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Souhrn:

Bakterie komplexu Burkholderia cepacia (Bcc) a bakterie Pseudomonas aeruginosa patii mezi
bakterie jsou vysoce rezistentni k t¢éméf vSem dostupnym antibiotikiim. Kromé problematické
1é¢by je dal$im zavaznym problémem riziko vzniku epidemické infekce, které je dané schopnosti
nékterych kment Sifit se mezi pacienty. Nékteré kmeny bakterii Bcc jsou schopny prejit do
krevniho feCiSté a zplisobit zavazny septicky stav zvany cepacia syndrom. Jednim z takovych
kment je Cesky epidemicky kmen B. cenocepacia ST32, ktery se v 90. letech 20. stoleti rozsifil
mezi ¢eskymi pacienty s CF.

Cilem této prace bylo porovnat transkriptomovy profil izolati ziskanych z krve pacientd ve fazi
cepacia syndromu s profilem izolath ziskanych ze sputa pacientli ve stabilni fazi infekce,
ptipadné v exacerbaci. Na zakladé porovnani vybrat vhodné geny s rozdilnou expresi, které by
mohly byt vyuzity jako pfipadny marker pro detekci bliziciho se cepacia syndromu. Vybrany
vhodny ,,marker”, ktery by mél zaroven kdédovat obecné znamy faktor virulence, podrobit
hlubsimu studium pro porozuméni jeho funkce a vlivu na virulenci Vv okamziku cepacia
syndromu. Poslednim cilem této prace bylo zhodnoceni epidemiologické situace bakterii P.
aeruginosa u pacienti s CF vprazském CF centru a nasledné sestaveni nejvhodnéjSiho
vySetfovaciho postupu pro sledovani téchto bakterii.

V predkladané dizertacni praci jsme:

a) na zakladé¢ porovnani transkriptomovych profila B. cenocepacia ST32 ziskanych od
pacientll z krve (cepacia syndrom) a sputa (stabilni faze/exacerbace) kultivovanych
V riznych podminkach vybrali vhodné geny s rozdilnou expresi pro prospektivni sledovani
vyvoje infekce. Zjistili jsme, Ze izolaty ziskané z krve jsou spojeny se zvySenou expresi
genil pro sekrecni systém typu III a zarovein se sniZzenou expresi genll pro bicik.

b) geny se zménénou expresi ovétili pomoci qRT-PCR. Sledovani exprese jsme pievedli na
ptimou detekci genové exprese z klinického materialu (sputum) bez nutnosti in vitro
kultivace izolatd. VySetfeni pomoci qRT-PCR jsme doplnili funkénim testem pro
sledovani motility bakterii.

c) podrobili vybrany faktor virulence, sekre¢ni systém typu III, hlubsSimu studiu pomoci
mutagennich technik, abychom podpofili tvrzeni o jeho vyznamu pro pieziti bakterii
Vv Krvi.

d) wvyloucili sifeni epidemického kmene P. aeruginosa mezi pacienty v prazském CF centru.
Zaroven byl sestaven financné a Casové nejvhodné&jSi postup pro vySetfovani izolati

P. aeruginosa od pacienti s CF.



Summary:
Bacteria ~ from Burkholderia ~ cepacia complex  (Bcc) and  bacteria Pseudomonas

aeruginosa belong among the most serious pathogens causing lung infections in patients with
cystic fibrosis (CF). These bacteria are highly resistant to almost all of the available antibiotics.
Another serious problem is the ability of certain strains to spread among the patients, which can
cause an epidemic infection.

Some of the Bcc strains are capable of entering the bloodstream and causing serious septic
condition called cepacia syndrome. One of these strains is the Czech epidemic strain B.
cenocepacia ST32, which spread among Czech patients with CF in the 90s of the 20" century.
The aim of this study was to compare transcriptome profiles of isolates gained from blood of
patients with cepacia syndrome with transcriptome profiles of isolates gained from sputum of
patients in the stable phase eventually exacerbation, and to choose the most appropriate genes
with the different expression, which could be used as a possible marker for detection of arising
cepacia syndrome. Another aim of this study was to do further study of function and influence on
virulence of chosen marker (which is coding generally known virulence factor) in the time of
cepacia syndrome. The last aim was to assess the epidemiologic situation of bacteria from P.
aeruginosa in patients with CF in Prague CF centre and subsequent compilation of the best
investigative procedure for the monitoring of these bacteria.

In the present thesis we:

a) based on the comparison of transcriptomic profiles of B. cenocepacia ST32 gained from
blood (cepacia syndrome) with transcriptomic profiles of sputum (stabile phase/exacerbation)
cultivated in different conditions, we chose appropriate genes with different expression for
prospective monitoring of infection progression. We discovered that isolates obtained from
blood are connected to higher expression of the type Il secretion system as well as to lower
expression of genes for motility.

b) verified genes with altered expression using gRT PCR. Monitoring of the gene expression
was transferred to direct detection from the clinical material (sputum), without in
vitro cultivation of isolates.

¢) subjected the chosen factor of virulence, the type 11l secretion system, to deeper study using
mutagenesis techniques. We supported the claim of its importance for survival in
bloodstream.

d) excluded spreading the epidemic strain P. aeruginosa among patients from Prague CF centre.
Furthermore, it was assembled the most appropriate procedure for monitoring the bacteria P.

aeruginosa in a patient with cystic fibrosis.
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1. CYSTICKA FIBROZA

Cysticka fibroza (CF) patii mezi nejcastéj$i zdvazné autozomalné recesivni onemocnéni
predominantné ptitomné u bélosské populace. Jeji vyskyt se u jednotlivych etnik vyrazné 1isi, u
kavkazské populace se uvadi vyskyt jednoho nemocného na 2 500 - 4 500 novorozencti. V Ceské
republice byla tato incidence na zakladé epidemiologickych studii klinicky a molekularné
genetickych vySetfeni tradiéné uvadénd jako 1 : 2 700 novorozencl, ovSem po zavedeni
celoplosného novorozeneckého skrininku se zdd byt vyrazné nizs§i, 1 : 6 888 (kumulativni
prevalence) * 2 3. Narodni registr nemocnych CF v Ceské republice uvadi celkem 584 Zivych
pacienti (idaj k 31. 1. 2014). I pfes znacné pokroky ve vyzkumu patofyziologie tohoto
onemocnéni se stale jedna o nejcastéjsi zivot zkracujici genetické onemocnéni.

Pri¢inou nemoci je defektni gen kodujici protein CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) nachazejici se na dlouhém raménku 7. chromozomu (7q31.2),
identifikovany v roce 1989 *. CFTR je cAMP regulovany chloridovy kanal, ktery ¥idi dalsi
iontové kanaly. Udrzuje priméfenou vazkost sekretd dychacich cest pomoci vylucovani
chloridovych iontd a zaroveti inhibici absorpce sodikovych iontd °. Tento protein je exprimovany
na bunééné membrané vétSiny bunék lidského téla, a tak se jeho alterace klinicky projevuje na
vetsSin€ orgdnovych systémi, zvlasté pak v dychacim a gastrointestindlnim traktu.

Mutace v genu koédujicim protein CFTR zptisobi poruchu transportu ionti apikalni membranou
bun¢k. Mezi projevy tohoto defektu patii patologicky zvysSena vazkost hlenu v bronchialnim
stromu, travicim Ustroji i jinych systémech zplisobend excesivni resorpci sodiku, ktery je pasivné
nasledovan vodou, ¢imZ dochazi k dehydrataci hlenu. SloZeni hlenu a nedostate¢na mukociliarni
clearance predisponuje pacienty s CF k recidivujicim infekcim plic, které pfispivaji ke
zhorSovani plicni funkce. Dal§im projevem CF miiZze byt postnatalni obstrukce distalniho useku
stieva, tzv. mekoniovy ileus, ktery se objevuje u 10 - 20 % pacient. U muzi bylo popsano
postiZzeni genitalniho traktu, kdy se jedna o obstruktivni azoospermii vedouci az k95 %
infertilnich jedinct.

Bylo popsano velké mnozstvi mutaci asociovanych s CF (pies 1 700, www.cftr2.org), které se
oficialn¢ podle mechanizmu zplsobujicim onemocnéni déli do Sesti tiid, I — VI (Obrazek ¢. 1) .
Ttida I vykazuje pfitomnost pfedcasného stop kodonu v mRNA, coz ma za nasledek translaci
nekompletniho proteinu. Ve druhé t¥idé mutaci dochédzi k tvorbé strukturné abnormalniho
proteinu, ktery je endoplazmatickym retikulem degradovan jesté pred dosazenim povrchu buiiky.
Do této tfidy se fadi prvni popsana a nejcastéji se vyskytujici mutace, delece tii bazi kodujicich

fenylalanin na pozici 508 CFTR proteinu (AF508). U mutaci typu III — VI protein sice dosdhne
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povrchu buniky, ale je omezena jeho funkce. U tfidy III se jedna o snizenou aktivitu kanalu, ktery
zustava zavieny. U tfidy IV dochazi k poklesu ptenosu iontt kanalem. V ptipad¢ tfidy mutaci V
dochazi k tvorbé malého mnozstvi proteinu, ktery se objevi na povrchu buiiky, ale ve velmi
omezeném poctu. Ttida VI zplisobuje zkracenou dobu funkce proteinu, ktera mize na povrchu
buiitky ohrozit i okolni kanaly °. Nicmén& pouze 22 mutaci bylo identifikovano s frekvenci

vyskytu vétsi nez 0.1 %

o Tiidy mutaci

fenotyp ] 1] v vV Vi
cr CI g
_Cl Cler

;:rfolel-.-t.lla:m Zadna syntéza | Chybave Chyhe ¥ Snizena vodivost | Snizena syntéza | Shzony biologicky

efekt zpracovani regulaci ? polocas

Funkéni Pmtei"} neqi Nesvprémé ) Defektni otvirani |Defektni transport| Snizena syntéza Snizeny biologiclky

abtcenakta syntetizovan sloZeni proteiny  |kansh it proteinu loEas protsion.

Hlavni Gly542X Phas08del GlyS314Asp Arg117His 3849+10kbC—T £996deTC

S Trp128X Asn1303Lys Gly178Arg Arg347Pro 2789+5G A GIn1412X
Arg553X% lla507del Gly5515er Arg117Cys 3120+1G—A 427GinsA

621+1G->T Args60Thr Ser549Asn Arga334Trp 5T ins

Obrdzek & 1. Tridy mutaci CFTR proteinu, prevzato a upraveno z publikace ®. Viechny popsané mutace CFTR
proteinu, véetné informace zda vedou ke vzniku CF, jsou zaznamendvany v databdzi (WWW.Cftr2.0rg).

Mezi hlavni pfi¢iny zvySené umrtnosti pacientll s CF stale patii chronické a recidivujici infekce
dychacich cest. Tyto opakované bakterialni infekce zplisobuji poskozeni plicniho parenchymu,
které postupné vede K respira¢ni insuficienci. U pacientd s CF se jedna o pomérné specifické
bakterialni spektrum (Obrazek ¢. 2). Mezi nejcastéjsi patogeny zpusobujici plicni infekce patii
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, Acinetobacter
xylosoxidans a v neposledni fadé bakterie komplexu Burkholderia cepacia. OvSem pomoci
mikrobiomovych studii bylo odhaleno mnohem vétsi mnozstvi bakterii nachazejicich se v plicich
pacientli s CF (pfiblizné 37 viditelnych fylogenetickych typli u jednoho pacienta), v porovnani

s mnoZstvim ziskanym pomoci kultivaénich technik (typicky 1 - 2 druhy bakterii) ’ 8
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Obrdzek ¢. 2. Vyskyt nejcastéjsich patogenii v jednotlivych vékovych kategoriich pacientii s CF (2013). Prevzato a
upraveno z publikace °.

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, oportunni patogen, je popisovana jako ubikviterni, gram negativni,
aerobni, nefermentujici pohybliva ty¢inka. Casto je u ni pozorovana produkce pigmentu
pyocianinu a pyoverdinu, které zplsobuji nazelenalou barvu kolonii. Popisovéana je také jeji
schopnost tvorit vyss$i stupen bakteridlniho spoleCenstvi, tzv. biofilm. Tato forma souziti
umoziuje ucinngjsi vazbu K epitelialnim buiikam, chrani bakterie proti fagocytoze a poskytuje
bakteriim vhodné&j$i podminky pro rist v mikroprostiedi a vyssi rezistenci k antibiotické 1é€bé 1
imunitnimu systému hostitele 2.

Nejcastéji se vyskytuje ve vodnim prostiedi (i odpadni vody), v pid¢ i na rostlinach. P.
aeruginosa patii mezi pivodce nosokomialnich infekci (muze kontaminovat ventilatory,
nebulizatory ¢i cévni i mocové Katetry). Touto bakterii je kolonizovana velka ¢ast pacientt s CF,
nebo pacientll s neutropenii ¢i popaleninami, ktefi ji nejCastéji ziskavaji pravé z prostiedi.
Chronickou infekci P. aeruginosa je na zakladg tzv. kritérii z Leedsu '° oznaGovana infekce, kdy
je P. aueruginosa kultiva¢né pozitivni b€hem 12 meésict ve vice nez 50 % testovanych vzorkd.
Pokud je kultivacni pozitivita bakterii P. aeruginosa v < 50 % testovanych vzorkd, je infekce
povazovana za intermitentni. V piipadé, Zze se kultivatni pozitivita bakterii P. aeruginosa
neobjevila 1 pfes predchozi pozitivitu po dobu poslednich 12 mésicli, nazyvame tuto infekci
infekei z minulosti *°. Prevalence infekce stoupa s vékem, kdy se u déti jedna o 30 — 40 % a u
dospé&lych jedinct aZ o 80 % chronicky infikovanych jedinct (USA) ™. V prazském CF centru se

jedna primérné o 48 % infikovanych pacientt s CF.
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Schopnost této bakterie plisobit jako oportunni patogen vyplyva z n€kolika nasledujicich fakti.
P. aeruginosa ma n¢kolik virulentnich determinant, které ji pomahaji proniknout anatomickou
bariérou. Po invazi dokaze produkovat dalsi virulentni faktory, které ji pomahaji kolonizovat
pacienta. Tento druh je znamy svou rezistenci k velkému spektru antibiotik a dezinfekcnich
prostiedki. P. aeruginosa ma také schopnost produkovat exotoxin A (ETA) *2.

Prabéh infekce mize byt zpocatku asymptomaticky, intermitentniho charakteru, pokud vsak tato
v¢asna infekce neni 1é¢ena, P. aeruginosa za¢ne masivné produkovat exopolysacharid alginat a
vstupuje do mukoidni formy, ktera se Casto uvadi ve spojitosti s prechodem infekce do
chronicity. V tomto pfipadé¢ je zodpovédna za zhorSovani funkce plic, klinického stavu a
prognézy pacientii *. Béhem trvani infekce dochézi k pieméné motilnich bakterii na nemotilni

14 . ’ Lo . r 12 . se s 7 r . ’ r
, vysoce toxigennich na méné toxigenni ~“ a mimo jiné také ze sérum rezistentnich na sérum

sensitivni ** *°,

K vétsin¢ infekci dochdzi vystavenim pacienta béznému zdroji, ovS§em u nékterych kmenti P.
aeruginosa byla prokazana schopnost §ifit Se z pacienta na pacienta a zpusobit tim epidemické
roz$ifeni infekce. Prvni zminka o moznosti existence epidemického kmenu P. aeruginosa se
datuje k roku 1986. Tento epidemicky kmen byl identifikovan na zaklad¢ antibiogramu kment
od danskych pacientti s CF . V poloving devadesatych let se v Liverpoolu objevil prvni dikaz o
rozsifeni kmene P. aeruginosa, podloZeny molekularni analyzou '®. Bylo potvrzeno, Ze 55
pacientl bylo infikovano stejnym kmenem, oznaCovanym jako liverpoolsky epidemicky kmen
(LES). V pribéhu let se zacaly objevovat dalsi kmeny P. aeruginosa, které mely schopnost $ifit
se mezi pacienty. Mimo jiné do této skupiny patii epidemicky kmen z Manchesteru (MES) *°,
australsky epidemicky kmen (AES) 2 nebo skupina rozsahle se vyskytujicich kment patfici do
tzv. klonu C, identifikovanych jak u pacientil s CF z n¢kolika zemi, tak také ze vzorkl pudy a
vody 2%,

Rezistence K antibiotikim patfi mezi znak spojujici vSechny kmeny P. aeruginosa. Tato
rezistence je jak pfirozena, tak ziskana. Rozvinuti rezistence na léky béhem infekce, je problém u

pacientd s CF, ktefi cCasto trpi chronickymi ¢&i vracejicimi se infekcemi s opakovanou

antibiotickou 1é&bou °.
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2. BAKTERIE KOMPLEXU BURKHOLDERIA CEPACIA

2.1. Charakteristika a taxonomie
Burkholderia cepacia komplex (Bcc) patiici do rodu Burkholderia (rod Burkholderia zahrnuje
>70 raznych druht) se skladd z uzce ptibuznych bakterialnich druhii sdilejicich vysokou
hladinu podobnosti 16S rRNA genové sekvence (>97,5 %), vysokou hladinu podobnosti genové
sekvence pro recA (94 — 95 %) a hladinu DNA-DNA hybridizace (30 — 50 %) %. Jedna se 0
gram negativni pohyblivé aerobni ty¢inky majici neobvykle velky genom (7.5 — 8.5 Mb),
skladajici se ze 3 chromozomi, piipadn€é u nckterych druhd 1 plazmidu. Genom je
charakteristicky vysokym obsahem CG bazi (> 60 %) a obsahuje mnoho mobilnich elementd,
pocinaje inzerénimi sekvencemi az po pocetné genomické ostrovy. Pfirozenym rezervoarem
bakterii z tohoto komplexu jsou nejruznéj$i pfirodni niky. Nejcastéji se vyskytuji v piade,
stojatych vodach ale i1 fekach. Detekovany vSak byly i v riiznych kosmetickych piipravcich,
inhalatorech, dezinfekcnich roztocich €i nepasterizovaném kravském mléku 23, Mohou se chovat
jako symbionty kofenového systému rostlin i jako rostlinny patogen zpusobujici hnilobu. Tvofi
rostlinné hormony a mnozstvi antibiotik vcetné latek s antifungalnim efektem. Bakterie z tohoto
komplexu jsou schopné metabolizovat organické odpadni latky (ftalaty, chlorované uhlovodiky)
a tézké kovy (chrom, olovo, rtut) 24\ 90. letech minulého stoleti se tyto schopnosti zacaly
vyuzivat v primyslovém odvétvi a zemédélstvi (Obrazek €. 3). OvSem prokazéani patogenniho
potencialu téchto bakterii (u pacientd s CF nebo chronickou granulomatézou) vyvolalo zékaz

. wr s o2
jejich pouzivani “.
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Obrdzek & 3. Prospésné a Skodlivé piisobeni bakterii Bcc. Prevzato a upraveno z publikace [5].

Poprvé byla tato bakterie (pozdé&ji zafazena a pravé na pocest svého objevitele pojmenovana
Burkholderia) izolovana a popsana ve 40. letech minulého stoleti Walterem Burkholderem jako
agens zptsobujici hnilobu cibule ?°. Tento novy druh dostal nizev Pseudomonas cepacia
(cepacia = lat. cibule). V roce 1992 Pseudomonas cepacia a dalSich 6 druhid, do té doby
takzvana rRNA pseudomonéadova skupina 11, byly pfesunuty do nového rodu Burkholderia %'.
Dva z téchto ptivodnich 7 druhd byly pozdéji pteklasifikovany jako Ralstonia spp. V soucasné
dobé je v rodu Burkholderia zafazeno vice nez 70 druhd.

