (Baldwin A. et al., 2005,
Spilker T. et al., 2009), ktery byl ptepracovan do nested PCR formatu.

Studium inzerénich sekvenci u B. cenocepacia a vliv stresovych podminek na jejich pfeskupovani

Pro stanoveni pfitomnosti a rozmisténi IS pomoci RFLP a Southern hybridizace, byla vyuzita
genomova DNA ziskana extrakci pomoci sklenénych kuli¢ek (Mahenthiralingam E. et al., 1996).
Pohyb vybrané IS — ISBcen20 navozeny aplikaci stresovych podminek byl vyvolan vystavenim
kolonii kmene CZ1 a J2315 — sérii sedmi paséazi, tepelnému Soku a riistu v subinhibi¢ni 0,01% a 0,1%
koncentraci peroxidu vodiku. Nasledna analyza ziskanych izolati byla provedena pomoci
makrorestrikéni analyzy (Spel) dle diive publikovaného protokolu (Drevinek P.et al., 2005). Detekce
vsech deviti kopii ISBcen20 a jejich mozného pfemistovani mechanizmem ,,cut and paste* v genomu
J2315 byla provedena pomoci univerzalniho forward primeru v kombinaci s jednim z reverznich
primert, které byly specifické pro jednotlivé 1SBcen20. Primery byly navrzeny pro moznou detekei IS
pomoci multiplex PCR. DNA pro tuto analyzu byla ziskana izolaci pomoci 5%chelexu (BioRad,
USA).
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7. Vysledky

Studium vlastnosti a klondlnich vazeb izolath P. aeruginosa ziskanych od pacientd prazského centra

pro 1écbu CF

Studie byla provedena na vzorcich sputa ziskanych od 69 pacienti piedstavujicich vétsinu (80 %)
pacientd kolonizovanych P. aeruginosa, kteti byli v dané dobé 1é¢eni v prazském centru pro 1é¢bu CF.

Pfibuznost jednotlivych izolatl byla posouzena na zakladé vysledku ziskanych metodou AFLP.
Na zvolené 85% hladiné podobnosti bylo rozlisSeno 44 izolatd s unikatnim profilem a devét shluki
oznaCenych 1-9, které¢ obsahovaly dva az pét izolatd. Vysoka rozmanitost genotypti v AFLP ziistala
zachovana i pfi relaxaci kritéria pro rozliseni neptibuznych kment. Po snizeni mezni podobnosti na 80
% byl analyzovany soubor roz¢lenén na 39 unikatnich izolat a 12 shlukti obsahujicich po dvou az péti
izolatech.

Celkem 64 z 69 izolatt P. aeruginosa studovanych metodou AFLP bylo analyzovano téZ pomoci
makrorestrikéni analyzy. Vysledky této analyzy potvrdily vysokou genotypovovou rozmanitost téchto
izolatd. Vétsina profild se navzajem liSila ve vice nez Sesti prouzcich, coz pti aplikaci kritérii podle
Tenovera et al. (1995) vylucuje bezprostfedni epidemiologickou vazbu. Oproti tomu izolaty, které
tvotily shluk podle vysledkd ziskanych metodou AFLP, mély i vzajemné shodné nebo velmi podobné
profily. Vzhledem k publikovanym pracim popisujicim koinfekci pacienta nékolika odliSnymi kmeny
P. aeruginosa (Van Daele S.G. et al., 2005; Van Daele S. et al., 2006) byla provedena makrorestrikéni
analyza u dal$ich izolati ziskanych od 19 pacienti nahodné vybranych z 64 osob vySetfenych diive. U
15 pacientd mély prvni a druhy izolat shodny nebo velmi podobny profil. Ve zbyvajicich Ctyfech
pfipadech byly nalezeny zcela odlisné profily. Profily téchto izolatl se nepodobaly navzijem, ani
neodpovidaly zadnému z vySe zminénych shlukii genotypové podobnych izolati. I kdyz neni jasné,
zda heterogenita mezi izolaty téhoz pacienta odrazi perzistentni koinfekci dvéma kmeny nebo nahradu
jednoho kmene jinym, toto zjisténi dale svéd¢i o vysoké heterogenité studované populace P.
aeruginosa a nezavislém piivodu kment infikujicich pacienty s CF.