Pro jednotlivé cleny Bcec byla zavedena taxonomickd jednotka genomovar odpovidajici
bakterialnimu druhu charakterizovanému na zékladé molekuldrné genetickych metod.
V soucasnosti do skupiny Bec patti 20 bakterialnich druhti (v zavorce diive urCované skupiny):
B. contaminans (skupina K), B. lata (skupina K), B. metallica (BCC8), B. cepacia (genomovar
1), B. seminalis (BCC7), B. cenocepacia (genomovar Ill), B. arboris (BCC3), B. pyrrocinia
(genomovar 1X), B. stabilis (genomovar V), B. ambifaria (genomovar VII), B. diffusa (BCC2),
B. anthina (genomovar VII1), B. latens (BCC1), B. vietnamiensis (genomovar V), B. multivorans
(genomovar Il1), B. dolosa (genomovar V1), B. pseudomultivorans, B. terittorii, B. stagnalis a B.
ubonensis (genomovar X) (Obrazek ¢. 4), které mohou byt spravné klasifikovany pouze uzitim
molekularng genetickych metod % #. Viechny tyto druhy, vyjma B. ubonensis, B. terittorii a B.

stagnalis, byly izolovany i u pacientt s CF.
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Burkholderia contaminans LMG 233817 (ST-1 02)
Burkholderia lataLMG 224857 (ST-101)
Burkholderia metallica LMG 240687 (ST-511)
Burkholderia cepacia LMG 12227 (ST-10)
Burkholderia cenocepacia |lICLMG 192307 (ST-44)
Burkholderia arborisLMG 24066T (ST-492)
Burkholderia pyrrocinia LMG 141917 (ST-41)
Burkholderia stabilisLMG 142947 (ST-50)
Burkholderia seminalis LMG 240677 (ST-473)
Burkholderia cenocepacia |lIDLMG 214627 (ST-102)
Burkholderia cenocepacia |[|IBLMG 18830" (ST-39)
Burkholderia cenocepacia |l IALMG 166567 (ST-31)
a3 Burknolderia anthinaLMG 209807 (ST-86)
] Eﬂkhofderia ambifaria LMG 191827 (ST-77)
Burkholderia diffusa LMG 240857 (ST-164)
Burkholderia vietnamensis LMG 109297 (ST-65)
L Burkholderia latens LMG 240647 (ST-238)
ﬂ Burkholderia territoriiLMG 28159; R-52244 (ST-794)
9

| rBurkholderiaterritoriiLMG 281587 (ST-701)
100 L Burkholderia territoriiR-52242 (ST-792)

Burkholderis pseudomuiltivoransLMG 268837 (ST-536)
@hold@rfa multivorans LMG 130107(ST-397)
&1 Burkholderia dolosa LMG 188437 (ST-72)

Burkholderia ubonensisLMG 203587 (ST-299)

Burkholderia stagnalisR-52095 (ST-865)

Burkholderia stagnalisR-52240(ST-690)

Burkholderia stagnalisLMG 28157; R-52237;R-52238 (ST-789)
a7 Burkholderia stagnalisLMG 281567;R-52235 (ST-787)

62! Burkholderia stagnalis R-52096 (ST-519)

Burkhelderia fungorum LMG 203581 (ST-299)

—
0,05

Obrazek ¢ 4. Fylogeneticky strom Bcc sestaveny na zakladé MLST analyzy (konkatenované sekvence alel pouzitych
pro MLST), zahrnujici vSech 20 druhii. B. fungorum do komplexu bakterii Bcc nepatii, zarfazena pro srovndni
pribuznosti druhii v Bcc. Oznaceni LMG/R + cislo za ndazvem bakterii predstavuje Ciselny kod daného izolatu
zarazeného do mezinarodni referencni sbirky, oznaceni ST predstavuje sekvencni typ daného izoldatu uréeny pomoci
metody MLST. Pfevzato a upraveno z publikace *.

2.2. Bcc u pacientii s cystickou fibrézou

Bakterie z Bcc maji neuvéfitelnou schopnost adaptovat se na rozsahlé mnozstvi riznych
zivotnich podminek. V urcitych situacich jsou schopné se adapovat i na prostedi lidského téla,
nejCasteji se jedna o dva typy genetickych onemocnéni - cystickou fibrézou a granulomat6zni
onemocnéni (CGD). Infikovanim bakterii z Bee se miiZze doba pieZiti pacienta snizit aZz o 12 - 25
let *. Vétsina pacienti infikovanych bakteriemi z Bcc se vykazuje chronickou infekci se
zhorSovanim plicni funkce, nestabilitou a Castymi plicnimi exacerbacemi. V nékterych piipadech
se u takto infikovanych pacientli mize rozvinout klinicky stav znamy jako cepacia syndrom.
Jednd se ve vétsin¢ pifipadi o smrtelnou rychle progredujici komplikaci, ktera je
charakterizovana vysokou horeckou, akutni nekrotizujici pneumonii a sepsi. Tento stav byl
poprvé popsany v souvislosti s epidemickou linii ET12 viz kapitola 2.3. .

Pro detekci Bee infekce u pacientl je asto vyuzivana metoda PCR pro gen recA, vykazujici ve

vétsine piipada schopnost identifikace Bcc druhu. Dale je tento gen spolu s dalsimi Sesti geny
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vyuzivan v metodé¢ MLST (multilocus sequence typing) pro identifikaci i1 klasifikaci bakterii
z Bcec.

MLST je zalozeno na sekven¢nim polymorfizmu 7 ,housekeepingovych“ genu (atpD, gItB,
gyrB, recA, lepA, phaC a trpB), kdy sekvenaci ziskame alelické profily gent, které dohromady

uréuji sekvenéni typ bakterie (ST) *.

MLST je nastupcem multilokusové enzymové
elektroforézy (MLEE), rozd€lujici bakterie Bece na elektroforetické typy (ET), které jsou
V porovnani s metodou MLST nedostacujici 32,

Piitomnost Bcc je metodou PCR mozné ur€it i pfimo z klinického materialu, coz je velmi
pfinosné, a to i pro pacienty s dosud negativnimi vzorky. V¢asna detekce Bcec piinasi vétsi
uspéch v eradikacni 1é¢bé. Zaroven dochazi k zatazeni pacienta do odpovidajici izola¢ni
skupiny, coz ma za nasledek lepsi ochranu pied infekci ostatnich pacientii. Béhem obdobi 2001 —
2010 se v prazském CF centru vyskytlo 12 ptfipadd, kdy pfitomnost Bee byla uréena mnohem
diive metodou PCR (pii soucasné kultivaéni negativité trvajici od prvniho zachytu PCR od 1 az
do 22 mésici) *#. V soucasné dob& v prazském CF centru vyuzivame pro diagnostiku a
monitoring epidemiologické situace Bce infekci kombinaci metod nested PCR pro gen recA,
specifického PCR pro uréeni epidemického kmene ST32 (viz kapitola epidemické kmeny Bec) S
genotypiza¢nimi metodami RAPD (fingerprintova metoda genotypizace nahodné amplifikaci
polymorfnich useki DNA) a MLST. Kombinace téchto metod zajistuje rychlou a finan¢né
nezatézujici kontrolu epidemické situace Bce mezi pacienty )

Rezistence bakterii Bec k téméf vSem znamym antibiotikim velmi komplikuje 1écbu jimi
zpusobenych infekci. Nejcastéji se vyskytujici druhy u pacientd s CF jsou B. cenocepacia a B.

multivorans. V Ceské republice jsou detekovéany navic také B. stabilis a B. contaminans *°.

2.2.1. B. cenocepacia

B. cenocepacia (,,nova cepacia“) je klinicky dilezity a vysoce ptenosny druh, do kterého patii
vétSina dosud popsanych epidemickych kment Bee (ET12, PHDC a cesky epidemicky kmen
ST32 viz nize). Velikost bakterie se pohybuje v rozsahu délky od 1,0 do 2,0 um a Siiky od 0,6 do
0,9 um. B. cenocepacia je metabolicky velmi variabilni druh, vétSina funkci, stejné jako

6

naptiklad produkce pigmentu % 3 antigenu typu O 3 je kmenové specifickd. Na zaklade

fylogenetického Klastru zalozeného na sekvenci genu recA, muizeme bakterie tohoto druhu

24

B. cenocepacia 2. Infekce zpiisobené ndkterymi kmeny tohoto druhu jsou spojovéany s daleko

vaznéjSim prabeéhem a zkracenou dobou preziti pacienta 243940 B, cenocepacia je také znama
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schopnosti vytésnit z plic ostatni druhy Bee, pokud byly u pacienta pied akvizici B. cenocepacia
pfitomny o

V roce 2001 bylo v prazském CF centru 194 pacientll, z nichz 56 (29 %) bylo Bcc pozitivni a 52
(93 % Bcc pozitivnich pacientll) z téchto pozitivnich pacientll neslo pravé epidemicky kmen
ST32. V porovnani s rokem 2014, kdy v prazském CF centrum bylo 330 pacientll, z nichz 40
(12 %) bylo potvrzeno jako Bcc pozitivnich a 21 (53 % Bcc pozitivnich pacientll) neslo
epidemicky kmen ST32. Tento pokles vyskytu pacientli s epidemickym kmenem ST32 je
vysledkem dobfe postaveného protiepidemického opatieni, ale bohuzel 1 faktem, ze ST32 kmen

snizuje dobu pfezivani pacienta a to praveé i schopnosti zpasobit cepacia syndrom.

2.3. Epidemické kmeny Bee
Nékteré kmeny bakterii Bcc maji schopnost epidemického Sifeni z pacienta na pacienta, coz pro
pacienty s CF piedstavuje velikou hrozbu *2. Zda se, 7e epidemické kmeny Bcc jsou mnohem
virulentnéj$i a zptsobuji mnohem zavaznéjsi infekce, nez Bee kmeny, které se mezi pacienty
nesiti. Doposud byl popsan pouze jeden obecnéjsi marker pienosnosti (BCESM- Burkholderia
cenocepacia epidemic strain marker), ktery se ovSem nevyskytuje u vSech epidemickych kment
. TudiZ urdeni, zda se u nového kmene jedné o epidemicky kmen ¢i nikoli, je stile nejasné.
Obecné je doporucovano skazdou infekci zplsobenou novym kmenem zachdzet jako
s potencialnim epidemickym kmenem. Vlastni identifikace kmene velmi poméha pti ur€ovani
nebezpeci epidemie. Pokud je dany izolat identifikovan naptiklad jako ST32, tak vime, Ze se
jedné o vysoce pfenosny kmen.
V 90. letech 20. stoleti byl na zakladé MLEE detekovan prvni epidemicky kmen B. cenocepacia
I11A oznacovany jako ET12 linie (elektroforeticky typ 12). Tento kmen se epidemicky rozsifil
v CF centrech v Kanadg a nasledng i ve Velké Britanii ** *°. Pomoci metody MLST byly v ramci
této linie odhaleny 4 sekvencni typy. Patii sem kmen ST28 (UK) a kmeny ST29, ST30 a ST31
(Kanada) “°. Reprezentativnim vzorkem této linie se stal klinicky izolat J2315, ktery byl také
jako prvni B. cenocepacia v Sangerov¢ institutu kompletné osekvenovan o,
Ze skupiny B. cenocepacia IIIB doslo na vychodé USA k epidemickému rozSifeni kmene
oznatovaného PHDC (oznadeni izolatu AU1054) *®, Pozdé¢ji byl tento kmen detekovan u
pacientii s CF i na izemi Evropy “°. Zanedlouho po detekei tohoto epidemického kmene PHDC
byl v piidé nalezen kmen s naprosto stejnym genetickym profilem.
Dalsi epidemicky kmen skupiny B. cenocepacia IIIB byl oznacen jako Midwest klon, ktery se

roz§ifil ve statech Michigan a Ontario 0 Mezi epidemické kmeny jinych druhii Bee patii
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napiiklad kmen ST16 patiici do skupiny B. multivorans *, identifikovany ve Francii **, &i kmen
ST71 (SLC6), pattici do skupiny B. dolosa, ktery zpusobil lokalni epidemii v Bostonu. Mezi
epidemické kmeny patii také ST96, B. contaminans, ktery byl izolovan u pacientd s CF
v Portugalsku 2.

Pro nas nejdulezitéjsim se stal epidemicky kmen ST32, patiici do skupiny B. cenocepacia IlIA.
Tento kmen, blizce pfibuzny epidemické linii ET12, ptivodné nesl oznaceni CZ1 a RAPDOI, ale
dodate¢na analyza pomoci MLST potvrdila shodu mezi témito izoldty a zatradila je do
sekven¢niho typu ST32. Pod ozna¢eni RAPDOI byl zahrnut také kmen pozdéji uréeny jako
ST33. Vyskyt ST32 byl potvrzen celosvétové a to, mimo Ceskou republiku, také v Kanadg,
Francii, Italii, Belgii a Velké Britanii . Kmen ST32 je linii ET12 podobny nejen z hlediska
genetického, ale také klinickym pribéhem infekce. Tyto kmeny zplisobuji zavazné chronické
infekce, které ve vétsing ptipadi piejdou az v obdvany cepacia syndrom.

V predchozi kapitole bylo jiz zminéno, Ze v Ceské republice se mezi pacienty s CF zavazné
rozsitil eidemicky kmen ST32. V roce 2001 byl v prazském CF centru jeho vyskyt potvrzen
u 93 % pacientt infikovanych Bee (52 z 56 pacientl), celkové se jednalo o 30 % infikovanych
pacient 8,

Byl zaveden protiepidemicky program, ktery zahrnoval ukonceni veskerych spoleenskych akci
pro pacienty s CF. Dale pro pacienty nesouci infekci Bee byl zafizen specialni rezim ambulance.
Jak jiZz bylo zminéno, v laboratofi molekuldrni genetiky byly zavedeny nové laboratorni
techniky, které umozZnily rychlou a u¢innou detekci pfitomnosti Bee, a pozdéji genotypizacni
metody k dourceni ST typu daného izolatu. V soucasné dobé bylo pro pfimé a rychlé potvrzeni

kmene ST32 zavedeno jiz zmin&né specifické PCR **.

2.4. Faktory virulence
Bakterie z Bcc jsou znamé produkei velkého mnozstvi virulentnich faktort, které se podileji na
schopnosti téchto bakterii vyvolat infekci. U nékterych jesté stale neni znama jejich piesna role
v mechanismu patogeneze. Pro identifikaci faktort virulence byly zvoleny napiiklad metody
vyuZzivajici ndhodné mutageneze ¢i celogenomova komparativni transkriptomika, pomoci které
lze porovnat chovani klinickych B. cenocepacia izolatd a izolatl z prostiedi, pti kultivaci
napiiklad v syntetickém sputu. Bezpocet faktorti virulence je v soucasné dob& podrobeno

hlubsimu studiu pomoci technik cilené mutageneze.
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2.4.1. Popis nejcéastéji studovanych faktori virulence

Antimikrobialni rezistence

Kmeny Bcc jsou znamé svoji pfirozenou rezistenci k mnoha klinicky vyznamnym skupinam

antibiotik (napf. aminoglykosidy ¢i polymyxiny). Pokud je infekce predmétem 1€cby, nezbyva

nez pouzit kombinaci n&kolika antibiotik dohromady 3. Je znamo, Ze izolaty ziskané od pacienta

prodélavajiciho plicni exacerbaci vykazuji ve vétSin€ pripadit daleko vétsi rezistenci

k antibiotikim neZ izolaty ziskané od chronicky infikovanych pacientii ve stabilnim stavu >*.

4

Pfi¢ina rezistence je povazovana za multifaktoridlni, pii1 které bakterie vyuzivaji zménu

permeability bunécné stény, zménu cilovych mist pro léky, enzymatickou inaktivaci 1€ka, ¢i

aktivni efluxni pumpy. Vyznamnou roli maji také lipopolysacharidy, které ovliviiuji rezistenci

vii¢i antimikrobialnim peptidiim (Obrazek &. 5) %.

Polysacharid
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Obrdzek & 5. Struktura a mechanismus antibiotické rezistence u bakterii Bcc. Prevzato a upraveno zpublikace
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A) Lipopolysacharidy (LPS) tvori vétveni vnéjsi membrdany gram-negativnich bakterii a jsou zodpovédné za

B)

rezistenci k nékterym typiim antibiotik. Lipid A obsahuje Ara4N (hnéda kolecka) a vnitini korova oblast
zahrnuje a-D-Ko (Cerveny Sestivihelnik) pripojenou na 2-keto-3-deoxyacetat (tmavé modry Sestivihelnik),
které se podileji na rezistenci ke kationtovym antimikrobidlnim peptidim a polymyxinu. Rezistence
k aminoglykosidiim je prirazena neschopnosti antibiotik tohoto typu navazat se na LPS.

Mechanismy antibiotické rezistence miizeme najit ve vSech castech bakterii Bce. Ve vnejsi membrané se
vyskytuji efluxni pumpy, které aktivné odstranuji z bunky chloramfenikol, trimethoprim a chinolony.
U nékterych Bcc bakterii byl také detekovan enzym trimethoprim-rezistence dihydrofolat reduktdiza
(DHFR). Poriny ve vnéjsi membrané také zabranuji nékterym antibiotikiim vniknout do bunky. U Bcc
bakterii existuji dva odlisné mechanismy pro rezistenci k p-laktamum. Jednim z nich jsou periplazmatické
p-laktamazy, které jsou schopné degradovat tyto antibiotika, druhym systémem jsou penicilin vdzajici
proteiny (PBP), které jsou méné citlivé na jejich piisobeni. A nakonec schopnost tvorby biofilmu zvySuje
rezistenci Bec bakterii k ceftazidimu a ciprofloxacinu.
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Quorum sensing

Quorum sensing je oznaCované jako forma mezibakterialni komunikace regulujici genovou
expresi a to relativné k hustoté bunék (jak mezi jednim, tak mezi vice druhy bakterii). Pro tuto
komunikaci jsou uzivané signalni molekuly (u Bcc se jednd minimalné o tii typy signalnich
molekul), nejcastéji se vyskytuje N-acyl-homoserine-lacton (AHL), ktery je produkovany
syntazou a detekovany transkripénim regulatorem. U epidemickych kment B. cenocepacia
muzeme pozorovat dva rizné typy AHL zprostiedkované quorum sensingem. Prvni typ, ktery je
slozen z AHL - syntazy Cepl a regulatoru CepR (geny BCAM1870 a BCAM1868), se vyskytuje

u tém&f vsech kmenti B. cenocepacia .

Druhy typ je oznaCovany jako CcilR (geny
BCAMO0239A a BCAMO0240), ktery je lokalizovany v rdmci cenocepacia genomického ostrova
(cci) *°. Nedavno objevenou signalni molekulou, vyskytujici se u viech Bec druhi je
Burkholderia difazni signlni faktor (BDSF) *". CepR a CepiR se podileji na reciproéni regulaci
mnoha genti, mezi které patii naptiklad geny pro motilitu, transport zeleza, syntézu rtznych

exoenzymdu i nematodidlni protein AidA %

Ziskavani zeleza

Zelezo patiici mezi nezbytné slozky pro bakterialni rist a dalsi dileZité biologické procesy se
V hostitelském prostfedi ve volném stavu nachazi ve velmi omezeném mnozstvi. Extracelularni
zelezo se vyskytuje pii transportu navazané na transportni proteiny, jako naptiklad transferin ¢i
laktoferin, zatimco intracelularni zelezo se vyskytuje ve slozitych komplexech. Mechanismus
vstiebavani Zeleza zahrnuje produkci ornibactinu (asociované geny pvdA, orbA, orbF) ¢i
pyochelinu (asociované geny pchD, ftpA), cepabactin a cepaciachelin *%. Tyto siderofory maji
schopnost vazat ionty Zeleza a transportovat je zpatky do buiiky pomoci specifického
mechanismu, zalozeného na membranovych receptorech > Predominantnim sideroforem
produkovanym vétSinou kmend B. cenocepacia se zda byt ornibactin. Syntéza a mechanismus
puisobeni ornibactinu a jeho regulace byla popsana u B. cenocepacia ®°. Tyto bakterie k ziskani
Zeleza také Casto vyuzivaji degradaci zelezo-vazajiciho proteinu, feritinu o, Bylo zjisténo, Ze u
pacienti s CF je 100x vyS$si koncentrace feritinu v bronchoalveolarni lavazi, nez bylo
pozorovano u zdravych jedincii °2. Pravé proto se predpoklada, Ze feritin slouZi pro bakterie jako

hlavni zdroj Zeleza.
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Exoenzymy

Pomoci funk¢nich studii bylo zjisténo, Ze B. cenocepacia produkuje velké mnozstvi riznych
exoenzymi, které mohou hrat roli v interakcich mezi hostitelem a patogenem. Radime sem
napiiklad fosfolipazu C, u které byla potvrzena spoluti¢ast na virulenci gram-pozitivnich bakterii
% Dalgim exoenzymem je hemolyticky protein, ktery je schopny u fagocytarnich bunék spustit
apoptozu a degranulaci * Mezi nejlépe prostudované exoenzymy produkované B. cenocepacia
fadime ZmpA a ZmpB, zinkové metaloproteazy, které jsou regulované quorum sensingem 6566
Ob¢ tyto protedzy maji schopnost degradovat kasein, gelatin, kolagen typu IV, protedzové
inhibitory jako op-mikroglobulin a o-1 proteindzovy inhibitor a dale také mnoho riznych
antimikrobidlnich peptidi %6 Oba enzymy pfispivaji k onemocnéni plic, ZmpA navic pfispiva i

Kk perzistenci bakterii v plicich %

Lipopolysacharid

Lipopolysacharid (LPS) je komplexni glykolipid, ktery je soucasti vnéj§i membrany gram
negativnich bakterii. LPS mé4 velmi vyznamnou roli v bakterialni patogenezi °®. O-antigen, ktery
je soucasti molekuly LPS, je velice dilezity pro rezistenci viuci séru 37 Zarovei také poméha
pfedchézet jak vazbé bakterii na epitelialni bunky, tak makrofagy zprostiedkované fagocytdze %9
Ovsem ne vSechny kmeny B. cenocepacia maji schopnost syntézy O-antigenu. Naptiklad u
epidemického kmene J2315 nebyla produkce O-antigenu prokazana, tudiz tento LPS neni pro
vlastni virulenci nezbytny % Nicméng bylo pozorovéano, Ze vlastni ztrata O-antigenu také
zajistuje urcité vyhody spojené se zvySenou virulenci. Diky této ztraté jsou bakterie hiie

rozpoznatelné imunitnim systémem.

Rezistence k oxidativnimu stresu

B.cenocepacia je v piipadé respiracnich infekci pfimo vystavena toxickym reaktivnim formam
kysliku (ROS). Zatimco intracelularni bakterie jsou vystaveny ROS produkovanymi
fagocytujicimi buitkami °, extracelularni bakterie jsou vystaveny vysoce oxidaénimu prostiedi,
které se vyskytuje v plicich pacienti s CF a které je charakterizovano persistentni infiltraci
neutrofily a tim 1 prozanétlivou odpovédi. MlZeme najit n€kolik systémi, kterymi se B.
cenocepacia snazi branit poniceni v disledku ROS. Patii sem naptiklad pfitomnost katalaz,

U B. cenocepacia byly popsany dvé

peroxiddz a superoxid dismutdzovych aktivit
katalazy/peroxiddzy s odliSnymi funkcemi. KatB, které je pfifazena funkce hlavni

kataldz/peroxiddzy a KatA, ktera je popisovana jako sekundéarni katalaz/peroxidaza. KatA
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zajistuje rezistenci K peroxidu vodiku v prostiedi chudém na Zelezo a v pfitomnosti uhliku
metabolizovaného pouze Krebsovym cyklem 2. Dale sem patii periplazmatickd superoxid
dismutaza SodC, jez je nezbytna pro rezistenci k extracelularnimu superoxidu & Stejné piisobi
také pigment podobny melaninu produkovany B. cenocepacia genomovaru IIIA. NaruSeni genu
hppD, ktery koduje enzym nezbytny pro tvorbu pigmentu, vede ke vzniku kmene bez pigmentu.
U tohoto kmene byla pozorovana mnohem vétsi citlivost k extracelularnimu peroxidu vodiku a

superoxidu a také sniZena schopnost preZiti v makrofazich .

Alternativni sigma faktory

Jako alternativni sigma faktory oznacujeme regulacni proteiny, které aktivuji transkripci urcitych
genovych skupin. Aktivace probihd navazanim téchto regulacnich proteinit do oblasti promotoru
a interakci s RNA polymerdzovym komplexem, ¢imz umozni zapoceti vlastni transkripce g
Alternativni sigma faktor RpoE zajistuje schopnost B. cenocepacia rist pfi nevhodnych
podminkach jako je vysoka osmolarita ¢i teplota ’® Alternativni sigma faktor RpoN je naproti

tomu u B. cenocepacia potiebny pro motilitu a tvorbu biofilmu .

Exopolysacharid

Exopolysacharidy jsou popisované jako vétvené, opakujici se polysacharidové podjednotky,
které¢ jsou bakteriemi sekretované do extracelularniho prostredi 8, Syntéza exopolysacharidu
probiha nejcastéji ve spojeni s infekci pacientl s CF bakteriemi Bcc. Nicméné, nevyskytuje se
bézné¢ u vSech kment, napiiklad J2315 a K56-2 produkuji velmi mdalo az vibec zadny
exopolysacharid . Produkce exopolysacharidu je velmi spojovéana s bakteriemi P. aeruginosa
8 Prechod této bakterie do mukoidniho fenotypu je klinicky velmi vyznamna zména, ktera se
vyskytuje v pribéhu chronické infekce plic pacientti s CF a Casto byva spojovana se zhorSenim

klinického stavu pacienta 8

Bicik

B. cenocepacia, vlastnici jeden nebo vice bicikt, je fazena mezi pohyblivé bakterie. Bi¢ik patii
mezi vyznamné faktory virulence, a to nejen diky své funkci pohybu, ale také diky své
schopnosti proniknout do hostitelskych bunék. Studium kmenti mutantnich pro bic¢ik prokézalo,
Ze je nezbytny pro invazi, ale neovliviiuje adherenci k respiraénim epitelialnim bunikam 8

V porovnani s divokym typem B. cenocepacia pii infekcich mysiho modelu, kmeny mutantni pro
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bicik nevyvolaly tak silnou imunitni odpovéd’. Zaroveii zde bylo patrné viditelné lepsi piezivani
mysi infikovanych kmeny mutantnimi pro bigik ®.
Pies 40 genu pro tvorbu bi¢iki je u B. cenocepacia J2315 rozdéleno do péti klastri na

3 88 Kultivace bakterii

chromozomu 1 a dva dodatecné geny se nachazeji na chromozomech 2 a
Ve sputu zvysila expresi gendi pro bicik a stejné tak i regulaéniho genu 3. Transkripce gent pro

bi¢ik také spada pod reguladni systém quorum sensingu *°.

Biofilm

Jako biofilm je oznaCovano mikrobidlni spolecenstvi, jehoz funkci je chrénit bakterie ptred
antibiotiky a imunitnim systémem hostitele ®°. Bakterie Bcc se mohou Vv plicich pacientti s CF
vyskytovat ve formé biofilmu ®. Pfedpoklada se, Ze mohou tvofit biofilm spolecné s bakteriemi
P. aeruginosa. V této formé spolu pravdépodobné dokazou komunikovat vyuzitim quorum

sensingu " 88

. Bakterie spojované s tvorbou biofilmu maji schopnost degradovat svou vlastni
glykokalyxovou bariéru, zménit aktinovy cytoskelet nejblizsich epitelidlnich bun¢k a indukovat
nekrozu u lamelovych bungk . Tvorba biofilmu spad pod regulaéni systém, ktery ovliviiuje
aktivitu velkého mnozstvi genii °. Do této skupiny patii naptiklad viechny tfi skupiny quorum
sensingu %, alternativni sigma faktor RpoN "/, ShvR, LysR regulator ** a AtsR, ktery je znam
svou roli jako negativni regulator nékolika virulentnich faktorti % Jako dalsi faktory, které
ovlivituji tvorbu biofilmu, jsou uvadény syntéza exopolysacharidu % & schopnost motility %,
Biofilm je také spojovan se zvySenou rezistenci bakterii k antibiotikiim. Nicméné experimentalni
lécba zaméfena na naruSeni biofilmu kombinaci antibiotik a inhibitori quorum sensingu

prokazala schopnost zabit B. cenocepacia formujici biofilm (v porovnani s lébou uzitim

antibiotik samotnych) %.

Sekreéni systémy

Sekreéni systémy jsou vyuzivany mnoha patogeny k interakci s eukaryotickymi hostitelskymi
bunikami. Jednd se o slozity systém, ktery pomaha vpravit do hostitelskych bun¢k efektorové
molekuly. U gram negativnich bakterii bylo popsano celkem Sest multigenovych sekrec¢nich
systémtl oznaCovanych jako typ I — VI (Obrazek €. 6). Mezi tyto sekrecni systémy se fadi jak
jednokrokové tunely, tak dvoukrokové sekrecni procesy % Sekredni systémy se castecné podileji

1 pf1 mezibunééné signalizaci, a to jak pfi kooperaci, tak 1 pii kompetici mezi buitkami.
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Obrdzek & 6. Zobrazeni sekrecnich systému typu I — V1 u bakterii. PFevzato a upraveno z http://lwww.ebi.ac.uk/.

Typ |
Sekregni systém typu I (T1SS), je Siroce rozsifeny mezi gram negativnimi bakteriemi ¥’. Jedn4 se

o jednoduchy komplex prochazejici skrz celou bakteridlni buné€nou sténu, zprostiedkovavajici
ptimou jednokrokovou sekreci. T1SS je slozeny z celkem tfi proteinti. Dva proteiny, ATP-
vazajici kazetu (ABC) transportér a membranovy fuzni protein (MFP) jsou uloZeny ve vnitini
membran¢. Posledni komponenta je ulozena ve vnéj$i membrané 9 Tento systém je schopen

sekretovat nenaStépené substraty s C- koncem rtzné velikosti.

Typ 1l

Sekrecni systém typu II je casto oznaCovan jako hlavni sekre¢ni cesta a tadi se mezi
dvoukrokové procesy. Nejprve je exoprotein spolu se signalnim peptidem transportovan do
periplasmatického prostoru, nasleduje odstépeni signalniho peptidu a translokace proteinu skrz
vnéjs$i membranu % Tento sekreéni systém je velmi podobny sekre¢nimu systému typu IV a ma

schopnost sekretovat rozsahly panel riznych exoenzymu %
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Typ 1l

Sekrecni systém typu III (T3SS) patii mezi kontakt-dependentni systémy, které se nachazeji u
patogennich bakterii. Tento systém pomaha doruéit efektorové molekuly do cytosolu
eukaryotickych bunék. T3SS je homologni k flagelarnimu exportnimu systému. Sklada se
z piiblizné 30 riznych proteint, které tvoii zékladni télo ukotvené v bakteridlni membrang, dale
z externi jehly, translokatoru (sestavajiciho se ze dvou hydrofobnich a jedné hydrofilni domény)

a nakonec také z efektorovych molekul a toxina 100

. Kromé¢ translokace bakteridlnich proteint
piimo do eukaryotické bunky méa T3SS schopnost vyvolat u hostitelské buiiky apoptozu.
Predpoklada se, ze T3SS je zahrnut v prvni fazi tvorby biofilmu, kde zajist'uje vlastni prichyceni

bakterie k povrchu '

. Proteomicka studie bunck rostoucich v biofilmu prokazala, ze nedostatek
T3SS zpisobuje zmény v expresi proteinli zahrnutych v metabolickych procesech, vyrobé
energie, produkci exopolysacharidu, motilité¢ bakterii a také vnéjSich membranovych proteini.
Také produkce exopolysacharidu a motilita byly vyznamné zménény u T3SS mutantnich izolatu.
Tyto zmény byly pozorovany naptiklad u P. aeruginosa, Escherichia coli 0175, Salmonella
enteritica serovar Typhimurium a Xanthomonas citri °*.

T3SS se pravdépodobné také vyznamné podili na vlastnim ptezivani bakterii v makrofdzich. U
B. mallei byl prokazan podil T3SS na uniku z fagosomui. Izolat mutantni pro T3SS nedokazal na
rozdil od divokého kmene opustit fagosom a dal se mnoZit v makrofazich %,

Stejné tak u bakterie Shigella flexneri byl prokazan velky vyznam T3SS (gen ipaB) nejen na uték
bakterii z fagosomt, ale také na vlastni invazi bakterii do buniek 103 104,

U P. aeruginosa PA103 byl T3SS také podroben hlubsi studii. Bylo zjisténo, Ze toxin (ExoU)
produkovany T3SS patii mezi potenciondlni cytotoxiny, které mohou zptisobit nekrotickou

< (e «1, 105
bunécnou smrt, pozorovanou u makrofag a HeLa bun¢k ~.

Typ IV

Sekre¢ni systém typu IV (T4SS) také patii mezi pievazné kontakt dependentni a umoziuje
transportovat substraty piimo do prokaryotickych i eukaryotickych bunék. Svou strukturou je
velmi podobny bakteridlnimu konjuga¢nimu systému. T4SS je schopen pfenaset do jiné bunky
jak DNA, tak i proteinové substraty ‘°. Hlavni struktura T4SS se sklada z adhezinu na
bunééném povrchu, pilu pro mezibunéény kontakt, kanalu vedouciho skrz bunéény obal a

spojovaciho proteinu typu 4, ktery vede substrat do samotného kanalu.
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TypV

Sekrec¢ni systém typu V (T5SS) je oznaCovan jako nejjednodussi systém. Jeho mechanismus je
dvoukrokovy a slouzi pro pfenos vétSich proteinti. RozloZené proteiny jsou transportovany do
periplazmatického prostoru pomoci Sec systému 107 T58S se déli na autotransportéry (zajistujici

adhezi, agregaci, tvorbu biofilmu, invazi bunék a toxicitu) a dvouslozkové sekreéni systémy.

Typ VI

Sekreéni systém typu VI (T6SS) patii mezi velké multigenové sekrecni systémy, které doposud
nebyly zcela popsané. Nékteré proteiny se zdaji byt homologni k bakteriofagovym proteiniim.

T6SS se podili na doruceni efektorovych molekul kontakt dependentnim mechanizmem 108

Genomické ostrovy

Genomy né&kterych bakterii obsahuji takzvané mobilni elementy, coz jsou sekvence DNA, které
byly fyzicky pteneseny bud’ v ramci jednoho, nebo vice organismii. Mezi tyto mobilni elementy
jsou fazeny i genomické ostrovy. Nazev genomické ostrovy se nyni pouziva obecné pro klastry
gendl (10 — 200kb), které jsou piedavany horizontalnim pienosem .

Genomické ostrovy jsou Casto spojovany s adaptaci bakterii na nové prostiedi ¢i 1écbu a maji
velky dopad na jejich evoluci 19 Jednim z takovych ostrovil je takzvany ostrov patogenity, ktery
byl poprvé identifikovan u bakterii E. coli, a ktery je popisovan jako podmnozina genomickych
ostrovil podilejicich se na patogenité dané bakterie. DalSimi popsanymi typy ostrovil jsou mimo
jiné ostrovy antimikrobidlni rezistence a metabolické ostrovy.

Naptiklad genom B. cenocepacia J2315 (IIIA genomovar, klinicky izolat) obsahuje &trnact
genomickych ostrovil, které zabiraji pfiblizné 9,3 % celého genomu. Tyto genomické ostrovy
nebyly nalezeny u I1IB genomovaru (izolaty z prostiedi), coz podporuje domnénku, Ze obsahuji
geny, které napomahaji adaptaci na prostredi plic pacientii s CF %3 Velka &ast genomickych
ostrovll patii mezi profagy, nebo maji fagovy ¢i plazmidovy plvod. Nejpodrobnéji popsany
genomicky ostrov B. cenocepacia (cci) koduje 43 CDS (koédujici sekvence), zahrnujicich Siroké
spektrum genil nejriznéjsich funkci, jako naptiklad quorum sensing, odpovéd’ na stres, geny pro
antibiotickou rezistenci, nebo tfeba transport ionti a aminokyselin. Genomicky ostrov CcCi
obsahuje také takzvany marker epidemického kmene B. cepacia (BCESM), ktery je unikatni pro

kmeny majici schopnost epidemického se §ifeni mezi pacienty 1o
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2.4.2. Vybrané metody studia faktora virulence

Genetickd manipulace s bakteriemi komplexu B. cepacia

Pro studium faktord virulence je nejcastéji uzivan postup, kdy dochazi k deleci daného faktoru
virulence a naslednému studiu mutantniho izolatu v porovnani s divokym typem. Pro tvorbu
mutaci bylo zavedeno nékolik postupti, které jsou ovSem limitovany selekénimi markery, mezi
které nejCasteji patii rezistence k trimetoprimu ¢i tetracyklinu.

Systém zalozeny na endonukledze pGPI-Scel umoznuje nepolarni deleci neoznacenych genti u
B. cenocepacia 11 Tento systém je zalozen na dvou plazmidech, sebevrazedném plazmidu
pGPI-Scel a replika¢nim, ale nestabilnim plazmidu pDAI-Scel (Obrazek ¢. 7). Plazmidy jsou do
bakterii vlozeny postupné, a to pomoci metody ,, Triparental mating assay*.

Samotna delece probiha nasledovné: do muta¢niho plazmidu pGPI-Scel jsou vklonovany dveé
kratké (nejlépe 200bp) oblasti DNA, obklopujici vybrany usek pro deleci. Plazmid pGPI-Scel
obsahuje ve své sekvenci unikatni oblast, kterd je rozpoznavana endonukledzou I-Scel. Tento
plazmid je do genomu inkorporovan pomoci homologni rekombinace. Nasledné je inkorporovan
druhy plazmid, pDAI-Scel, ktery ma schopnost exprimovat I-Scel nukleazu. Pisobenim této
nukleazy dochazi ke zlomu v obou fetézcich DNA plazmidu inkorporovaného do bakterialniho
genomu. Pro pieziti bakterie musi byt tento zlom urychlené opraven. V pribehu opravného
procesu muze dojit ke dvéma typtim rekombinace. V prvnim pi#ipadé dochazi k rekombinaci
V prvnim regionu, coz ma za nasledek obnoveni divokého typu chromozomu. V ptipadé¢ druhém
dojde k rekombinaci v oblasti druhé homologni oblasti, ktera vede k vysStépeni celé oblasti

" Tato delece musi byt potvrzena

chromozomalni DNA mezi témito homolognimi oblastmi
polymerdzovou fetézovou reakci (PCR), s pouzitim primer na vnéjSi oblasti vysStépeného
chromosomu, a nasledné také sekvenaci. Druhy plazmid, exprimujici I-Scel nukleazu také
obsahuje sacB gen, diky kterému ho lze z chromosomu odstranit kultivaci na agaru obsahujicim

sacharozu

2 Pouziti tohoto systému skytd velikou vyhodu v tom, Ze v mutantnim izolatu
nezustava zadna oblast s rezistenci k selek¢énimu antibiotiku, tudiz 1ze vytvotit novou deleci pro

vybranou oblast v jiz mutovaném izolatu.
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Obrdzek ¢ 7A, B. Mapy plazmidii pGPI-Scel (A) a pDAI-Scel (B).

(A) Sebevrazedny plazmid, ktery neni schopen replikovat se bez Pir proteinu. Plazmid nese gen dhfibll zajistujici
rezistenci K trimethoprimu, rozeznavajici misto pro I-Scel a mob oblast pro konjugaci. (B) Plazmid vyuZitelny pro
velkou Skalu hostitelii. Nese gen kodujici I-Scel nukledzu. Ddle obsahuje oblasti zajistujici tetracyklinovou
rezistenci a oblast mob pro usnadnéni konjugace. Prevzato a upraveno z publikace ™.