VysSetfeni citlivosti 69 studovanych izolatd na vybrana antibiotika ukazalo nizky vyskyt
rezistence k antimikrobnim latkam, jez jsou primarné G¢inné na P. aeruginosa. Tii Etvrtiny izolath
byly plné citlivé ke vSem pouzitym antibiotikim. Nejcastéji se vyskytla rezistence k ciprofloxacinu a
gentamicinu. Pouze Sest izolati bylo multirezistentnich, a jen dva izolaty byly rezistentni k zastupctim
t¥ skupin antibiotik. Zadny kmen nebyl rezistentni ke kolistinu, ktery je v sou¢asnosti neju¢inngjsi
v klinické praxi pouzivanou latkou uréenou k 1é¢bé infekci vyvolanych multirezistentnimi kmeny P.

aeruginosa.

Identifikace a typizace bakterii komplexu B. cepacia pomoci MLST z klinického materialu pacientu s

CF bez nutnosti kultiva¢niho zachytu
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PrestoZze byly navrzeny protokoly pro molekularné genetickou detekci nékterych druhit Bcc
(Drevinek P. et al., 2008; Mahenthiralingam E. et al., 2000), nebyl v praxi Laboratofe molekularni
genetiky (LMG) pti FN a 2. LF Motol vyuzivan detekéni postup, ktery by umozioval pfitazeni izolatu
k jakémukoli druhu v ramci komplexu. Zavedli jsme tedy metodu nested PCR amplifikace a
sekvenace MLST. Vyhodou vyuziti této metody k detekci a typizaci Bcc je 1 vysoka citlivost, ktera
umoznuje zachyt minimalniho mnozstvi bakterie ve vzorku, a tim odhaleni infekce v dobé, kdy neni
mozné kultivaénimi technikami pfitomnost bakterie prokazat. Modifikaci pivodniho protokolu pro
MLST Bcc (Baldwin A. et al., 2005, Spilker T. et al., 2009) do nested PCR formatu bylo dosazeno
stejné citlivosti metody MLST, jako u dfive publikovaného a rutinné vyuzivaného dvoukolového
nested — PCR (Drevinek P. et al., 2002).

Ovéteni pouzitelnosti MLST pro ptimou detekci Bcc z klinického materialu bylo provedeno na 23
vzorcich sput ziskanych od 17 rGznych pacientti s CF, u kterych byla v pfedchozich vySetfenich
prokazéana infekce zptisobena nékterym z druhti Bec (u 10 vzorkll byla soucasné prokdzana pozitivita
na piitomnost P. aeruginosa).

Néami navrzené vysetiovaci schéma klinického materidlu pro piimou Bcc pomoci MLST
prekonalo plvodné pouzivané schéma nested—PCR a druhové specifickych reakcich zalozenych na
polymorfizmu genu recA. Navrzenym protokolem se podafilo uréit druhovou piislusnost infikujicich
kmend v rdmci Bcc u vSech 23 analyzovanych vzorkli sput vcetné téch, které byly kultivacné
nedetekovatelné a negativni po prvnim kole PCR. Navic v pfipad¢ izolata 4871 a 5315 byla odhalena
koexistence dvou raznych ST typd — ST 102 a ST 482, tedy dva riizné kmeny druhu B. contaminans.

Omezeni vyuziti metody MLST k detekci pfimo z klinického materialu ptedstavovala mozna
interakce primert s DNA jiného plivodu nez s DNA bakterii z Bcc, ktera je v klinickém materialu
piitomna. Vysledky sekvenaci v§ak jednoznaéné ukazuji, Ze pouzité primery neinteraguji ani s lidskou

DNA ani s DNA ostatnich bakterii, které nenalezi do Bcc.

Studium inzerénich sekvenci B. cenocepacia a vliv stresovych podminek na jejich pfemistovani

Vyuzitim metody MLST bylo prokédzano, Ze izolaty ziskané od ¢eskych pacientti s CF jsou uzce
pfibuzné a nalezi do epidemického kmene CZI1, ptestoze jejich makrorestrikéni profily vykazuji
prestavbami zptisobenymi preskupovanim IS. Sekvencni analyza kmene J2315 prokazala pfitomnost
minimalné 22 IS, z nichZ ¢tyfi jsou ptitomné ve vice kopiich. Jiz dfive bylo publikovano, Ze stresové
faktory, jako je vysoka teplota nebo hladovéni, maji dopad na zvySené premist'ovani IS (llves H. et al.,
2001; Ohtsubo Y. et al.,, 2005). Dalsim stresovym faktorem, ktery by mohl vyvolat zvySené
pieskupovani IS je vystaveni bakterialnich kultur pfitomnosti reaktivnich forem kysliku.

Rozhodli jsme se tedy stanovit rozmisténi vybranych IS v genomu kmene CZ1, urcit jejich
moznou souvislost s variabilitou makrorestrikénich profili a zhodnotit, zda aplikace riznych

stresovych podminek v laboratornim prostiedi spousti zvySené preskupovani IS u kmentt CZ1 a J2315.
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Pro stanoveni pfitomnosti vybranych IS, bylo pomoci metody RFLP a Southern hybridizace
analyzovano celkem 14 izolati CZ1 (ST 32) ziskanych od riznych ceskych pacienti s CF. Béhem nasi
studie nebyla u zkoumanych izolatd kmene CZ1 zjisténa ptitomnost zadné IS homologni k 1SBcen9
a 1S407. Zbyvajici analyzované IS byly u izolatd nalezeny hned v nékolika kopiich, jejichz pocet se
v ptipadé ISBcen20 pohyboval v rozmezi 12 az 19 kopii, respektive v ptipadé ISBcen8 6 az 12 kopii
na genom. Pfi porovnani jednotlivych profilti ziskanych pomoci metody RFLP s naslednou Southern
hybridizaci byla u ISBcen20 pozorovana vysoka variabilita — pouze Sest izolatl vykazovalo vice nez
50% podobnost. Porovnanim RFLP profilt pro ISBcen8 na stejné hladiné podobnosti byla situace
odlisna. Vétsina (11 ze 14 izolatl) méla vice jak polovinu shodné umisténych prouzki. Ze ziskanych
vysledkli vyplyva, Ze inzer¢ni homolog ISBcen20 uizolath CZ1 je mnohem aktivngjsi a
vykazuje rychly vyvoj pteskupovani a zmén v poctu kopii. Kromé CZ1 byly testovany i izolaty jinych
kment B. cenocepacia. Jednalo o ST-28, ST 234 a ST 210. Profily izolath nalezicich k ST 28 a ST
234 taktéz obsahovaly vétsi pocet kopii homolognich sekvenci ISBcen20 a ISBcenS8.

Dalsi studium bylo zaméteno, vzhledem ke zjisténému variabilnimu poctu i rozmisténi, na IS
ISBcen20, ktera mize pfispivat k rychlym genomickym piestavbam viditelnym v makrorestrikénich
profilech (Drevinek P. et al., 2005). Pfemistovani 1SBcen20 vlivem pouzitych stresovych podminek
byla sledovano na reprezentativnim vzorku CZ1-1238. Jednotlivé kolonie byly postupné vystaveny
sérii sedmi pasazi, tepelnému Soku a rustu v subinhibiéni 0,01% koncentraci peroxidu vodiku. V
pfipadé sériového pasdzovani a expozice teplotnimu Soku nebyly pozorovany zadné zmény v
intragenomickém pieskupovani 1SBcen20. Naproti tomu, pii vystaveni kultury prosttedi 0,01%
peroxidu vodiku, bylo jasné a detekovatelné preskupovani 1SBcen20. V piripadé RFLP analyzy mél
pouze jeden ze sedmi testovanych izolatl shodny profil s ptivodnim izolatem CZ1-1238. PFGE
analyzou byly ziskany ¢tyfi rozdilné makrorestrikéni profily, které se lisily ve vice nez péti pruzich. U
Styi analyzovanych izolatl byl zjitén shodny makrorestrikéni profil. Zadny ze ziskanych profila

nebyl shodny s profilem ptivodniho izolatu CZ1-1238.