Modelové systémy pro studium patogeneze bakterii komplexu B. cepacia

Pro studium patogeneze bakterii bylo vyvinuto mnoho riiznych in vivo a in vitro systému. Je zde
snaha nalézt jednodussi, rychlej$i a ekonomic¢téjsi model, ktery bude snadno pfistupny pro
genetickou manipulaci . V soucasné dob& je vyuZivano nékolik réiznych druhéi model
zahrnujicich jak rostliny, tak i zvifata a in vitro bunétné kultury, které poskytuji vhodné
prostiedi pro studium nejen faktorti virulence, ale i odpovédi hostitele ¢i priib&hu 1écby.

Infekce bakteriemi z Bcc muze u pacientd s CF vyvolat tfi rizné typy prubéhu. Patii sem
asymptomatickd kolonizace, chronicka infekce spomalym zhorSovanim funkce plic a

24

mohou byt studovany na my$im modelu. Chronicka plicni infekce zptisobena bakteriemi Bcc je
studovana naptiklad u potkand .
Mezi jednodus$i a finan¢né vyhodnéjsi modely pro studium bakterii Bece patii modely: Danio

6

pruhované (zebficka) Danio reiro *°, had’atko obecné Caenorhabditis elegans ', octomilka

obecna Drosophila melanogaster '’

a nakonec také larvy zavijeCe voskového Galleria
mellonella 2. Viechny tyto modely jsou vhodné pro viechny kmeny Bee, oviem bylo zjisténo,
7e ne vzdycky se vysledky z jednotlivych modelé shoduji **°.

C. elegans je velmi jednoduchy a geneticky velmi pfistupny model. Vysledky ze studia
bakterialni virulence se velmi casto shoduji s klinickymi daty. B. cenocepacia ma schopnost
zabit C. elegans dvéma riznymi cestami. Prvni je rychld cesta, kdy bakterie produkuji

extracelularni toxin, ktery C. elegans paralyzuje a poté zabije béhem 24 hodin 18 Druha cesta je
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pomalejsi, trva 2 - 3 dny a zavisi na typu bakterie. Cim vic je bakterie patogenni, tim rychlejsi je
zabiti C. elegans **°,

Vrozeny imunitni systém D. melanogaster je velmi podobny vrozenému imunitnimu systému u
saved 0. Dalgi vyhodou tohoto modelu je jeho zndmy, zcela osekvenovany genom 121,

Pro studium virulence je velmi vhodny model D. rerio, a to v riznych fazich jeho zivotniho
cyklu. Nejcastéji se uziva embryo (28 — 32 hodin po fertilizaci), jelikoz u D. rerio je jiz v tomto
stadiu vyvinuty vrozeny imunitni systém, ktery je ekvivalentni k savéimu *°. Jeho velkou
vyhodou je moznost pfimého sledovani infekce v Case. Limitaci je jeho citlivost na teplotu
(stejn€ jako u modelu D. melanogaster a C. elegans), kdy teplota idealni pro rast bakterii je pro
né velmi nevhodna .

Také model G. mellonella vlastni vrozeny imunitni systém. Tento model ma velikou vyhodu,
jelikoz dokaze prezit i ve 30°C, coz je teplota vhodna pro rust bakterii. Nevyhodou je jeho
doposud neznamy genom **'. Vysledky z tohoto modelu se shoduji s vysledky z mysiho modelu.
Prace s G. mellonella je velmi jednoducha a efektivni. Po 72 hodinach po infikovani G.

mellonella se odecita pocet Zivych a mrtvych larev, kdy mrtvé larvy zcernaji v dusledku

melanizace 8.

Studium in vitro na bunéénvch kulturach

Pro studium funkce virulentnich faktort ¢i jinych bakteridlnich genti se ¢asto vyuzivaji bunécné
¢i tkanové kultury. In vitro bylo pozorovano, ze B. cenocepacia je schopna invaze, ale minimalni
¢1 zadné replikace v respiracnich buiikach a makrofazich 122 Prave respiracni buniky a makrofagy

123 7atim

se Casto vyuzivaji pro studium interakce mezi bakteriemi a hostitelskymi bunikami
neni moc znamo, zda invaze makrofagii B. cenocepacia probiha aktivné a cilené, ¢i se jedna
pouze o fagocytdozu. Bakterie vyvinuly nejriiznéjsi strategie pro intracelularni pfeziti ve
fagocytarnich buikéch.

Pohlcené bakterie ptezivaji v prostornych vakuolach, které byvaji nazyvany Bcc- obsahujici
vakuoly (BcCVs). U tohoto typu vakuol byla prokdzana opozdénd fuze s lyzozomy, coZ je pro

122

pteziti B. cenocepacia v makrofazich nezbytné ~“°. Opozdéné dozravani makrofagi umoziuje

bakteriim aktivovat geny pro rezistenci vuci prostiedi lyzozomt, kterd jim ptinasi dalsi vyhodu
pro intracelularni preZivani *%,

Mechanismus intracelularniho pteziti bakterii Bcc jeste stale neni zcela prozkouman. Schopnost
rychle reagovat na zmény v prostfedi pomoci regulace genové exprese casto podléhaji

alternativnim sigma faktorim 2%, Dalsi vyhodou pro intracelularni pieZiti je schopnost bakterii
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Bcec predejit oxidaénimu poskozeni, jelikoz v makrofazich jsou vystaveny procesu oxidac¢niho
spalovéani 2. Proti takovému typu poskozeni je potiebna produkce periplazmatické superoxid
dismutazy ® a melaninu podobnému pigmentu ™ které hraji velikou roli v protekci bakterii pied
timto typem poniceni. Na vlivu pfezivani bakterii v hostitelskych bunikach se podileji i sekre¢ni

systémy (T3SS a T4SS).

2.5. Transkriptomové studie
Zména hladin transkripce patii mezi primarni mechanizmy iniciujici vlastni adaptativni proces
v bunikach. Ve spojeni s translaci vede k produkci novych proteinti, zméndm v usporadani
membran a mnoha dal§im zméndm v bun&éném mechanismu 2%,
Studium genové exprese muzeme rozdelit na dva hlavni zptsoby, které mohou byt pouzity jako
komparativni metody pro porovnani relativniho mnozstvi transkriptu v testovaném a kontrolnim
vzorku. Prvni metoda je zaloZena na hybridizaci pouzitim oligonukleotidovych microarray ¢ipa.
Druhou, nov¢jsi variantou je vyuziti technik zalozenych na sekvenovani RNA nové generace
(RNA-seq) %',
Vysledkem kazdého transkriptomového experimentu je seznam genti se zménénou expresi, kdy
zvySena hladina mRNA uréitého genu odpovida zvySenému mnozstvi (aktivit€) daného proteinu.
Nicméné, tento pfistup nepocita s post-translacnimi upravami a regulaci, které miizou velmi
ovlivnit stabilitu proteinu, jeho vyskyt a funkci. Z tohoto divodu se doporucuje kombinovat
transkriptomovy pfistup spole¢né s proteomickou studii, kterd vypovidd o tom, jaky vliv ma
dany transkriptom na vysledny proteom 128
Pro vyhodnoceni vysledku transkriptomovych studii je nejcastéji vyuzivana tzv. ,,fold change
value®, kterd vypovida o ndsobné zméné exprese v porovnani ke kontrolni podmince.
V ptipad¢ transkriptomovych experimentd existuji velmi pfisna pravidla ohledné statistické
vyznamnosti ziskanych vysledkli. Pro shroméazdéni solidniho mnozstvi dat jsou vzdy
pozadovany minimalné tfi biologické replikaty. Nicméné i tak nelze zarucit, Ze v ramci analyzy
vysledkil dojde k vyfiltrovani vSech faleSné€ pozitivnich vysledki. Z tohoto diivodu by mélo vzdy

dojit k potvrzeni ziskanych vysledkd dalsi metodou, jako je napt. gPCR .

2.5.1. Microarray metoda
Microarray metoda umoznuje vytvofit obraz genové exprese u velkého mnozstvi gent
testovan¢ho organismu V ramci jednoho experimentu. Studium transkriptomu ndm umoZiuje

spojit si informace obsazené v DNA s vlastnim fenotypem **°.
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Zakladem této metody je set kratkych oligonukleutidovych prob reprezentujicich genomickou

DNA daného organismu, kde lze vyuzit i nekddujici RNA a dalsi intergenové oblasti, které nas

zajimaji. V piipadé microarray metody je nezbytna potiecba znalosti sekvence referenc¢niho

genomu, ktery slouzi jako podklad pro navrzeni prob pro dany experiment. OvSsem pokud je

dodrZena vice nez 90% nukleotidova identita, mohou byt pro stejny microarray design pouzity i

blizce ptibuzné kmeny **. Proby jsou vétsinou natiitény na mikroskopicka sklicka, nebo

Vv ptipad¢ vétSiho formatu na membrany 132,

Vlastni princip metody je v komplementarni hybridizaci zna¢ené ¢cDNA k probam na cipu.

Z toho diivodu musi byt vSechny navrzené sekvence oligonukleotidd unikatni, aby nedochazelo k

nezadouci zk¥izené hybridizaci *®,

Extrahovana RNA testovaného 1 referencniho vzorku se pomoci reverzni transkripce

fluorescenéné znacéi bud’ Cy3, nebo Cy5 - dUTP. Vzorky jsou nasledné¢ smichany a za velmi

piisnych podminek hybridizovany na microarray &ip ***.

Po naskenovani CcCipti jsou vysledkem monochromatické obrazky, které jsou nasledné

zpracovavany softwarem. Vyslednd data jsou zobrazovéna jako normalizovany pomér

(Cy3/Cy5), 24,

Pro design microarray experimentu existuje n¢kolik pfistupt. Jedna se vzdy o dva vzorky, které

jsou znaceny ruznymi barvami a hybridizovany na jeden Cip:

e Pokud se jednd o experiment, kde mame pouze dvé podminky, miizeme porovnat
transkriptom v ramci jednoho microarray Cipu. V tomto piipadé se jedna o tfi moznosti
designu experimentu **2;

o Porovnani odpovédi organismu na dvé rizné rastové podminky

o Porovnani vlivu mozné terapeutické latky na organismus v porovnani s nelécenou
kontrolou

o Porovnani expresniho profilu mutantniho izolatu s ptivodnim divokym typem

e Jinym piistupem muze byt uziti referen¢niho designu. U referenc¢niho designu jsou dva rtizné
vzorky, které chceme porovnat, znaceny stejnou barvou a jsou hybridizovany na dva rizné
¢ipy spolu s referencnim vzorkem znacenym jinou barvou. Tento typ designu je vhodny pro
experimenty uzivajici vice nez dvé testované podminky, jelikoz umoznuje velké mnoZzstvi
kombinaci porovnavani transkriptomii za minimalniho mnozstvi uziti microarray Cipti 129

Pro vyhodnocovani se vyuzivaji statistické analyzy, které zahrnuji moZnost faleSné pozitivnich

rozdilnych expresi **°. Pro potvrzeni vysledki z microarray experimentu by vzdy méla byt

pouzita dal§i molekularni metoda, jako je napiiklad qPCR nebo Northern blot.
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2.5.2. RNA sekvenovani

Sekvenovani nové generace se V poslednich letech velmi rozsifilo nejen v ramci analyzy
genomil, ale také v oblasti méfeni dynamického transkriptomu, a to metodou zvanou RNA-Seq
38 Tato metoda pfinasi ndkolik vyhod oproti microarray pristupu. Za prvé, v piipadé RNA
sekvenovani neni potieba znalost referencni sekvence, podle které by se navrhovaly proby. Diky
tomu neni nutné pii vymysleni designu experimentu brat ohled na vétsi rozdily v genetické
informaci, jelikoZ i tak mizeme expresi jednotlivych kmend porovnavat **’. Dal§i vyhodou této
metody je jeji véEtsi preciznost v ramci mapovani sekvence, na rozdil od hybridizace na
oligonukleotidy. Transkriptom je takto zkouman S mnohem vétsim rozliSenim a dovoluje nam
studovat repetitivni oblasti genomu. Kvantifikace také neni ovlivnéna interferenci mezi geny

137 o L, .,
. Béhem RNA sekvenovani dochazi

v disledku nespecifické hybridizace na ¢cDNA proby
k detekci mnozstvi dat, které se shoduji s danou kodujici sekveneci (CDS). Diky tomu ma tato
metoda mnohem vétsi dynamickou oblast pro ur¢eni variability expresnich hladin.

Pomoci RNA sekvenovani mizeme odhalit spoustu dalSich dilezitych informaci, mezi které
patii naptiklad dosud neanotované geny, nekddujici RNA, rlizné druhy mutaci, které pomoci
microarray ¢ipt nejsme schopni odhalit ¢i naopak informace o novych genech.

Pti extrakci RNA je nutné davat pozor, aby nedoslo k ovlivnéni transkriptomu. Zaroven je
potieba dosdhnout vétsi koncentrace ziskané RNA pro tvorbu knihovny nez u microarray
metody. Dalsi nevyhodou oproti microarray metod¢ je snizena schopnost vyhout se amplifikaci
vysoce exprimovanych transkriptd, u kterych hrozi nebezpe¢i nechténé saturace vysledného
datasetu. Po extrakci RNA se doporucuje vyuzit metodu pro odstranéni ribosomalni a transferové
RNA pro zvySeni pokryti mRNA pii nasledném sekvenovani 137,

Existuje mnoho platforem, které umoziuji RNA sekvenovani. Mezi nejznamé;jsi patii Illumina a
SOLiD (Applied Biosystems). VSechny platformy vyzaduji vytvofeni cDNA knihovny, ktera je
po naklonovani kazdého fragmentu sekvenovana. Zaroven nabizeji rozdilny kompromis mezi
délkou ¢teni, ktera urCuje, jaka Cast genomu bude unikatné mapovana, a hloubkou pokryti
jednotlivych ¢teni, které ur€uje dynamickou oblast, podle které miiZze byt kvantifikovana exprese
daného genu *¥'.

Stejné jako pfi uziti microarray Cipti, vysledna data z RNA sekvenovani by méla byt potvrzena

. , 12
dalsi molekularni metodou *%°.

Tato metodika byla pouZita napiiklad v publikaci Yoder-Himes a spol. *® kde autofi
porovnavali dva kmeny B. cenocepacia, jeden kmen izolovany z pidy a druhy kmen izolovany
od pacienta s CF. Pro experiment byla pouzita platforma Ilumina, pomoci které sekvenovali

cDNA knihovny. Cilem bylo definovat molekularni odpovéd’ téchto dvou kmenl pod vlivem
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podminek piiblizujicich piidu a prostedi pacienta s CF. Béhem této studie doslo k identifikaci 13
dosud nezndmych nekodujicich malych RNA (sRNA). Vyznamnym zjiSténim také bylo, ze
navzdory podobnosti genomu, tyto dva kmeny vykazovaly vyznamné rozdily v jejich
regulacnich odpovédich. Tyto zmény by mohly vysvétlit jejich rozdilné patogenni schopnosti 138,
V nedavné publikaci se Andrea Sass a spol. snazi pomoci RNA sekvenovani identifikovat
exprimované geny v biofilmech tvofenych bakteriemi B. cenocepacia a dale detekovat regula¢ni
elementy, které by mohly byt zahrnuty v tvorbé biofilmu s cilem pro vyvinuti novych strategii
pro 1é¢bu B. cenocepacia infekci. Diky mapovani mist transkripénich pocatkti napii¢ B.
cenocepacia genomu mohli piidat ptislusné informace do anotace J2315. Zaroven objevili nové
geny a nové regulacni RNA, které jsou pravdépodobné zahrnuty v tvorbé biofilmu, coz velmi

ptispé&je k pochopeni regulace tvorby biofilmu u B. cenocepacia 139,
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II. SPECIALNI CAST
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3. STUDIUM ZMEN GENOVE EXPRESE U BAKTERII{
BURKHOLDERIA CENOCEPACIA ST32 NA ZAKLADE
MICROARRAY CIPU

Cil: Charakterizace zmén v genové expresi bakterii Burkholderia cenocepacia ST32

spojenych S rozvojem zavazného cepacia syndromu.

Hypotéza: Razna stddia infekce se vyznacuji zvySenou nebo snizenou expresi urcitych
bakteridlnich gent. Nejvétsi rozdil v expresi genid by mél byt pozorovan pfi
porovnani izolatu ze stabilni faze infekce s izolaty od pacienta ve fazi cepacia
syndromu. Zmény v expresi jsou o¢ekavany jak u znamych faktora virulence, tak

I u doposud nepopsanych gent.
Autorska publikace k tématu: Publikace ¢. 1

Jak jiz bylo popsano vyse, kmen Burkholderia cenocepacia ST32 zpisobuje u pacienti s CF
velmi zavazné infekce. Jednd se o chronické infekce, které mohou vyustit aZ ve smrtelny cepacia
syndrom. Kazdy rok jsou v prazském CF centru zaznamenény 1 — 2 pfipady umrti pacienti s CF
z diivodu cepacia syndromu. Doposud neni znama pticina ptechodu chronické infekce do CS, a
stejné tak neni k dispozici zddny marker, ktery by v klinické praxi s piedstthem upozoriioval na
vysoké nebezpeci rozvoje CS.

Lze ocekavat, ze faktory zvysujici pravdépodobnost vzniku CS mohou byt specifické jak pro
hostitele, tak také pro patogen. V piipadé patogenti se mize jednat o faktory spojené s regulaci
genové exprese faktort virulence, které je pomérné snadné detekovat.

Béhem této studie jsme se zaméfili na porovnani exprese izolati ze sputa od pacientli ve Stabilni
fazi infekce a krevniho izolatu od pacientl s CS pii kultivaci v riznych podminkéch.
Sekundarnim cilem byla identifikace markeru se snahou odhalit marker, jehoz sledovanim

bychom mohli s piedstihem odhalit blizici se CS.
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3.1. Metodika

3.1.1. Sbér klinického materialu

U dospélych pacientli s CF je indikovan priabézny sbér vzorka sputa a srazlivé krve. Pred
vlastnim experimentem byl od pacientii ziskan informovany souhlas pro odbér vzorkt krve a
sputa pro vyzkumné ucely. Sputum je ihned po odbéru ulozeno do -20°C. Srazliva krev je
ulozena maximalné 4 dny pii 4°C, nez dojde k jejimu zpracovani. Sérum nésledné¢ uchovavame
také pii -20°C. Identifikace izolatl byla provedena pomoci kultivace na B. cepacia selektivnim
agaru (BCSA, Oxoid) a Bee specifickym nested PCR jako soucast rutinniho mikrobiologického
vySetieni. Vyuzitim metod MLST a ST32 specifického PCR byly jednotlivé izolaty urceny az na
uroven kmene.

Béhem studie jsme pouzili 128 izolatd ziskanych ze sputa a 9 izolatd ziskanych z krve (Tabulka
¢. 1) od celkem 25 pacientli s CF, Z nichz 8 zemielo v disledku cepacia syndromu.

Pro vlastni Cipovy experiment byly vybrany dva pary ST32 izolatu od dvou pacientii s CF.
Prvnim pacientem (A) byla zena, kterd po 16- ti leté Bcc infekci zemfela na cepacia syndrom.
Druhym pacientem (B) byl muz, ktery také zemfel z disledku cepacia syndromu po 12- ti leté
Bcc infekci. Od kazdého pacienta jsme pouzili izolat ziskany z krve v prib&hu cepacia syndromu
(izolaty A3 a B8 v Tabulce €. 1) a izolat ze sputa (izolaty A2 a B7 v Tabulce ¢. 1).