Poslednim dil¢im ukolem této prace byla detekce ISBcen20 a stanoveni frekvence jejiho
pfemist'ovani mechanizmem ,,cut and paste v genomu kmene B. cenocepacia J2315. Vzhledem ke
znalosti kompletni sekvence genomu byla transpozice jednotlivych ISBcen20 sledovana pomoci
specidlné navrzenych reakci multiplex PCR. Analyzovano bylo celkem 96 kolonii derivovanych z
kmene J2315, které byly ziskany napéstovanim ptvodniho kmene J2315 v prostiedi 0,1% peroxidu
vodiku. Na rozdil od vysledkt ziskanych testovanim subkultur odvozenych od CZ1-1238 byl u vsech
testovanych subkultur J2315 zjistén nezménény pocet ISBcen20, tedy devét kopii, v plvodnim
umisténi bez znamek premisténi. Pro mozné premistovani IS vlivem vystaveni podminkam
subinhibi¢ni 0,1% koncentrace peroxidu vodiku jinymi mechanizmy, které nejsou detekovatelné
pomoci navrzen¢ho multiplex PCR, které, bylo nasledné¢ analyzovdno sedm ndhodné vybranych

kolonii, u kterych byla provedena makrorestrikéni analyza a RFLP se Southern hybridizaci pro
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ISBcen20. Ani pomoci téchto technik nebyly patrné jakékoli zmény v usporadani. Z téchto vysledkt
vyplyva, ze ISBcen20 u kmene J2315 nepodléha, na rozdil od CZ1-1238, reorganizaci v dasledku

oxidativniho stresu v subinhibi¢nim prostfedi peroxidu.
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8. Diskuze

Studium vlastnosti a klondlnich vazeb izolath P. aeruginosa ziskanych od pacientd prazského centra

pro 1écbu CF

Chronické infekce dychacich cest pacientu s CF zptsobené P. aeruginosa doprovazeji ¢asté
akutni exacerbace (Jones A.M. et al., 2010) a maji za nasledek postupné poskozovani respiracniho
traktu vedouci k bronchiektaziim a respira¢nimu selhani (Kerem E. et al., 1990a). V dospélosti je
timto patogenem infikovano az 80 % nemocnych s CF. VétSina izolatl pochazejicich z téchto infekci
netvoii mukoidni kolonie a jejich fenotyp odpovida izolatim z vnéjSiho prostiedi. Diky tomu se
dlouhou dobu piedpokladalo, Ze hlavnim zdrojem infekci P. aeruginosa je pravé prostiedi. V
poslednich dvaceti letech vSak byla publikovana fada praci, které popisuji vyskyt epidemickych
kmend a jejich rozsifeni mezi pacienty s CF (Jones A.M. et al., 2001; Armstrong D.S. et al., 2002;
Brimicombe R.W. et al., 2008). N&které z téchto kment jsou spojovany s klinickym zhor§enim stavu
pacienta navzdory intenzivni antibiotické 1é¢bé (Aaron S.D. et al., 2010; Griffiths A.L. et al., 2012;
Fothergill J.L. et al., 2012). Vzhledem k vysoké prevalenci infekce P. aeruginosa v prazském centru
pro 1é¢bu CF byla provedena podrobna analyza izolatl této bakterie s cilem potvrdit, nebo vyloucit
vyskyt epidemického kmene nebo kmenti.

Genotypizace s vyuzitim citlivych typizacnich metod, AFLP a makrorestrikéni analyzy,
neprokazala u pacientll prazského centra pro CF rozsifeni infekce zptisobené epidemickymi kmeny P.
aeruginosa. Nase vysledky tak ukazaly vysokou genetickou diverzitu studované populace P.
aeruginosa a to, ze pacienti byli infikovani vesmés jedine¢nymi kmeny z prostfedi. Nami ziskané
vysledky ale reflektuji pouze epidemiologickou situaci kment P. aeruginosa ziskanych od pacientt
prazského centra pro 1é€bu CF. Pozdé¢ji Nemcem a kolegy publikovana studie (Nemec A. et al., 2010),
ktera se zabyvala zjisténim mozZné souvislosti mezi vyskytem multirezistentnich kmeni P. aeruginosa
a pritomnosti epidemickych klonti u pacientt jednotek intenzivni pé¢e v CR odhalila, Ze pievazna
vétSina testovanych multirezistentnich izolatd (82 %) P. aeruginosa nalezi ke tiem epidemickym
klontim, které byly zjistény i v dalSich populacich pacientl jednotek intenzivni péce (Empel J. et al,
2007; Libish B. et al., 2008; Viedma E. et al., 2009).

Vysvétlit epidemické Sifeni urcitych kment a klonalnich linii P. aeruginosa je obtizné.
Predpoklada se, Ze vyznamnou Ulohu hraje geneticka variabilita a adaptibilita a ptitomnost
virulenénich faktort, které jsou u epidemickych kmenti hojné¢ zastoupeny (Jeukens J. et al., 2014).
Publikované analyzy genomui epidemickych i sporadickych kmenti umoznily identifikovat geny a
funkéni drahy, které jsou asociovany s adaptibilitou bakterie. Jde zejména o geny podilejici se na
tvorbé biofilmu, metabolizmu antibiotik, transportu, geny pro sekreci nebo iontové pumpy atd.
(Dettman J.R. et al., 2013). Nejnov¢jsi poznatky o epidemickych kmenech ukazuji, Ze u téchto kmenti
muze probihat rychld (mikroevoluc¢ni) diverzifikace, jez vede ke vzniku fady subtypti (Mowat E. et al.,

2011; Carter MLE. et al., 2010; Bezuidt O.K. et al., 2013). V neposledni fad¢ je nutné brat v potaz i
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fakt, Ze infekce respira¢niho traktu u pacientti s CF mohou mit polymikrobialni charakter a k jejich
pochopeni je nutné rozumét vzajemnému pisobeni jednotlivych patogent (Workentine M.L. et al.,
2013). Krom¢ vyse popsanych faktor se pfi Sifeni epidemickych kment P. aeruginosa uplatiuji i
vn¢jsi faktory napt. bakterii kontaminované vnéj$i prostfedi a nelze vyloucit ani akvizici
epidemickych kmenti z mimonemocnic¢niho prostiedi (Romling U. et al, 2005; Fothergill J.L. et. al.,
2012).

Ponékud prekvapiva nepiitomnost epidemického kmene P. aeruginosa v prazském centru vyrazné
kontrastuje s vysledky nasi predeslé studie (Drevinek P. et al., 2005), v niZ jsme prokazali, rozsifeni
epidemického kmene B. cenocepacia CZ1. I kdyz pfic¢iny rozdili v epidemiologii obou bakterii nejsou
znamé, mohly k nim pfispét dva faktory. Za prvé populace pacientli s CF se nemusela setkat s
epidemickymi kmeny P. aeruginosa, a tudiz nemohlo dojit ani k jejich rozsifeni. Za druhé, piipadny
rozsev epidemického kmene P. aeruginosa mohl byt v zarodku potlaten zavedenim a rigordzni
aplikaci separacniho systému a protiepidemickych opatieni. Ty zafaly byt v prazském centru
systematicky uplatiiovany v roce 1998 v navaznosti na publikované prace, které identifikovaly vysoce
prenosné kmeny v populacich pacientii s CF (Baldwin A. et al. 2008; Speert D.P. et al., 2002; Coenye
T. etal., 2002).