Cislo izoldtu

Pacient 1 2 3 4 5 6 7 8 9
576 7272 7419
A sputum  sputum krev

1/2002 1/2010 3/2010
1256 5994 6265 6914 7357 7802 8097 8210
B Sputum  sputum  sputum  sputum  sputum  sputum  sputum krev
3/2003 10/2008 1/2009  10/2009 2/2010  7/2010 10/2010 11/2010
6183 7076 7337 8328 9594 9845
C sputum  sputum  sputum  sputum  sputum krev
3/2002 1/2009 11/2009 2/2010 12/2011 2/2012
856 4209 4541 6206 6981 7339 7506 7507
D) sputum  sputum  sputum  Sputum  sputum  sputum krev krev
1/2002  12/2006 04/2007 1/2009  10/2009 2/2010  4/2010  4/2010
573 9269 10074 11541 12261 12369
E sputum  sputum  sputum  sputum  sputum krev
1/2004 9/2011 4/2012 4/2013  10/2013 10/2013
7040 8480 8540
F sputum  sputum krev
11/2009  2/2011 3/2011
455 6918 7338 7888 8209

Pacienti s cepacia syndromem

G sputum  sputum  sputum  sputum krev

3/2002 10/2009 2/2010  8/2010 11/2010

3487 3633 4608 5267 6995 7574 8207 8208 8705
H sputum  sputum  sputum  sputum  sputum  sputum krev sputum  sputum

3/2006  5/2006  5/2007 1/2008  10/2009 5/2010 11/2010 12/2010 4/2011
Tabulka ¢. 1. Seznam vybranych izolatii od pacientii s cepacia syndromem. Izolat ziskany ze sputa oznacen jako
sputum, izoldt ziskany zKrve V pribéhu cepacia syndromu oznacen jako krev. U kazdého izolitu je také

zaznamendno jeho identifikacni ¢islo a datum odbéru. Prevzato a upraveno z publikace .

38



3.1.2. Kultivace bakterii

Pro transkriptomovy experiment jsme vybrali dvé kultivaéni podminky imitujici prostiedi in vivo

a jednu kontrolni podminku:

1. Pro imitaci in vivo prostiedi jsme nejprve zvolili plnou krev. OvSem tato podminka se

ukazala jako nevhodna, jelikoz v pribéhu experimentu doslo k inhibici fluorescenéniho
znaCeni CDNA. Z toho divodu jsme jako nahradu pouzili sérum od pacienti s CF.
Ziskané sérum muselo byt tepelné inaktivovano (30 min pii 56°C) a to z toho duvodu, ze
B. cenocepacia ST32 patii mezi sérum senzitivni bakterie. Pro vlastni experiment byla
pouzita smés tepeln€ inaktivovanych vzorkt sér.

Jako druhou podminku jsme zvolili 10% sputum (nafedéno BSM — basal salts medium)
od pacientti s CF jak jiz bylo popsano 8 Pro vlastni kultivaci jednotlivych izolath bylo
vytvofené smésné sputum ziskané od nékolika pacientii ze vSech fazi infekce (stabilni
faze, exacerbace, cepacia syndrom).

Kontrolni podminka se skladala z BSM spolu s casAA (smés aminokyselin nastépenych

kaseinem) a 10% glycerolu.

Vsechny izolaty byly v kazdé podmince kultivovany v triplikatu (celkem 36 vzorkili). Pfes noc

narostla bakterialni kultura v LB médiu (Luria-Bertani, SigmaAldrich) byla nafedéna na

optickou denzitu OD 0,5 — 0,6. Do nové zkumavky bylo odebrano 5 ml nafedéné kultury a

sto¢eno, 8 min pii 2 000 rpm. Peleta byla resuspendovdna v 5 ml daného média (10% sputum,

tepelné inaktivované sérum, kontrolni podminka BSM). Kultivace probihala v inkubatoru, 270

min pii 37°C a 200 rpm.

3.1.3. Extrakce a zpracovani bakterialni RNA

Ihned po ukonéeni kultivace jsme jednotlivé vzorky zchladili ponofenim do tekutého dusiku.

Nasledovala extrakce bakterialni RNA pomoci kombinace kitd TRIzol (Ambion) a RipoPure-
Bacteria kit (Ambion).

Zacatek extrakce pomoci kitu TRIzol (Ambion):

centrifugace, 5 min pii 14500 rpm a 4°C, slit supernatant, zchladit v tekutém dusiku
1 ml TRIzol/peleta, vortexovani, inkubace 5 min pfi pokojové teploté

0,2 ml chloroformu/vzorek, 40 s tiepani, 3 min inkubace pii pokojové teploté
centrifugace 15 min, 12 000 rpm, 4°C

vrchni faze smési odebrana do 500 pl vychlazeného 70% ethanolu, vortex
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Pokracovani extrakce pomoci RipoPure-Bacteria kit (Ambion):

e pieneseni vzorku na kolonku, centrifugace 1 min 14 500 rpm a promyti dle manualu od
vyrobce

e eluce RNA 2x 30 pl predehratého Elution buffer (95°C), centrifugace 1 min 14 500 rpm,
ptidat 11 pl DNase I mixu (7 ul DNase buffer, 4 ul DNasel), inkubace 60 min, 37°C

e 14 ul DNase inactivation reagent, inkubace 2 min, pokojova teplota

e centrifugace 1 min 14 500 rpm, supernatant do nové zkumavky

e méfeni koncentrace na nanodropu, uskladnéni extrahované RNA do -80°C

Pro zahusténi koncentrace RNA jsme pouzili 7,5M chlorid lithny (LiCl), (Ambion):

e zahusténi pomoci LiCl bylo provedeno dle manualu od vyrobce
e rozpusténi RNA v 16 ul vody - Nuclease free water (Qiagen), zméfeni koncentrace RNA
na nanodropu
Po zahusténi jsme celkovou RNA precistili podle pracovniho manualu pomoci MICROBEnrich
kitu (Ambion). Kvalitu RNA jsme zkontrolovali vyuZitim RNA nano Cipil na Bioanalyzéru 2100
(Invitrogen), (Obrazek ¢. 8).

[s] [s]

Obrdzek & 8. Obrdazek gelu pro kontrolu kvality mRNA po extrakci a precisténi MICROBEnrich kitem. Kontrola
byla provedena vyuzitim nano RNA ¢ipu a Bioanalyzéru 2100.

Prepis do cDNA a Cy5 znaceni jsme provedli pomoci kitu SuperScript Indirect cDNA labeling
systém (Invitrogen), podle pfilozeného manualu. Postup se sklada z nékolika kroki: cDNA

syntézy (potiebné mnozstvi RNA je 5 - 20 pg), hydrolizace a neutralizace vzorkd néasledovana
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precisténim cDNA. Piecisténou cDNA jsme znalili fluorescencni barvickou Cy5 (GE
Healthcare). Cy5 znacenou cDNA jsme nasledné piecistili a jeji koncentraci a kvalitu znaceni
(koncentrace Cy5 v pmol a absorbance) zméfili na naodropu. Takto zpracované vzorky jsme

ulozili do -20°C, kde mohly byt skladovany maximalné po dobu jednoho tydne.

3.1.4. Extrakce a zpracovani bakterialni DNA (J2315)
Jako referen¢ni DNA pro microarray Cipy jsme zvolili genomovou DNA B. cenocepacia J2315.
DNA byla extrahovana metodou vysolovani. Koncentrace DNA zméfena na nanodropu a kvalita
byla ovétena pomoci gelové elektroforézy.
Genomovou DNA jsme znacili fluorescenéni barvickou Cy3 (GE Healthcare) pomoci kitu
BioPrime® DNA Labeling System (Invitrogen) podle upraveného protokolu:
e reakce: 2 g DNA doplnit do 21 pl Sigma ultra pure water, piidat 20 pl Random primers
(BioPrime, Invitrogen)
e inkubace 5 min 100°C, 5 min na ledu
e na ledu pfidat: 5 ul ANTP mix (1,2 mM dATP, 1,2 mM dGTP, 1,2 mM dTTP, 0,6 mM
dCTP, 10 mM Tris, 1 mM EDTA), 3 pl Cy3 dCTP (GE Healthcare) a 1 ul Klenow
enzym (BioPrime, Invitrogen)
e sm¢s kratce stocit, inkubace ptes noc, 37°C
Cy3 naznacenou genomovou DNA jsme piecistili pomoci kitu QIAquick PCR Prufication kit
(Qiagen) podle doporu¢eného manualu. Koncentraci a kvalitu naznaceni DNA jsme zméfili

pomoci nanodropu. Cy3 zna¢enou DNA jsme ulozili do -20°C, po dobu maximaln¢ 1 tydne.

3.1.5. Microarray ¢ipy

Pro experiment jsme pouZzili dvou-barevné custom 4x44K microarray Cipy (ArrayExpress A-
MEXP-1613, Agilent Technologies), navrzené pro blizce piibuzny kmen B. cenocepacia J2315
% Celkem bylo pouzito 36 Cipl, 9 pro kazdy testovany izolat (v triplikatu pro kultivaci ve tfech
ruznych podminkach). Pro experiment jsme zvolili referen¢ni design, kdy Cy3 barvickou byla
naznacena genomova J2315 DNA, pouzitd jako reference 1l g Cy5 barvickou cDNA
testovaného izolatu.

Hybridizace vzorkd na Cip byla provedena dle manualu Two-Color-Based Gene Expression
Analysis (Aglient) s nkolika vyjimkami, jak jiZ bylo popsano v publikaci 3. Vlastni hybridizace
probihala 17 hodin pti 65°C s naslednym promytim ¢ipti. Promyta a usuSena microarray sklicka
jsme ihned skenovali na microarray skeneru (G2565 BA, Agilent) s vyuzitim softwaru Scan
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Control software verze A.7.0.3 Feb 2007 (Agilent). Skener byl nastaven na oblast 31 x 21,6 mm
a rozliSeni 5 pm. Rozsifena dynamicka oblast byla nastavena na XDR Hi 100% a XDR Lo 10%.
Nasledn¢ byl kazdy Cip skenovan dvakrat, s vy$§im a nizsim rozliSenim. Naskenované obrazky
¢ipu byly zpracovany pomoci softwaru Feature Extraction software, verze 9.5.1. February 2007

(Agilent), za pouziti protokolu GE2 v5 95 Feb07.

3.1.6. Analyza vysledki

Cely proces experimentu a vSechna ziskand data pouzitd pii analyze jsou ulozeny na

ArrayExpress E-MTAB-3133. K normalizaci dat z microarray ¢ipu byl pouzit program R
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(www.R-project.org) s vyuzitim funkce read.maimages z balicku limma ~*“. Pozadi dat bylo

upraveno a normalizovano v rdmci Cipu pomoci loess a mezi ¢ipy pomoci metody Gquantile.
Nasledné byla normalizovand data zcerveného kanalu analyzovana pomoci programu
GeneSpring GX v.12 (Agilent) jako jedno-barevna microarray data. Geny se statisticky
vyznamnou zmeénou Vv expresi byly vybrany na zakladé filtru vice nez dvojndsobné zmény
v expresi (2- fold change) a p hodnoty 0,05. Jako statistické metody jsme vyuzili moderovany

t test a metodu zvanou ,,Benjamini Hochberg false-discovery rate* (FDR), .

3.1.7. Real time PCR

Zmény v genové expresi byly na zakladé vysledkd z microarray experimentu testovany u celkem
18 vybranych gent u izolatl od 8 pacienti, ktefi prodélali cepacia syndrom (Tabulka €. 1).
Izolaty byly kultivovany v kontrolnim médiu (BSM) a RNA byla extrahovana podle postupu
popsan¢ho vyse.

Druhou c¢asti experimentu byla kultivace a extrakce bakterialni RNA piimo z klinického
materidlu, sputa. Sputum odebrané od pacienta jsme kultivovali ptes noc pii 37°C, 200 rpm.
Nasledna extrakce RNA probéhla stejné jako v pfipadé kultivace bakterii. RNA byla v obou
ptipadech piepsana do cDNA pomoci kitu QuantiTect reverse transcription kit (Qiagen).
Koncentraci pfepsané cDNA jsme zméfili na nanodropu a nésledné natedili na 100 ng/ml.

Jako referen¢ni gen jsme vybrali housekeepingovy gen recA, a to diky jeho nezménéné expresi
skrz vSechny podminky vrdmci microarray experimentu. VSechny primery byly navrZeny

pomoci programu Primer-Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Testované

geny a na n¢ navrzené primery jsou shrnuty v Piiloze ¢. 1.
PCR reakce byla provedena v duplikatech o celkovém objemu 25 pl obsahujicim 2 pl cDNA,
chemikalie byly pouzity z kitu QuantiTect SYBR green PCR kit (Qiagen): 2x QuantiTect Sybr
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Green PCR, 0,3 uM primer F a 0,3 uM primer R. PCR program byl sloZen z pocate¢nich 2 min
pti 50°C , dale pocatecni denaturace 95°C, 15 min, nasledovalo 45 cykll tvotfenych z denaturace
pii 94°C, 15 s; nasednuti primera 55°C, 30 s; 72°C, 30 s.

Pro vyhodnoceni relativniho mnozstvi exprese jsme pouzili metodu AACt % Pro vyjadieni

relativni exprese v grafech jsme pouzili hodnoty log ACt.

3.1.8. Elektronova mikroskopie

Pro elektronovou mikroskopii byly vybrany 2 izolaty ST32, které¢ byly pouZzity pfi microarray
experimentu (A2 a A3, viz Tabulka ¢. 1). Izolaty byly kultivovany v BSM, podle postupu
popsan¢ho vySe, viz Kultivace bakterii. Po uplynuti doby kultivace byly tepelné izolované
izolaty pfevezeny na Statni zdravotni ustav, kde bylo provedeno vlastni zpracovani vzorkd pro
elektronovou mikroskopii. Na parafilm byla aplikovana kapka (10 - 20 pl) nafedéné bakterialni
kultury (fedéni bylo provedeno 1:10 v BSM). Na tuto kapku byla pomoci pinzety poloZena
formarova sitka, pouhlikovanou stranou dolu, ktera se nechala inkubovat piiblizné 30 minut.
Poté byla sitka opatrné osusena, pro promyti poloZzena na kapku destlilované vody (priblizné
30 s) a poté znovu opatrné¢ osuSena. Poslednim krokem bylo kontrastovani preparatu na kapce
1% uranyl acetatu po dobu 30 s. Vzorek se nechal dukladné ususit a nasledovalo prohlizeni na

elektronovém mikroskopu.

3.1.9. Funkdni test pro méreni schopnosti motility bakterii

Metoda méfeni motility bakterii vypovida o funkénosti bakterialniho bic¢iku. Celkem jsme
otestovali 55 izolati od 9 pacientt, ktefi prodé€lali cepacia syndrom. Dale jsme otestovali izolaty
od 16 kontrolnich pacient s chronickou infekci B. cenocepacia ST32. Testovani probiha na
specialnim 0,3% Bacto agaru (Sigma-Aldrich). Pfes noc narostlou kulturu v LB broth jsme
nafedili na ODgg 1. Inokulovali jsme 2 pl takto nafedéné kultury propichnutim agaru ve stfedu
petriho misky, pfiblizné do poloviny jeho hloubky. Misky se nechaly inkubovat pti 37°C az po
dobu 120 hodin. Kazdy izolat byl vzdy meéten v triplikatu. Schopnost motility daného izolatu
byla ur¢ena méfenim priméru narostlého kruhu. Pokles motility byl definovan jako vyskyt

prvniho nemotilniho izolatu, ¢i pokles motility o vice nez 40 mm v pribéhu 12 mésicli méteni
140
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3.2. Vysledky

3.2.1. Microarray experiment

Pro sledovani zmén v expresi u jednotlivych izolati pfi riznych podminkach jsme zvolili metodu
microarray Cipl, kterd je u bakterii Bcc dobfe zavedena 129 pouzili jsme Cip urceny pro
sledovani transkriptomu u J2315 (kmen velmi blizce pfibuzny nasemu testovanému
epidemickému kmeni ST32). Kmen ST32 byl podroben genomovému sekvenovani na akademii
véd CR (Michal Kolat a Hynek Strnad, IMG, nepublikovana data) a podle piedb&znych vysledki
se 6 755 prob obsazenych na Cipu shoduje se sekvencemi ST32 (5436 odpovida CDS a 1 049
odpovida intergenovym oblastem ST32). Predpoklada se, ze ST32 obsahuje celkem 7 150 CDS,
z &ehoz vyplyva, Ze jsme schopni detekovat priblizng 76 % viech ST32 CDS **. Nicmén& nase
studie se zamétuje prevazné na sledovani faktort virulence, jejichZ geny jsou ve vétsing piipadi
spole¢né pro ST32 a J2315, tudiz jsme schopni zmény v jejich expresi na ¢ipu detekovat.

Pro analyzu vysledkl se nam vyskytly dva rtizné zptsoby. Prvni moznosti je porovnani exprese
vramci biologického zdroje izolatd (sputum/krev), druhou moznosti je analyza v ramci

kultiva¢ni podminky.

Analyza 1: Porovnani z hlediska zdroje izolatu

Nejprve jsme se zaméfili na pro nds nejvyznamnéjs$i moznost porovnani genové exprese, a to na
porovnani z hlediska zdroje izolatu. Rozdily v expresi izolatu ze sputa a izolatu z krve by nam
mohly objasnit pfi¢inu cepacia syndromu, pfipadné pfiblizit mechanizmus, kterym dojde k jeho
vzniku. Tabulka v Ptiloze ¢. 2 zobrazuje souhrn poétu genti se zménou exprese pii riznych
kombinacich porovnavani izolatl z Krve s izolaty ze sputa.

V ramci tohoto pfistupu porovnavani jsme se nejvice zaméfili na analyzu iv (viz Ptiloha ¢. 2),
kdy se jedna o porovnani exprese dvou izolatd z krve, kultivovanych ve vSech tiech podminkach
se dvéma izolaty ze sputa, kultivovanymi ve vSech tfech podminkach. Tato analyza by nam méla
odhalit pouze geny, kterymi se krevni a sputové izolaty 1i$i bez zavislosti na vnéj$im kultivacnim
prostiedi. Tyto geny by nam mohly poskytnout informaci, ¢im se izolaty z krve 1isi od izolati ze
sputa.