Identifikace a typizace bakterii komplexu B. cepacia z klinického materidlu pacientit s CF pomoci

metody MLST bez nutnosti kultivaéniho zichytu

Vzhledem k vyraznému negativnimu ovlivnéni celkového stavu a dlouhodobé prognézy
pacientd s CF v disledku infekce Bcc je vcasna diagnostika a identifikace pivodce zcela zasadni.
Druhové specifické PCR metody se ukazuji jako nedostacujici vzhledem k nartstajicimu poc¢tu druhu
Bcc, a doposud bézné vyuzivané fingeprintové typizaéni techniky maji fadu nevyhod véetné omezené
reprodukovatelnosti a rozliSovaci u€innosti nebo nemoznosti mezilaboratorniho srovnavani vysledki
(Baldwin A, et al. 2005). Nasim dal§im cilem bylo proto zavést metodu MLST, kterda umoznuje
identifikaci bakterii BcC az na Groven kmene a to bez nutnosti kultivaéniho zachytu a pouziti Cisté
bakterialni kultury. Metodu jsme zalozili na nested—PCR, pfi niz byly vyuzity jiz diive publikované
sady primert (Baldwin A. et al., 2005; Spilker T. et al., 2009).

Piima detekce a identifikace pomoci metody MLST se ukazala jako vhodny nastroj pro
identifikaci a typizaci kment Bcc piimo z klinického materialu pacientt s CF. Pomoci nové
navrzené¢ho schématu metody MLST byly spravné az na uroven kmene identifikovany vSechny
testované kmeny, vcetné Ctyft, které se pomoci dosud vyuzivaného schématu zaméreného na gen recA,
nepodafilo opakované uréit. Tyto kmeny byly metodou MLST urceny jako B. contaminans. Jde o druh
Bce, ktery byl popsan pomérn€é nedavno (Vanlaere E. et al., 2009) a nebyl tedy zahrnut ve diive
navrzeném schématu druhoveé specifickych PCR. Vyuzitim obecnych namisto druhove specifickych
primerd spolecné se sekvenaci amplikonti umoznuje metoda MLST identifikovat vSechny izolaty Bcc

na kmenovou uroven, a rozpoznat tak i izoldty s nejasnym taxonomickym zafazenim. Zaroven
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umoznuje tvorbu prirGstkovych on-line databazi (http:/pubmlst.org/bee/), v nichz jsou uloZeny
vSechny znamé varianty analyzovanych alel, a které umoziuji mezilaboratorni analyzy i provadéni
globalnich epidemiologickych studii. Dal$i nespornou vyhodou zavedené metody je moZnost
identifikace smiSenych populaci. Pravé moznost detekovat a identifikovat piislusné kmeny bez
zavislosti na uspésné kultivaci materialu, ktera je predev§sim v pocatecnich fazich infekce, Casto
neuspesna vzhledem k nizké koncentraci infikujicich bakterii je nespornou vyhodou metoda MLST. V
takovych pripadech miZe tato metoda, ve které se k analyze vyuziva piimo sputum nebo jiny material
z dychacich cest, poskytnout taxonomickou a populacné genetickou informaci o infikujicim kmenu, a

umoznit tak analyzu lokalni epidemiologické situace.

Studium inzerénich sekvenci B. cenocepacia a vliv stresovych podminek na jejich pfemist'ovani