Ziskaly jsme celkem 60 gent, které se liSily svou expresi. Jejich seznam a funkce jsou shrnuty

Vv Tabulce ¢. 2.
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Nazev genu Anotace nebo putativni funkce genu

Zména v expresi

TRANSPORT A METABOLISMUS KOVOVYCH IONTU

BCAM2233 Putative pyochelin biosyntetic protein, pchC
BCAMO0810 Putative aromatic oxygenaze
BCAMO0811 Putative aromatic oxygenaze

TRANSPORT A METABOLISMUS SACHARIDU

BCAL2793 Major facilitator superfamily protein
BCAL2472 Alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase, otsA
BCAMO0783 Major facilitator superfamily protein

VYVOJ BUNECNE MEMBRANY, MEMBRANOVE PROTEINY

BCAMO0081 Putative outer membrane protein - ompW rodina
BCAL1391 Cellulose biosynthesis protein

BCAL1395 Cellulose synthase catalytic subunit, bscA
BCAL1396 Cellulose synthase operon protein yhjU
BCAMO0805 Muconate cycloisomerase | 1, catB1
BCAM1004 GDP-mannose 4,6-dehydratase, gca
BCAM1008 Glycosyltransferase

BCAM1010 Putative UTP-glucose-1-phosphate

uridylyltransferase, gtaB
TRANSPORT A METABOLISMUS LIPIDU
BCAMO0080 AMP-binding domain-containing protein
BCAM1005 Putative acyltransferase

PRODUKCE ENERGIE

BCAL2795 Aldehyde dehydrogenase family protein
BCAL3184 Homogentisate 1,2-dioxygenase, hmgA
BCAL3187 FAD-dependent oxidoreductase
REGULACNI PROTEINY

BCALO0534 Two-component regulatory system, response

regulator protein

BCAM2329 GntR family regulatory protein
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2.7
2.51

3.11

35
2.11

341

241
211
291
221
291
261
291

351

2.7

321

2.11
321

241

2.1

2.0 |



BCAL3205a

BCAM1290

BCAMO0835

BCAMO0784

QUORUM SENSING

BCAM1870

BCAM1871

SEKRECE

BCAM2041

BCAM2042

BCAM2043_J 0

BCAM2044

BCAMZ2046

BCAM2048

BCAM2049

BCAM2050

BCAM2051

BCAM2052

BCAM2053

BCAM2055

EXOPOLYSACHARIDY

BCAMO0859

BCAMO0860

BCAMO0861

BCAMO0863

BCAMO0864

BCAMO0856_J 0

BCAMO0856_J 1

Putative phage-related regulator
RpiR-family transcriptional regulator
AraC family regulatory protein

LysR family regulatory protein

N-acylhomoserine lactone synthase Cepl

hypothetical protein

Yop virulence translocation protein R
Lytic transglycosylase

Putative uncharacterised protein
Asparagine synthetase

Type Il secretion protein sctT

Type |11 secretion apparatus H+-transporting two-

sector ATPase

BescL, type 111 secretion apparatus protein
BescK, Putative uncharacterised protein
Type 111 secretion apparatus lipoprotein
Uncharacterised protein

Uncharacterised protein

Type 11 secretion outer membrane pore

Capsular exopolysaccharide family
Glycosyltransferaze
Glycosyltransferaze - podobny protein
Glycosyltransferaze
Glycosyltransferaze

Sugar transferase

Sugar transferase

MOTILITA A ADHERENCE
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2.1
22
3.7

2.01

391

451

421
411
241
3.0 1
261

4.9 1

491
7.3 1
3.81
3.41
6.9 1

401

281
471
3.11
3.01
201
2.11

4.9 1



BCAL1677 Type 1 fimbrial protein 34|

BIOFILM

BCAMO0184 Fucose-binding lectin 11., Photopexin A 331
OSTATNI PROTEINY

BCAL2025 Hypothetical protein 2.0
BCAL2793 Major facilitator superfamily protein 35
BCAL3207 Hypothetical protein 251
BCAMO0414 Hypothetical protein 23]
BCAM2685 Hypothetical protein 2.6 ]
BCAL3006 Cold shock-like protein 221
BCAL3186 Hypothetical protein 241

Tabulka ¢ 2. Seznam genii se zménénou expresi pri porovnani vsSech krevnich izolatii se sputovymi izolaty. Nazvy
genii jsou ponechdny v anglickém jazyce. Analyza iv podle Prilohy ¢. 2. Prevzato a upraveno z publikace *.

Z geni, které zménily svou expresi (Tabulka ¢. 2), nas nejvice zaujala zvySena exprese celého
Klastru geni pro sekrecni systém typu Ill (T3SS, BCAM2041 — BCAM2055), kdy u né&kterych
genl byla tato exprese zvySena az 7x v porovnani s izolaty ze sputa. Dale zde byla vidét zména
V expresi u gentl pro exopolysacharid (cepacian) a quorum sensing systém (cepl).

Pii porovnani exprese krevniho izolatu kultivovaného ve vSech podminkach s expresi izolatu ze
sputa pouze v ramci pacienta A (A3 vs A2) jsme zaznamenali vyznamnou zménu v eXpresi u
vice klastri gend pro motilitu a chemotaxi, ktera byla u krevniho izolatu vyznamné sniZena
(Ptiloha ¢. 3a).

V Piiloze €. 3b je seznam genll se zmé&nou exprese pouze pii porovnani izolatd od pacienta B
(B8 vs B7). Na rozdil od izolati od pacienta A zde neni viditelnd snizena exprese u gend pro
motilitu. Mlizeme pozorovat snizenou epxresi mimo jiné u n¢kolika regulacnich proteinli. Znovu

je zde potvrzena vyznamnég zvySena exprese genid pro T3SS a exopolysacharidy.

Analyza 2: Porovnani z hlediska kultivaéni podminky

Druhou moznosti pojeti analyzy dat je analyza s ohledem na kultiva¢ni podminku, kdy jsme
ziskali velké mnozstvi geni se zménénou expresi (Tabulka ¢. 3). Analyza probéhla jako
porovnani daného izolatu/izolath kultivovanych v jedné podmince (sputum, sérum) vici
kultivaci v kontrolni podmince (BSM). lzolaty ziskané ze sputa vykazuji mnohem S$ir$i oblast

genti se zménénou expresi v jednotlivych podminkach nez izolaty ziskané z krve a zaroven
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kultiva¢ni podminka ,,sérum‘ vykazovala mnohem vétSi zménu v expresi genl nez kultivaéni
p y p g
podminka ,,sputum®. Vysledky této analyzy jsme Se i pfes vyznamnou zménu v expresi u

nekolika faktort virulence hloubé&ji nezabyvali.

Pocet genii se zménou up- down-
exprese regulované regulované
(M Riistova podminka Sputum
Izolaty ziskané z krve:
- A3 a B8 izolaty dohromady 30 22 8
- A3 pouze 61 37 24
- B8 pouze 163 93 70
Izolaty ziskané ze sputa:
- A2 a B7 izolaty dohromady 208 89 119
- A2 pouze 262 141 121
- B7 pouze 359 153 206
Izolaty ziskané z krve i ze sputa:
- A3, B8, A2 and B7 157 70 87
(i) Riistova podminka Sérum
Izolaty ziskané z krve:
- A3 a B8 izolaty dohromady 169 90 79
- A3 pouze 67 33 34
- B8 pouze 304 137 167
Izolaty ziskané ze sputa:
- A2 a B7 izolaty dohromady 374 177 197
- A2 pouze 488 200 288
- B7 pouze 381 186 195
Izolaty ziskané z krve i ze sputa:
- A3, B8, A2 a B7 265 134 131

Tabulka ¢ 3. Souhrn poctu gemii se zménénou expresi pri analyzdch microarray dat zamérenych na kultivacni
podminku. Zmeny v expresi pozorované pri inkubaci stejného izoldtu/izolatii ve sputu nebo séru, v porovmndni
s kultivaci v kontrolnim médiu. Prevzato a upraveno z publikace **°.

3.2.2. Kvantitativni PCR u vybranych genii po kultivaci izolati v BSM

Testovani bylo provedeno na $irSim panelu izolati od vice pacientl, ktefi prodélali cepacia
syndrom, se snahou najit na zakladé transkriptomovych analyz gen ¢i skupinu gend, které by
mohly byt vyuzity jako pfipadny marker pro bliZici se cepacia syndrom. Vysledky jsou
rozdéleny podle tii fazi experimentu: Uvodniho testovani, Rozsifeného testovani vétiiho poctu

gent a Hlubsiho testovani genii pro T3SS.

Kvantitativni PCR: Uvodni testovéni

V prvni fazi jsme se zaméfili na ovéfeni vysledkli ziskanych z microarray u pro nds
nejzajimavéjSich skupin genl, mezi které patii T3SS (BCAM2048 a BCAM2050), geny pro
tvorbu bakterialniho pouzdra (BCAMO0859 a BCAMO0860) a nakonec geny pro quorum sensing
syst¢tm (BCAMI1870 a BCAMI1871). Vybrané geny vykazovaly Vradmci transkriptomového

experimentu vyznamnou zménu Vv expresi. Expresi téchto genti jsme testovali u izolath
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od celkem 8 pacientd, kteti prodélali cepacia syndrom. Od kazdého pacienta jsme vzali jeden
izolat z krve z obdobi cepacia syndromu a jeden izolat ze sputa, z obdobi pfiblizné jeden mésic
pied cepacia syndromem. Pokud jsme pifi porovnani téchto dvou izolath nedetekovali zadnou
zménu v expresi, pokracovali jsme v testovani starSiho izolatu.

Vysledky z kvantitativniho PCR jsou shrnuty v Tabulce ¢. 4. V piipad¢é gend pro T3SS, jsme
zaznamenali vysS§i expresi u krevniho izoldtu v porovnani se sputovym izoldtem ziskanym
piiblizné jeden mésic pfed cepacia syndromem hned u Sesti pacientd. U zbyvajicich dvou
pacientd (C a E) byla tato zména exprese potvrzena az u starSich izolatu ze sputa (24 a 18 mésict
pted vznikem CS). Obecné tedy mizeme tvrdit, ze zvySena exprese T3SS je spojena s krevnim
izolatem a mohla by byt pfipadné pouzita jako mozny marker pro sledovani stavu infekce u
pacienta, byt pfedmétnad zména je zjistitelna az pomérné pozdé, resp. asové blizko cepacia
syndromu. Vys8i exprese genli pro tvorbu bakteridlniho pouzdra u krevnich izolati byla
potvrzena u 7 z 8 testovanych pacientt, Z toho u 3 pacientl Slo o potvrzeni az u starSich izolatd
ziskanych ze sputa. Testované geny pro quorum sensing sice potvrdily vysledky ziskané

z transkriptomového experimentu (pacient A a B), ale jinak zde nebyl patrny zadny vzor.

. , T3SS Tvorba pouzdra QS
Pacient Porovnani
BCAM2048 BCAMZ2050 | BCAMO0859 BCAMO0860 | BCAM1870 BCAM1871
A A3 x A2 19,8x 19,2x 130x 123,6x 119,7x 122,7x
B B8 x B7 116,7x 120,3x 126,2x 122,12 19,1x 17,7
ce C6 xChH = = = = = =
C6xC4 16x 16,9x 110,2x 16,9x 14,8x 111,5%
D D8 x D6 19,3x 18,5x 17,1x 110,2x 112,1x 19,1x
£ E6 x E4 14x = = = = =
E6 x E3 19x 19x 112,1x 19x 13x 17,6x
=) F3xF2 114,8x 115,1x = 18,6x 130x 19,7x
F3xF1 114,8x 115,2X = = 13,2x 113,9x
G G5x G4 121,2x 122,4x 110,9x 111,2x 16x 18,3x
H8 x H9 120,8x 114,9x 113,7x 116,3x 122,4x 120x
H® H8 x H6 116,6x 120,9x 112,7x 18,6x 112,1x =
H8 x H5 14,4X 13x 14,8X 13x 117,8x 115,1x
Microarra A3+BS
¥ y X 14,9 17,3 12,8x 14,7X 13,9x 14,5x
analyza A2+B7

Tabulka ¢ 4. Vysledky kvantitativniho PCR pri testovani zmény exprese (krevni versus sputovy izoldat) u 6 genii
faktoru virulence. Sipka nahoru zndzornuje zvySenou expresi genu u krevniho izolatu, Sipka dolii znazornuje
snizenou expresi u krevniho izoldatu. Znak ,, =" vyjadiuje stejnou expresi daného genu porovndvanych izolatii. Pro

srovnani v poslednim radku jsou uvedeny vysledky ziskané v microarray experimentu. Prevzato a upraveno
z publikace **.

8Porovnadni exprese krevniho izoldtu s dalsim sputovym izolatem byla provedena vidy, kdyZ predchazejici izolat

vy
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Kvantitativni PCR: RozSifené testovani vétsiho poctu genu

Ve druhé¢ fazi testovani jsme se zaméfili prevazné na geny, které v prib¢hu transkriptomového
experimentu zmenily svou expresi pouze v ramci jednoho pacienta (A3 vs A2 nebo B8 vs B7).
Nasim cilem bylo najit takovy gen, ktery by mél ve vétsiné piipadt porovnani izolatu z Krve
a izolatu ze sputa (ziskaného meésic pfed vznikem CS) stejnou hladinu exprese. Takovéto
pozorovani by mohlo nasvédCovat tomu, ze dany gen méni svou expresi diive nez 1 meésic
fazi jsme otestovali celkem 12 gent U krevnich a sputovych izolatti od 7 pacientl. Pacient H byl
Z vysetieni vytazen, jelikoz u néj byl pozorovan netypicky pribéh cepacia syndromu. Vysledky

ziskané pomoci kvantitativniho PCR jsou shrnuty v Tabulce ¢. 5.

Pacient A B C D E F G Microarray analyza
A3+B8
Porovnani | A3xA2 | B8xB7 | C6xC5 | D8xD6 | E6XE5 | F3xF2 | G5xG4 X
A2+B7
BCAMO0079° = 1453x | |1372x | = = 16x = 113,3x
BCAMO081® | - 13,5x = = | 12048x | 3x = 14.8x
BCAMO184” | 1256x | 16,23x = NA = NA NA 12,8x
BCAMO0784° t4x | 129.4x = NA NA | |25,8x NA 13,8x
BCAMO863° | 1243x | = 153x | 14x = 119,3x = 13x
BCAM2044° | 1150x | 153x = = = 15x | 15,7x 13,2x
BCAM2055° | 1+194x | 145,3x = = 18x = 17,5x 14,1x
BCAM2053° | 1256x | 129,9x | 122,5x = 15,7x 14x 14x 17,35x
BCAM2329° = 120,6x = 15,7x | 16,7x | 120,4x = 12,9x
BCAM2685° = 19x 15,3x = = = 116x 15.3x
BCAL3283" = = = 14,5x = 111,3x = 14,65x
G4822° 1627x | 19x = = 11530x | |22,62x | |252,5x 120,2x
Tabulka & 5. Vysledky kvantitativniho PCR dalii skupiny vybranych gend. Sipka nahoru znazoriiuje zvysenou
expresi genu u krevniho izolatu, Sipka dolti zndzorfuje snizenou expresi u krevniho izolatu. Znak ,=" vyjadiuje

stejnou expresi daného genu porovnavanych izolati. NA je vyznaleno tam, kde exprese genu u jednoho/obou
porovnavanych izolatti nebyla méfitelna.

4 Exprese zménéna pouze pii porovnani izoldtu A3 vesrsus A2

b Exprese zménéna pouze pii porovnani izolatu B8 vesrsus B7

° Exprese zménéna v obou piipadech porovnani (A3 vesrsus A2, B8 vesrsus B7)

Z tabulky je patrné, ze vysledky u jednotlivych genli byly mezi izolaty od jednotlivych pacientii
velice rozkolisané. NaSi hypotéze v mensi mife odpovidala exprese u geni BCAMO0079
a BCAMO184 (i kdyz v tomto ptipadé u izolati od 3 pacientd nebyla mozné detekce exprese).

Dale do této skupiny miizeme zatradit geny BCAM2044, BCAM2050 a BCAMZ2053, které patii
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do sekrecniho systému typu III. Zbylé testované geny vykazovaly velmi nesourodé rozdily

V expresi pii porovnani krevnich a sputovych izolati od jednotlivych pacientt.

Kvantitativni PCR: Hlubsi testovani gena pro T3SS

Na zaklad¢ vysledkl z prvnich dvou fazi kvantitativniho PCR jsme se rozhodli pro posledni fazi
testovani vybrat geny z Klastru pro sekreéni systém typu III. Exprese téchto genl vykazovala
V obou pfipadech testovani spojitost s krevnim izolatem a to bez ovlivnéni vnéj§im prostiedim
(kultiva¢ni podminkou). Zaroven jsme se zaméfili na sledovani souvislosti mezi zvySenou
expresi geni pro T3SS a snizenou expresi genti pro tvorbu bi¢iku. Testovali jsme zménu
v expresi u celkem 5 genti z T3SS klastru (BCAM2044, BCAM2048, BCAM2050, BCAM2053
a BCAMZ2055) a genu fliC (BCALO114) pro tvorbu bic¢iku. Pro tuto ¢ast jsme si vybrali 4
pacienty s podobnym ¢asovym harmonogramem ziskanych izolatd (Pacient A, B, C a F), ktefi
prodélali cepacia syndrom. Od kazdého pacienta jsme otestovali 5 izolatd v ¢asové linii (Ctyfi
sputové izolaty ziskané pied rozvojem cepacia syndromu a krevni izolat z cepacia syndromu).

Zména v expresi T3SS a fliC mezi jednotlivymi izolaty je znazornéna v grafech (Graf ¢. 1 - 4).
Miizeme pozorovat pomalu vzrustajici expresi nékterych geni T3SS sblizicim se cepacia
syndromem (zejména u gent BCAM2053 a BCAM2055), ktera je provazana se soucasnou
klesajici expresi genu pro tvorbu bi¢iku. Nicméné u pacienta C je viditelné zvySeni exprese genu
fliC jesté pfed rozvojem cepacia syndromu (izolat 12/2011). Tento jev mize byt zptusoben tim,
ze od pacienta byl odebran mimo jiné motilni izolat, ktery v prostfedi uptfednostiiujici motilni
bakterie pferostl masu nemotilnich izolatd. U izolati ziskanych z krve byla naméfena zvySena

exprese vzdy alespoit u dvou genti pro T3SS Vv porovnani s expresi téchto genti u izolatl ze

sputa.
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Grafé. 3 PacientC Graf ¢. 4 Pacient F
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Graf & 1-4. Relativni kvantita exprese genii pro T3SS (BCAM2044, BCAM2048, BCAM2050, BCAM2053 a
BCAM2055) a genu fliC (BCAL0114) pro tvorbu biciku u vidy péti ST32 izolatii od 4 pacientii s CF. Jednd se o
izolaty ziskané ze sputa, posledni izoldat oznaceny ,,krev* je izoldt ziskany z krve v obdobi CS.

U pacienta F je zména exprese geni pro T3SS patrna az pii porovnani krevniho izolatu s
predchazejicim izolatem ziskanym ze sputa. Tento jev miize byt zptuisoben tim, Ze se jedna o
Casovy rozdil 4 mésice mezi témito izolaty, kdy u ostatnich pacienti A, B a C se jednalo pouze o
rozdil mezi ziskanim posledniho sputového izolatu pted ziskanim krevniho izolatu 1-2 meésice

pted cepacia syndromem.

3.2.3. Kvantitativni PCR pfimo z klinického materialu

Pro zjednoduseni a zkvalitnéni detekce zmény exprese danych gent jsme se rozhodli prevést tuto
metodu na sledovani exprese gent bakterii kmene ST32 po extrakci RNA ptimo z klinického
materidlu (sputum). Sputa odebrand od pacientl jsou ihned ulozena do -20°C. Pro sledovani
zmén v expresi jsou dand sputa kultivovana 24 h, pii 37°C. Nésledné probiha extrakce RNA, jeji
piepis do cDNA a kvantitativni PCR jak je popsano vyse v metodice. V priubéhu experimentu
jsme zjistili, Ze nemizeme pouzit sputum star$i nez 1 rok. Bakterie vyskytujici se ve sputu
pravdépodobné nepieziji dlouhodobéjsi skladovani v -20°C. U starSich vzorkt, i pfes pokus o
prodlouzeny c¢as kultivace, jsme nebyli schopni extrahovat dostatecné mnozstvi RNA ke
kvalitnimu provedeni kvantitativniho PCR.

V ramci pilotni studie jsme se rozhodli otestovat kompletni fadu sput ziskanych od pacienta P.
Jedna se o pacienta, ktery byl ptivodné v ramci pfipravy publikace zafazen mezi pacienty pro
kontrolni sledovani (viz pfiloha ¢. 5a). OvSem v pribéhu sledovani se u néj rozvinul cepacia
syndrom, kterému Vv prosinci roku 2014 podlehl. K testovani jsme vybrali sputum z obdobi
cepacia syndromu (CS sputum), dale sputum ziskané 3, 8 a 10 mésicti pied vznikem cepacia
syndromu. U téchto sput jsme otestovali expresi u 13 vybranych genl pro ovéfeni, zda piistup
pfimé kultivace muize byt pouZit pro piipadné klinické vySetfovani. Vysledky ziskané

z kvantitativniho PCR jsou shrnuty v Ptiloze ¢. 4. V Grafu €. 5 je zobrazena exprese 4 vybranych
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gend z T3SS (BCAM2048, BCAM2050, BCAM2053 a BCAMZ2055) a genu fliC (BCAL0114)
pro tvorbu bic¢iku. Z grafu je patrné, ze u geni pro T3SS systém opét plati, ze s blizicim se
cepacia syndromem se zvySuje jejich exprese, v porovnani s genem fliC, kde jeho exprese v ¢ase
smérem k CS klesala.