Pfi¢inou rozmanitosti PFGE profili u izolati B. cenocepacia CZ1 mohou byt piestavby
genomu vznikajici v dasledku aktivniho pfemistovani IS (Miche L. et al., 2001). Poslednim z cilu této
prace bylo proto posoudit vliv vnéjSich podminek na aktivitu translokace téchto mobilnich
genetickych elementl u kmene CZ1. Na zaklad¢ dostupnych udaji o sekvenci genomu kmene J2315
(ST 28), ktery je tuzce ptibuzny s kmenem CZ1, jsme vybrali Ctyfi inzeréni sekvence, které se u J2315
vyskytuji v nejvétsim poctu. Dvé z nich, ISBcen20 a ISBcen8, byly nalezeny ve vSech testovanych
izolatech kmene CZ1. Nase vysledky prokazaly u izolath kmene CZ1 vysokou variabilitu v poctu i
distribuci zejména ISBcen20. Dle zjisténych vysledkt jsme piedpokladali, Ze transpozicni aktivita této
IS muZe byt experimentalné vyvolana in vitro a premistovani IS muze byt stimulovano oxidaénim
stresem, ktery je typicky pro prostiedi dychacich cest u pacientli s CF. Transkriptomické studie
provedené na kmenech B. cenocepacia, prokazaly, ze pii vystaveni kmenl riznym stresovym
podminkam (oxidativni stres, vystaveni U¢inkim peroxidu vodiku, teplotni Sok, nizké pH, atd.)
dochazi ke zméné exprese vice nez jedné ¢tvrtiny genui a k zvySené expresi virulenénich faktort (Sass
AM. et al., 2013). Analyza DNA jednotlivych kolonii CZ1, které¢ byly vystaveny oxida¢nimu stresu v
prostiedi 0,1% peroxidu vodiku ukazala, ze doslo k piremistovani ISBcen20, jehoz pravdépodobnym
disledkem byly rozdily mezi makrorestrikénimi (PFGE) profily riznych izolati kmene CZ1. Naproti
tomu u izolatd J2315 nedoslo k zadnym strukturnim reorganizacim genomu, piestoze tyto izolaty byly
vystaveny stejnym stresovym podminkam jako kmen CZ1. VSech devét kopii ISBcen20 ptitomnych u
J2315 obsahuje mutaci vzniklou posunem ¢teciho ramce v genu pro transponazu (Holden M.T. et al.,
2009). Neschopnost vyvolat premistovani ISBcen20 vlivem u€inku peroxidu vodiku u J2315
naznacuje, ze vznikla mutace v genu vede k expresi nefunkéniho genu, nebo je v disledku mutace
exprese zcela zablokovana a jde tedy pouze o pseudogen. Ziskané vysledky téz ukazuji, Ze vyvolani
reorganizace IS v genomu vlivem stresovych podminek je kmenoveé specifické a mlze se liSit i u
geneticky tzce ptibuznych kment.

Skutecnost, ze u zastupct B. cenocepacia nedochazi vlivem teplotniho Soku k premist'ovani IS

lze vysvétlit bud’to tim, Ze izolaty tohoto druhu jsou necitlivé k tomuto typu stresového podnétu, nebo
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tim, Ze vysoka teplota neni dostatecné silny stresovy stimul k vyvolani translokace IS. Kazdopadné
zjiSténi, Ze izolaty Ceského kmene CZ1 reaguji na podminky oxida¢niho stresu, ktery simuluje plicni

prostiedi pacienta s CF, je vyznamné pro studium dal$ich patogenti u pacientt s CF.

Makrorestrikéni analyza (PFGE) je u mnoha bakteridlnich patogenti zlatym metodickym
standardem pro epidemiologickou typizaci. To vSak neni pfipad B. cenocepacia, zejména jde-li 0
porovnani velkého poctu izolath v del§im casovém intervalu (Coenye T. et al., 2002). S timto
problémem jsme byli konfrontovani jiz ptfi vyhodnocovani vysledkt klonélni pfibuznosti izolatd B.
cenocepacia od Ceskych pacientl s CF, kdy se v8ak i pies interpretaéni uskali analyzy PFGE podatilo
identifikovat epidemicky kmen CZ1 (Drevinek P. et al., 2005). Vysledky pro vybrané izolaty CZ1
naznacuji, ze vyznamna variabilita makrorestrikénich profild zjisténa v predeslé studii (Drevinek P. et
al., 2005) byla zplisobena oxidaénimi stresovymi podminkami, jez indukovaly transpozici IS a
naslednou redistribuci restrikénich mist pro endunukledzu Spel. Vzhledem k tomu, Ze transpozicni
aktivita IS je zjistitelnd uz po neckolika hodinach ristu v pfitomnosti peroxidu vodiku, Ize

predpokladat, ze genom CZ1 se miize v disledku této zvysené aktivity rychle diverzifikovat.
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9. Zaver

Studium vlastnosti a klondlnich vazeb izolath P. aeruginosa ziskanych od pacientd prazského centra

pro lécbu CF
- Pomoci typizaénich technik AFLP a PFGE byla posouzena geneticka pfibuznost 69 izolata P.

aeruginosa ziskanych od stejného po¢tu pacienti prazského centra pro 1é¢bu CF.