Zhodnotili jsme, Ze je mozné zavést detekci exprese daného genu ptimo z klinického materialu
(sputum) bez potieby in vitro kultivace izolati v kontrolnim médiu. Na zakladé téchto vysledki
jsme se rozhodli pro testovani exprese genii BCAM2053, BCAM2055 a BCALO114, které
vykazovaly nejvétsi rozdily exprese v obdobi tésné predchazejicim cepacia syndromu. V
souCasné¢ dob¢é probihd pilotni prospektivni studie s detekci exprese téchto gend u 6 Zijicich

pacienti s CF, kteti maji chronickou infekci ST32 a dosud neprodélali CS.
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Graf ¢. 5. Relativni kvantita exprese genii pro T3SS (BCAM2048, BCAM2050, BCAM2053 a BCAM2055) a genu
fliC (BCALO114) pro tvorbu biciku pri primé extrakci bakterialni RNA z klinického materialu (sputum) od pacienta
P. Posledni sputum, oznacené ,, krev* bylo ziskano od pacienta v dobé CS.

Zaroven s méfenim exprese vybranych geni po izolaci RNA pifimo z klinického materidlu takeé
probihalo sledovani motility izolatd ziskanych od pacienta P pomoci funkéniho testu (vysledky
sledovani motility u izolath od ostatnich pacientl viz déle, kapitola 3.2.5.). Testované izolaty od
pacienta P jsou shrnuty v tabulce v Ptiloze 5a (jak jiz bylo zminéno vySe, byl tento pacient
zafazen pii piipravé publikace do kontrolni skupiny pro sledovani motility, béhém tohoto
sledovani se u n¢j rozvinul cepacia syndrom, kterému nakonec podlehl). Vysledné méfeni je

zaznamenano v Grafu €. 6. S blizicim se cepacia syndromem je zde viditelnd klesajici schopnost
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motility. Bohuzel u tohoto pacienta se nam nepodatilo ziskat izolat z krve v dobé cepacia
syndromu, a tedy potvrdit zde piedpoklad uplné ztraty pohyblivosti krevniho izolatu. Izolat P7 je

posledni izolat ziskany od pacienta P, cca 1 mésic pred cepacia syndromem.

Pacient P

S50 -~
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30 4
20 +
10
o -
P1 P2 pP3 P4 p5 =TS P7

Cislo izolat

Priamér (mm)

Graf & 6. Prehled motility u izolati od pacienta P, ktery prodélal cepacia syndrom. Sedou Sipkou je oznacen izoldt
S vyznamnym poklesem motility.P7 je podledni izolat ze sputa ziskany od pacienta (cca 1 mésic pred cepacia
syndromem).

3.2.4. Elektronova mikroskopie

Pti analyze vysledkd z microarray experimentu jsme zjistili, Ze u sputového izolatu je vyznamné
zvySend exprese hned nékolika klastri genii pro bicik. Pro potvrzeni tohoto nalezu jsme si
vybrali elektronovou mikroskopii. Diky této metod¢ jsme potvrdili vyskyt bi¢iku u izolatu ze
sputa (izolat A2, Obrazek ¢. 9A), na rozdil od izolatu z krve, u kterého jsme nenasly vibec

Zadnou piitomnost bi¢iku (izolat A3, Obrazek ¢. 9B).

Obrdzek & 9A, B. Fotografie z elektronového mikroskopu, barveni 1% uranyl acetatem. A) Izoldt ziskany ze sputa
A2, je zde viditelna pritomnost bic¢iku. B) Izolat ziskany z krve A3, bicik nebyl pritomen.
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3.2.5. Méreni schopnosti motility bakterii

Piitomnost bi¢iku u izolatu ze sputa V porovnani s chybé&jicim bi¢ikem u izolatu z krve jsme se
rozhodli ovéfit i funkénim testem, méfenim motility bakterii.

Data ziskana z transkriptomového experimentu (izolaty A2 a A3) se nam podafilo potvrdit i
touto metodou. Sputovy izolat na rozdil od krevniho vykazuje viditélné zvySenou schopnost

motility (Obrazek ¢. 10).

Obrdazek ¢ 10. Fotografie ploten pri méreni schopnosti motility bakterii bakterii po 120 h. A) Izolat ziskany z krve
(A3). B) Izolat ziskany ze sputa (A2) vykazujici znacné vyssi schopnost motility nez krevni izolat.

Jelikoz u pacienta B nebyla zména v expresi geni pro motilitu pozorovana, rozhodli jsme se od
n¢j ziskané izolaty chronologicky otestovat metodou meéfeni schopnosti motility, az jsme
v ¢ase 21 mésict pied rozvojem CS objevili motilni izolat. Nasledné jsme takto otestovali izolaty
od dalsich Sesti pacientii, ktefi prodélali cepacia syndrom. Uplnou ztratu motility spojenou
S cepacia syndromem jsme nasli u 6 z 8 pacientd. Izolaty od zbylych dvou pacientl (pacient A a
G) sice nevykazaly uplnou ztratu motility, ale byl zde jeji viditelny pokles az o 40 mm pfi
méteni priméru (Graf ¢. 7-14). Nejdels$i Casovy usek mezi cepacia syndromem a prvnim

nemotilnim izolatem byl 24 mésicti u izolatl od pacienta C.
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Graf & 7 - 14. Prehled motility u izolatii od pacientii A — H, kteii prodélali cepacia syndrom. Sedou Sipkou jsou
oznaceny izolaty s vyznamnym poklesem motility, cernou Sipkou jsou oznaceny izolaty s prvni viditelnou ztrdtou
motility. U uplné ztrdaty motility je zaznamendano casové obdobi predchdzejici vzniku cepacia syndromu. Prevzato a
upraveno z publikace **°

Pro ovéfeni tohoto pozorovani jsme vybrali kontrolni izolaty od 16 pacienti s CF s chronickou
ST32 infekci, ktefi doposud neprodélali cepacia syndrom (Ptiloha €. 4a). Z grafii v Ptiloze ¢. 4b
je viditelné, ze izolaty ziskané od téchto pacientll ziistavaji ve vétSin¢ piipadl stale stéjné
motilni. Jediné varovné signaly jsme zaznamenali u pacientd L, U, W a Y, kde je viditelny
vyznamny pokles v motilité jednotlivych izolatd. Toto pozorovani miiZze byt varovnym signalem
pro mozny blizici se rozvoj cepacia syndromu. Tito pacienti byli zatazeni do prospektivni studie
pro sledovani exprese gent po extrakci RNA ptimo z klinického materialu.

Ziskané vysledky nas utvrzuji v tom, Ze zde je statisticky vyznamnd spojitost mezi Uplnou

ztratou motility, ¢i jejim rapidnim poklesem a vznikem CS (p = 0,0002, Fishertv test).
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3.3. Diskuze

Vyuziti microarray ¢iptt pro studium a porovndvani Bcc transkriptomlt ma mezi noveé se
vyvijejicimi metodami stale své misto (118). Pro microarray experiment jsme vyuzili Cipy
navrzené pro blizce pfibuznou B. cenocepacia J2315 patfici do linie ET12. Jak jiz bylo popsano
ve vysledcich, tento Cip pokryje pouze 76 % CDS ST32. OvSem vétSina faktorti virulence a
dalSich dulezitych gent jsou pro J2315 a ST32 shodné (nepublikovana data dodand M. Kolarem
a H. Strnadem, AVCR) a nam se podafilo zacilit fadu takovych genii. Na ¢ipu navrzeném pro
kmen J2325 bylo provedeno také nékolik dal$ich studii jinych kmend, mimo jiné sem patii
napiiklad H111 (48) a IST439 (128). V ramci transkriptomového experimentu jsme odhalili
velké mnoZstvi gend, které zménily svou expresi.

Béhem studie jsme se zaméfili na porovnani expresnich profilii na zakladé pivodniho zdroje
izolatl, zejména na porovnani vSech izolatl z krve kultivovanych ve vSech podminkach se v§emi
izolaty ze sputa kultivovanymi ve vSech podminkach, které¢ by ndm mélo pomoci odhalit, ¢im se
tyto izolaty li§i. Zajimalo nds, zda by néktery z genl s odliSnou expresi mohl byt pouzit jako
ptipadny prognosticky marker pro bliZici se CS.

Piehled geni se zvySenou €i snizenou expresi u krevnich izolatl je zobrazen v Tabulce €. 4.
Mezi témito geny se mimo jiné objevilo také nékolik jiz znamych genti pro vyznamné faktory
virulence. Jedna se napiiklad o geny pro T3SS ** cepacian ** a quorum sensing 4 %, které
jsou cCasto spojovany se zvySenou virulenci bakterii. Z gent, které byly vyznamné down
(snizeng) - regulované (ovSem pouze v ramci pacienta A) nas zaujalo predevsim nékolik klastri
genli pro tvorbu bic¢iku (Pfiloha ¢. 2a). Exprese T3SS spolu s virulencnimi faktory jako je
motilita a exopolysacharidy je, jak jiZ bylo popsano, ovliviiovana QS 18149 coz podporuje nase
pozorovani, kdy v ramci krevnich izolatl byla exprese téchto gent zménéna.

Pro naslednou studii pomoci qRT-PCR bylo vybrano celkem 18 genil, jejichz exprese byla
testovana u izolatd od osmi pacientil, ktefi prodélali cepacia syndrom. V prvni a druhé fazi byla
testovana exprese gend po kultivaci daného izolatu v BSM. V piipadé€ izolath pouZitych pro
microarray experiment byla vétSina expresnich profild testovanych genli shodna s microarray
vysledky. OvSem u izolatd od zbyvajicich pacientlli byla exprese u vétSiny testovanych gent
velmi rozkolisand a nebyl zde viditelny trend vyznacujici moznost vyuziti daného genu jako
prognostického markeru. Toto pozorovani miize byt zpisobeno tim, Ze se jednd o regulatory
transkripce, hypotetické proteiny, membranové proteiny atd., které mohou byt ovlivnény vnéjsim
prostfedim a nesouvisi tak pifimo s ptivodni zménou exprese na zdklad€ zdroje izolatu. NaSemu

pozadavku pro vhodny ,,marker nejvice odpovidaly testované geny pro T3SS a motilitu.

57



Na zaklad¢ vysledku z prvnich dvou fazi qRT-PCR jsme se zaméfili na hlubsi testovani exprese
gend pro T3SS a genu fliC pro tvorbu bic¢iku, u kterych byla v nedavno publikované praci

S ! a nemotilniho fenotypu 152 na

prokazana jejich negativni korelace 150 iz popsany vliv T3S
unik bakterii P. aeruginosa ptred fagocyt6zou nas v naSem presvédceni jen utvrdil.

V ramci treti faze kvantitativniho PCR jsme pozorovali jistou tendenci zvySovani exprese
nékterych gent pro T3SS a snizovani exprese genu flliC u sputovych izolatd v porovnani
s izolatem ziskanym z krve. Toto sledovani se nam podatilo pievést do formy stanoveni exprese
gentt ST32 piimo z klinického materialu (sputum) bez nutnosti pfedchozi in vitro Kkultivace
izolatl. Pilotni studie byla provedena u sput ziskanych od pacienta P, ktery podlehl cepacia
syndromu, a od kterého jsme ziskali i vzorek sputa piimo z obdobi cepacia syndromu (Graf €. 5).
Z grafu je viditelna korelace mezi expresi neékterych genti pro T3SS a motilitu. Pokles motility
izolatl od pacienta P byl potvrzen také funcknim testem (Graf ¢. 6).

Vliv zvysené exprese T3SS na stav pacienta je diskutovan u P. aeruginosa >3, kdy se jedné o
faktor zhorSujici prib¢h infekce u pacienta a je zde snaha zacilit T3SS pro Ucely terapie. Na
druhou stranu se fenomén zvySeni exprese nékterych genit pro T3SS zda byt Gzce spojeny
S cepacia syndromem, a proto viditelné zvySeni je ve velké Casti pozorovano az u krevniho
izolatu. V tomto piipad¢ by se dalo do studie zatadit sledovani n¢kterého z regulacnich faktora
T3SS, ktery by nas mohl upozornit diive.

Ovsem v kombinaci poklesu exprese genu fliC pro tvorbu biciku a stoupajici tendence exprese
vybranych gend pro T3SS (BCAM2053 a BCAM2055) by se mohla hrozba ptichazejiciho
cepacia syndromu odvodit. Zarovenn zavedenim extrakce bakterialni RNA pfimo z klinického
materidlu dochézi ke zkvalitnéni ziskanych vysledki.

Zamg¢tili jsme se na korelaci mezi cepacia syndromem a motilitou izolatd a zjistili jsme, ze u 75
% pacienti (6/8), kteti prodélali cepacia syndrom, doSlo k uplné ztraté¢ motility. Izolaty od
zbyvajicich 25 % pacientt (2/8) sice zlstaly motilni, nicméné zde byl pozorovan vyznamny
pokles jejich motility. Toto pozorovani se zda byt tizce kmenové specifické, jelikoz nedavno
publikovana studie hledajici korelaci mezi motilitou a stavem pacienta u Sirokého panelu izolatu

Bcc od pacientd s CF zde nenasla zadnou souvislost ***

. Stale vSak véfime, Ze timto
jednoduchym a rychlym testem muzeme sledovat schopnost motility ST32 izolatd, coZz nam
spolu s vysledky qRT-PCR snad pomuze vcas odhalit pacienty, u kterych by mohlo hrozit
rozvinuti CS.

Béhem meéfeni schopnosti motility jsme u kontrolnich pacientd L, U, W a Y pozorovali jeji

varovny pokles. Pfi pozorovani vyznamného poklesu by bylo vhodné zvysit frekvenci
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vySetfovani exprese gentl ze sputa, kdy pii souasné pomalu se zvySujici expresi gent pro T3SS
by se mohlo jednat o varovny signdl pro mozny vznik cepacia syndromu.

Diky této studii dochazi v soucasné dobé v nasi laboratoii nejen k testovani motility u vSech
ST32 izolati od pacienti S CF, kdy sledujeme, zda nedochazi k jejimu rapidnimu poklesu, ale
také k testovani exprese gent pro T3SS (BCAM2053 a BCAM2055) a genu fliC (BCAL0114)
pro tvorbu flagelly pomoci qRT-PCR ptimo z klinickych vzorkl (sputum) od vybranych ST32
pozitivnich zijicich pacientt s CF.

Na zavér je nutné podotknout, Ze vysledky metody gPCR mohou byt velmi ovlivnény v prubéhu
zpracovani vzorku, zejména v rdmci izolace a zpracovani RNA, ktera vyzaduje velmi rychlou a
kvalitni praci.

Nicméné véiime, ze vhodna kombinace téchto dvou pfistupti sledovani by nam mohla pomoci

lépe monitorovat ptipadny zhorSujici se stav infekce a jeji pfechod do cepacia syndromu.
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4. STUDIUM SEKRECNIHO SYSTEMU TYPU III U BAKTERIE
BURKHOLDERIA CENOCEPACIA ST32

Cil: Studium funkce sekre¢niho systému typu Il ve vztahu k izolatim z krve a cepacia

syndromu.

Hypotéza:  ZvySena exprese sekrecniho systému typu III (T3SS) byla pozorovana u vsech
testovanych izolath ziskanych zkrve béhem cepacia syndromu v porovnani
S izolaty ziskanymi ze sputa od téhoz pacienta pied vznikem cepacia syndromu.
T3SS patii mezi vyznamné faktory virulence, a tudiZ by mohl mit vliv na samotny
vznik cepacia syndromu. U riznych druht bakterii se T3SS pficitaji rizné funkce,
které by mohly mit vyznam i v pfipad¢ gradace klinického stavu zplisobeného

chronickou infekei epidemického kmenu ST32.
Autorské publikace k tématu: Publikace k tématu je ve fazi pripravy.

Na zaklad¢ vysledkd z microarray experimentu a jejich nasledného potvrzeni pomoci
kvantitativniho PCR jsme se rozhodli pro hlubsi studium T3SS. Pro studium jsme vybrali
moznost vytvoreni izolatu mutantniho pravé pro T3SS. K tvorbé tohoto mutantniho izolatu jsme
vyuzili metodu ,,Triparental mating assay“ zavedenou vV laboratoii prof. Valvana (Queen’s

University, Belfast, UK) . Tento projekt se stal sou¢asti feseni grantu GAUK 640214.

4.1. Metodika

4.1.1. Ziskani tetracyklin senzitivnich izolati

Postup pro ziskani tetracyklin senzitivnich kment byl navren na zékladé publikace **°. Jedna se
o selekci kolonii senzitivnich na tetracyklin S vyuzitim vlastnosti fusarové kyseliny. Pro ptipravu
0,5 litru pudy pro selekci tetracyklin senzitivnich kment je potieba: 7,5 g BactoAgar (Oxoid);
2,5 g Tryptone broth (Sigma-Aldrich); 2,5 g Yeast extract (Amresco), 2,5 ml tetracyklin (12,5
uM, Sigma-Aldrich), 5 g NaCl (Penta). Smés autoklavovat a temperovat na pfiblizn¢ 50°C.
Poté ptidat 5 g NaH,PO4.H,O (Sigma-Aldrich); 3 ml fusarové kyseliny (2 mg/ml, Sigma-
Aldrich) a 2,5 ml ZnCl; (20 mM, Sigma-Aldrich).
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Pfes noc narostlé izolaty A2 a A3 (LB médium, 37°C) jsme naiedili desitkovou fedici fadou
na 10" - 10°. Na plotny jsme naockovali 100 pl z kazdé fedici fady. Plotny jsme inkubovali
po dobu 24 - 48 h pii 37°C. Na plotnach narostly pouze tetracyklin senzitivni kmeny,

které byly ovéfeny naoCkovanim na LB plotnu a LB plotnu obsahujici tetracyklin.

4.1.2. Tvorba mutantnich izolatd pro T3SS a gentamicin (,,Triparental mating
assay*)

Pro tvorbu mutantniho izolatu jsme pouzili nasledujici bakterialni kmeny a plazmidy:

Plazmid

MV3999 (pGPI-Scel + fragment pro deleci T3SS, BCAM2040 — BCAM2057)

MV4148 (pGPI-Scel + fragment pro deleci T3SS, BCAM1674 — BCAM1676)

Kmeny
E. coli GT115 (pro piipravu donorového kmene)

MV0100: E. coli SY2370 + pRK2013 (pomocny kmen pro konjugaci)
Izolaty ST32 urcené pro deleci: A2 a A3, viz vyse, tabulka ¢. 1, str. 38.

Piiprava donorového kmene

Na ledu se nechaly rozmrznout 2 alikvoty zasobnich bunék GT115 a plazmid (MV3999
nebo MV4248). Do jedné zkumavky s GT115 byly pfidany 2 ul plazmidu, druha alikvota bunék
byla ponechana jako negativni kontrola. Inkubace trvala 30 min na ledu a nasledné 2 min
pii 45°C, poté byly bunky ihned pieneseny zpatky na led. Do kazdé falkonky bylo ptidano
900 ul SOC média, jemné promichano pipetou a smés byla ptenesena do zkumavek
S pohyblivym vickem, které byly nasledné ptilepeny paskou ve vodorovné poloze v inkubatoru.
Inkubace trvala 2 h pii 37°C. Nasledovalo rozoc¢kovani 100 pl bunék na LB agar obsahujici
50 pg/ml trimethoprimu. Plotny byly inkubovany pies noc pii 37°C. Jedna narostla kolonie byla
rozo¢kovana na LB plotnu s trimethoprimem. Na plotné¢ s kontrolnimi buiikami nesmélo nic
narUst. Narostla kolonie byla zamrazena a pfipravena pro pouziti pro ,, Triparental mating assay*

metodu .