- AFLP prokazala vysokou genotypovou rozmanitost izolatli a moznou klonalni vazbu naznacila
pouze v ramci n€kolika malych skupin izolatd.

- Makrorestrikéni analyza (PFGE) potvrdila vysledky AFLP; profily PFGE byly az na nékolik
izolatd s podobnymi profily AFLP vysoce heterogenni.

- Vysetieni citlivosti na antimikrobni latky ukazalo ptekvapivé dobrou citlivost testovanych
izolatd a pouze vzacny vyskyt multirezistentnich kmenti.

- Nebyl tak potvrzen vyskyt epidemického kmene P. aeruginosa mezi pacienty s CF a byla
vylouéena epidemiologicka souvislost mezi infekcemi. Za jejich hlavni zdroj infekce lze nadale
povazovat vnéj$i prostiedi.

Identifikace a typizace bakterii komplexu B. cepacia pomoci MLST z klinického materidlu pacientt s

CF bez nutnosti kultivaéni pozitivity

- Zavedli jsme metodu MLST, ktera byla pro vyuziti v klinické praxi upravena do nested
formatu umoznujici detekci a identifikaci Bcc pfimo z klinického materialu pacienta, bez nutnosti
vyuziti izolatu ziskaného z Cisté bakterialni kultury.

- Pomoci MLST byla spravné identifikovana druhova piislusnost kmenid Bcc ve vSech 23
testovanych vzorcich sput, podatilo se identifikovat i nové popsané druhy, pro které nebyla zavedena
druhové specificka reakce zalozena na polymorfizmu genu recA.

- Podarilo se urcit druhovou pfislusnost infikujicich kmentl u Ctyt vzorkl sput, které byly
pomoci nested — PCR opakované neidentifikovatelné.

- Byla prokazana moznost identifikace koinfekce pacienta dvéma rozdilnymi ST kmeny v ramci
druhu B. contaminans.

- Navrzené primery nevykazuji zkiizenou reaktivitu lidskou ani s bakterialni DNA jiného
pvodu nez Bcc a nejsou tak negativné ovlivnény vysledky MLST.

Studium inzerénich sekvenci u B. cenocepacia a vliv stresovych podminek na jejich pfeskupovani

- V genomu epidemického kmene ST 32, cirkulujiciho mezi ¢eskymi pacienty s CF byl nalezen
vyssi pocet kopii ISBcen20 a ISBcen8. Pocet 1SBcen20 se pohyboval v rozmezi 12-19 kopii na
genom, ISBcen8 pak v rozmezi 612 kopii na genom.

- Jednotlivé profily ziskané hybridizaci se sondou pro ISBcen20 mély vysokou variabilitu
ISBcen20, a to v rozmisténi i vV poctu u jednotlivych izolatd ST 32. Tato variabilita potvrdila aktivni
pieskupovani IS v dasledku ptisobeni podminek prostiedi.

- U izolatl ST 32 (CZ1) nebyla prokazana ptitomnost ISBcen9 a 1S407.
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- Vystaveni bunéénych kultur ST 32 stresovym podminkam sériového pasazovani nebo
teplotniho Soku nevyvolalo zadné zmény v pieskupovani ISBcen20, ani reorganizaci genomu.
- Vystaveni ST 32 prostiedi s subinhibicni koncentraci 0,1% peroxidu vodiku, vyvolala
preskupovani ISBcen20.
- Rozdily v makrorestrikénich profilech jednotlivych izolati epidemického kmene ST 32 lze
vysvétlit preskupovanim IS vlivem plisobeni stresovych podminek prostfedi dychacich cest pacientl
s CF.
- Vystaveni kmene ST 28, tizce ptibuzného k ST 32, stejnym stresovym podminkam nevyvolalo
premistovani ISBcen20, ani reorganizaci genomu, které by byly zjistitelné s vyuzitim uvedenych
molekularné genetickych metod.

- Odlisné chovani tzce ptibuznych kmenti ST 32 aST 28 ve stresovych

podminkach prostfedi mize mit vliv na prubéh infekce u pacientt s CF.
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