Postup ..Triparental mating assavy**:

e Naockovani donorovych bakterii obsahujici plazmid pro mutaci (MV3999 a MV4148) na
LB plotny obsahujici trimethoprim a dale pomocné bakterie (MV0100) na LB plotny
obsahujici kanamycin (40 pg/ml). Do 5 ml LB naockovat izolaty urené pro mutagenezi

(A2 a A3), inkubace pies noc, 37°C
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500 pl narostlé kultury v tekutém LB pienést do novych 5 ml LB, inkubace 5 h pii 37°C.
Vatovym tamponem Sebrat narostlé donor a helper bakterie a resuspendovat do 5 ml
tekutého LB, opatrné¢ promichat, nevortexovat. Nasledn¢ zméiit ODggp. Do nové
zkumavky ptidat mnozstvi bakterii tak aby bylo dosazeno pozadovaného OD (OD 0,5 pro
pomocné a donorové bakterie, OD 0,45 pro bakterie urené pro mutagenezi). Do
zkumavky pridat odpovidajici objem: donorové bakterie (MV3999 nebo MV4148) +
pomocné bakteric (MV0100) + bakterialniho izolatu ur¢eného pro mutagenezi (A2 nebo
A3). PietaCenim zkumavky smés promichat, nasledné stocit 1 min pti 12 000 rpm. Peletu
opatrné resuspendovat ve 100 pl SOC média (SigmaAldrich). Cely objem pienést
doprostied LB agaru ve form¢ kapky. Inkubace plotny vikem nahoru pies noc pii 37°C.
Narostlou kulturu resuspendovat v 5 ml LB, zvortexovat a ptipravit desitkovou fedici
fadu (100, 107, 10'2). Rozockovat 100 pl z kazdého fedéni na LB plotnu obsahujici
antibiotika pro selekci. Pro MV3999: trimethoprim 200 pg/ml (selekce pro bakterie
obsahujici plazmid) + gentamicin 50 pg/ml (odstranéni E. coli); pro MV4148:
trimethoprim 200 pg/ml (selekce pro bakterie obsahujici plazmid) + ampicilin 200 pg/ml
+ polymyxin 20 pg/ml (odstranéni E. coli). Inkubace 48 h pii 37°C.

Vatovym tamponem sebrat do 5 ml LB + 200 pg/ml trimethoprimu 10 — 15 narostlych
kolonii. Na LB plotnu obsahujici 40 pg/ml kanamycinu naockovat bakterie obsahujici
plazmid produkujici endonukleazu I-Scel (MV3675). Inkubace pies noc pii 37°C.
Vatovym tamponem opatrn¢ sebrat narostlou bakterialni kulturu MV3675 a
resuspendovat v 5 ml LB, zmétit ODggo. Do nové zkumavky ptidat mnozstvi bakterii tak,
abychom dosahly pozadovaného OD (OD 0,5 pro MV3675, OD 0,45 pro bakterie uréené
pro mutagenezi). Do zkumavky piidat odpovidajici objem: MV3675 + bakterialniho
izolatu ur¢ené¢ho pro mutagenezi jiz obsahujicim plazmid MV399 nebo MV4148.
Pfetadenim zkumavky smés promichat, nasledné sto¢it 1 min pii 12 tis. rpm. Peletu
opatrn¢ resuspendovat ve 100 ul SOC média (Sigma). Cely objem pienést doprostied LB
agaru ve form¢ kapky. Inkubace plotny vikem nahoru ptes noc pii 37°C.

Narostlou kulturu resuspendovat v 5 ml LB, zvortexovat a ptipravit desitkovou fedici
fadu (10°, 107, 102). Rozockovat 100 pl z kazdého fedéni na LB plotnu obsahujici
antibiotika pro selekci (pro MV3999: tetracyklin 400 pug/ml + gentamicin 50 pg/ml; pro
MV4148: tetracyklin 400 pg/ml + ampicilin 200 pg/ml + polymyxin 20 pg/ml). Inkubace
48 h pii 37°C.
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Narostlé kolonie pfecarkovanim naockovat na dvé plotny. Pomoci sterilni Spicky nabrat
narostlou kolonii, nejprve udélat ¢arku na LB plotnu obsahujici 200 pg/ml trimetoprimu
+ 400 pg/ml tetracyklinu + 50 pg/ml gentamicinu, nasledné udé€lat ¢arku na LB plotné
obsahujici 400 pg/ml tetracyklinu + 50 pg/ml gentamicinu. Inkubace ploten pies noc pfi
37°C.

Kolonie citlivé na trimethoprim pfenést pomoci sterilni Spicky kazdou zvlast' do 50 pl
injek¢ni H,O a resuspendovat. Odebrat 5 ul z kazdé zkumavky na LB plotnu, nechat
inkubovat ptes noc pii 37°C.

Zbylych 45 ul inkubovat 10 min pi1 96°C, poté centrifugovat 1 min 14 000 rpm, nasledné
pouzit pro PCR pro ovéfeni delece vybraného useku.

PCR pro potvrzeni delece v mutovaném izolatu provést v duplikatech o celkovém
objemu 12,5 ul + 7,7 ul DNA. Chemikalie pouzit z kitu Taq core PCR kit (Qiagen):
Buffer 5x, QSS 5x, 0,3 uM primer F a 0,3 uM primer R, 2,5 uM dNTPs a 50 units Taq
polymerase. PCR program se sklada z pocate¢ni denaturace 95°C, 3 min, nasleduje 45
cykll tvofenych z denaturace pti 94°C, 30 s; nasednuti primert 56°C, 30 s; 72°C, 1:30
s a zaveéreénych 10 min 72°C. Spravnost délky PCR produkti potvrdit pomoci gelové
elektroforézy.

U kolonii s potvrzenou deleci odebrat narostlou bakteridlni do 5 ml LB, inkubace pftes
noc pi1 37°C.

Pripravit desitkovou fedici fadu (10 - 10®). Rozockovat 100 pl z kazdého fedéni na
Nutrient Broth plotnu (Fulka) obsahujici 5% sachar6zu (Sigma-Aldrich), inkubace pies
noc, 37°C.

Narostlé kolonie pfe¢arkovanim naockovat na dvé plotny. Pomoci sterilni $picky nabrat
narostlou kolonii, nejprve udélat ¢arku na LB plotnu obsahujici 400 pg/ml tetracyklinu,
nasledn¢ ud¢€lat ¢arku na samotné LB plotné. Inkubace ploten pies noc pii 37°C.

Kolonii citlivou na tetracyklin rozo¢kovat na LB plotnu, inkubace ptes noc, 37°C,
nasledné¢ mutantni izolat zamrazit (920 ul TSB [Trypton Soya Broth, Sigma-Aldrich] +
80 ul DMSO [Dymethyl sulfooxid, Sigma-Aldrich]). Takto pfipraveny mutantni izolat je

mozno pouzit pro dal$i mutagenezi pomoci “Triparental Mating assay”.
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4.1.3. Méreni schopnosti tvorby biofilmu

Pro méteni schopnosti tvorby biofilmu mutantnich a nemutantnich izolath byla pouzita metoda
popsané v publikaci M. Soledad Saldias a spol. ”’. Pies noc narostla bakterialni kultura v LB byla
nafedéna na ODgy 0,005. Do polyesterovych falkonek (12 x 75 mm, Falcon) bylo v triplikatu
napipetovano 500 pl nafedéné bakteridlni kultury. Nésledovala statickd inkubace po dobu 24 h
pii 37°C. Poté bylo LB s bakteridlni kulturou odstranéno a zkumavky byly opatrné vyplachnuty
1 ml vody pro odstranéni zbylych neptichycenych bakterii. Pfichycené bakterie byly inkubovany
S 1% krystalovou violeti po dobu 1 min pii pokojové teploté. Nasledovalo nékolikandsobné
promyti zkumavek vodou, pro odstranéni prebyte¢né krystalové violeti. Na zavér byl ptidan 1 ml
100% metanolu pro rozpuSténi barviva. Méfeni absorbance krystalové violeti prob&hlo na
spektrofotometru pti ODggo. Experiment byl opakovan celkem tiikrat, jako negativni kontrola byl
pouzity vzorek samotného LB, ktery prosel stejnym procesem jako méfené vzorky (uz od
pocatecni kultivace bakterii). Vysledna ODggp naméfend u negativni kontroly byla odecténa od
vSech méfenych vzorkl. Vzristajici hodnota ODgyy odpovida vzrlstajici schopnosti bakterialni

kultury tvoftit biofilm.

4.1.4. Ristové krivky

Pro srovnani schopnosti adaptovat se na rizna kultivacni prostfedi bylo zavedeno meéfeni
rustovych kiivek. Pro vlastni méfeni bylo pouZito nékolik kultivacnich podminek (sputum od
pacientl s CF, tepelné inaktivované sérum od pacientti s CF, plna krev, kontrolni médium BSM
a nakonec LB). Kultury pfes noc narostlé v tekutém LB byly nafedény na ODgy 0,1 u
kultiva¢nich podminek vyuZivajicich méteni absorbance a na ODgo 0,5 u kultivaénich podminek
vyuzivajicich pro métfeni koncentrace metodu dropcount. Nasledné byly odebrany 2 ml nafedéné
kultury a centrifugovany 8 min, 2 000 rpm. Peleta byla resuspendovana v pozadovaném médiu a
byla zapocata kultivace pti 37°C, 200 rpm. Podle typu média probihalo méteni koncentrace. Pro
kultivaci v BSM, LB a tepeln¢ inaktivovaném séru byla kazdou hodinu méfena absorbance pii
ODggo pomoci spektrofotometru. Pro kultivaci ve sputu a plné krvi bylo kazdou hodinu odebrano
50 pl kultury, které byly nasledné nafedény desitkovou fadou (10 - 10°®). Koncentrace byla
meéfena pomoci metody dropcount, kdy na TSA (Tryptone Soya agar, Sigma-Aldrich) bylo
napipetovano V triplikatu 10 pl z kazdé alikvoty v desitkové fedici fad€. Plotny byly inkubovany,
24 h pti1 37°C. Pomoci poctu narostlych bakteridlnich kolonii v jednotlivych fedicich fadach byla

spocitana puvodni koncentrace vzorku, pocet CFU/ml (colony forming unit/ml; pocet kolonii
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tvoricich jednotek/ml). VSechna méfeni byla provedena v triplikatu. Vysledna data jsou

zobrazena pomoci grafi.

4.1.5. Testovani izolata na makrofazich

Vlozeni plazmidu s genem pro produkci mCherry proteinu do testovanvych izolatu

Pro vizualizaci vybranych izolatd pomoci fluorescenéniho mikroskopu bylo nejprve potieba
vlozeni plazmidu obsahujiciho gen produkujici fluorescenéni mCherry protein. My jsme pouzili
plazmid pJT04 obsahujici gen mCherry (plazmid pDA-12, Obrazek ¢. 11) a gen pro
tetracyklinovou rezistenci, poskytnuty prof. Valvanem z Queens University of Belfast. Plazmid
byl vlozen do vybranych izolati pomoci prvni ¢asti ,, Triparental mating assay* metody (vyuziti
pomocnych bunék MV0100) popsané vyse. Testovani uspésnosti vlozeni genu prob&hlo pomoci
specifického PCR pro mCherry gen. Kolonie obsahujici plazmid zaroven ziskaly razové

zabarveni.

Clal (3)

TetA

/N EcoRI (2596)
\ NdeT (2605)
|\ prmer 1550
|\ Kpm1 2627)
\\ Bam I (2632)
Xbal (2638)
Hin dIII (2662)
Obrdzek ¢ 11. Obrdzek plazmidu pDA-12. Z tohoto plazmidu byl vytvoren plazmid pJT04 nesouci gen pro tvorbu
proteinu mCherry a gen pro tetracyklinovou rezistenci.

Urceni MOI (multiplicity of infection) testovanvch izolatu

Experimenty spojené s makrofagovymi bunénymi liniemi byly provedeny béhem staze
Vv laboratofi prof. Valvana, Queens University of Belfast. Pro testovani chovani bakterialnich
izolatlh v makrofazich je nejprve potteba urcit takzvanou MOI, kterd udava potifebnou infekéni
davku pro dany izolat. Nejprve se nechala nartist bunéénd makrofagova linie RAW 264.7 v Sesti
jamkové desticce obsahujici sklicka pro nartist bunck, pfes noc pii 37°C, a to v takové
koncentraci, aby pokryti narostlych bun¢k bylo druhy den pfiblizné¢ 70 %. Vybrané izolaty

obsahujici gen pro fluorescencni protein mCherry byly kultivovany v 5 ml tekutého LB pfes noc
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pti 37°C, 200 rpm. Poté byly bunky 2x promyty v DMEM médiu (SigmaAldrich) a néasledné
rozpustény v 1 ml DMEM. Byla zméfena jejich absorbance pii ODggo. Podle procentualniho
pokryti nartastu bun¢k v jamkach byla spocitana potiebnd koncentrace bakteridlni kultury na
jamku, pfi testovani MOI 10 (= 10 bakterii na 1 buiiku). Potiebné mnozstvi bakterialni kultury
bylo pfidano k narostlym bunkam v médiu bez ptidanych antibiotik. Nasledovala centrifugace
desticky, 3 min pfi 1 000 rpm a 2 x promyti pomoci PBS (SigmaAldrich). Poté byl do kazdé
jamky piidan 1 ml parafinu, pomoci kterého byly bunky fixovany na sklicka obsazena v
jamkach. Nasledovala inkubace po dobu 1 h pii pokojové teploté, a poté 2x promyti sklicek
pomoci PBS. Po promyti se sklicka s buiikami nechala oschnout a bylo pfilozeno kryci sklicko.

Jednotliva sklicka byla kontrolovana pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Axioscope 2 (Carl
Zeiss) a objektivu 100x s pouzitim imerzniho oleje. Jako kontrolni vzorky byly vyuzity alikvoty

pouzitych izolatd, které byly tepelné inaktivovany.

Gentamicinovy test

Gentamicinovy test byl proveden podle jiz popsaného protokolu v publikaci 2

Ve zkratce, makrofagové buiiky se nechaly pfes noc nartst v Sesti jamkovych destickach na
koncentraci 1 x 10° bunk/jamka. Pfes noc narostlé ST32 izolaty (LB, 37°C) byly tfikrat
promyty pomoci DMEM s FBS a nasledné pouzity pro infikaci makrofagi pii MOI 30.
Po provedeni infekce byla desticka s makrofagy centrifugovdna 1 min pii 300 rpm a poté
inkubovana 2 h pfi 37°C a 5% CO,. Po inkubaci byly bunky tiikrat promyty pomoci PBS, pro
odstranéni neadherovanych bakterii. Po odstranéni zbylych extracelularnich bakterii probéhla
inkubace bunék, 30 min v DMEM s FBS obsahujicim 50 pg/ml gentamicinu. Nasledovalo
odstranéni média a jeho nahrazeni Cerstvym médiem obsahujicim 10 pg/ml gentamicinu. Pro
uréeni mnozstvi intracelularnich bakterii, které infikovaly makrofagy, byly buiky promyty
v PBS a poté lyzovany pomoci 1% Triton X-100 v PBS a to v ¢ase 0, 24 a 48 hodin po
infikovani bakteriemi. MnoZstvi bakterii bylo ur¢eno kultivaci na LB plotnach (desitkové fedéni)
a naslednym spocitanim narostlych kolonii. Statistickd analyza byla provedena pomoci

Studentova t testu.
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4.2. Vysledky

4.2.1. Ziskani tetracyklin senzitivnich izolati

Metodika postavena na vlastnostech kyseliny fusarové funguje na principu selekce. Kmeny
rezistentni na tetracyklin vlastni efluxovou pumpu, kterd odstraiuje tetracyklin z bunky.
Fusarova kyselina funguje jako antagonista k tetracyklinu a vstupuje dovniti bakterie. Specialni
puda obsahuje tepelné inaktivovany tetracyklin, ktery aktivuje tuto pumpu, ale zaroven nezabiji
senzitivni kolonie. Aktivaci pumpy zpiisobi, ze fusarova kyselina se dostane dovniti tetracyklin
rezistentnich bakterii a zabije je. Na téchto specialnich plotnach by mély narGst pouze kolonie,
které jsou tetracyklin senzitivni. Toto se potvrdilo u obou testovanych izolati, A2 a A3, kdy

jsme ziskali izolaty citlivé na tetracyklin a to jiz pfi koncentraci 150 pg/ml.

4.2.2. Tvorba izolatu mutantniho pro T3SS a citlivého na gentamicin

Pro mutagenezi jsme si vybrali izolat z krve z obdobi cepacia sydromu (A3) a izolat ze sputa
ziskany mésic pred rozvojem cepacia syndromu (A2) od pacienta A (viz Tabulka ¢. 1). Na
zaklad¢ vysledkl z transkriptomového experimentu, kdy byla zvySend exprese témeéf celého
Klastru gent pro T3SS u krevnich izolatd, jsme se u izolatu ziskaného z krve (A3) rozhodli pro
deleci celého T3SS regionu (BCAM2040 — BCAM2057, ptiblizné 29,3kb).

JelikoZ jsme se rozhodli pro testovani T3SS mutantniho izolatu na makrofazich, kde je nezbytna
senzitivita bakterii na genatamicin, a ST32 izolaty jsou vysoce rezistentni k tomuto antibiotiku,
byli jsme nuceni vytvofit izolaty s deleci v oblasti pro genamicinovou rezistenci. Delece byla
navrzena pro oblast gentamicinové pumpy (BCAM1674 — BCAM1676, ptiblizné 5,8kb).
Pfiprava mutantnich izolati byla velmi komplikovana, a to nejen z divodu, ze se jedna o velmi
dlouhy usek vybrany pro deleci (v ptfipadé T3SS az 29,3kb), ale také ztoho divodu, Ze
s kmenem ST32 je vSeobecné velmi tézka geneticka manipulace. V ramci prvniho crossing overu
jsme vétSinou ziskali pozitivni vysledek a kolonie na selek¢nich plidach narostly. Nicméné
béhem druhého crossing overu dochédzelo ve vétSiné piipadli misto delece vybrané¢ho genu
k obnoveni ptavodnich alel (viz kapitola 2.4.2.). Prab¢h druhého crossing overu jsme V ptipadé
delece T3SS ovéfovali pomoci PCR jednotlivych kolonii, které narostly na selekénich plotnach
(Obrazek ¢. 12).
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Obrazek ¢ 12. Schématicky obrazek navrzenych PCR reakci pro oveéreni pribéhu druhého crossing overu.
Cervenymi pomlckami jsou zobrazené oblasti pro nasednuti primerii.

Oblasti H1 a H2 na Obrazku ¢. 12 jsou sekvence pred a za T3SS regionem vybrané pro vlozeni
do mutacniho plazmidu. Mezi t€mito oblastmi by mélo dojit k deleci. PCR 1 obsahuje primery
nasedajici na sekvenci obklopujici T3SS systém (mimo oblast ur¢enou pro deleci), z toho
divodu reakce probéhne pouze v piipadé, pokud doslo k deleci T3SS oblasti, jinak je produkt
pro uspésnou PCR reakci pfili§ dlouhy. PCR 2 obsahuje F primer, ktery zasahuje do oblasti
uréené pro delci. Z toho diavodu je PCR 2 pozitivni pouze v piipad¢é, kdy béhem druhého
crossing overu doslo k obnoveni ptivodnich alel. V pfipadé delece je PCR 2 negativni. Jako
pozitivni kontrolu pro T3SS deleci jsme pouzili mutantni izolat AT3SS K56-2, jako negativni
kontrolu jsme pouzili divoky kmen, izolat A3.

Nakonec se nam podatilo ziskat kolonii, ktera svymi PCR vysledky (PCR 1 — band o velikosti
cca 1500bp, PCR 2 — negativni) odpovidala pozadované deleci T3SS regionu. S touto kolonii
byla provedena posledni ¢ast ,, Triparental mating assay (kapitola 4.1.) pro odstranéni druhého
plazmidu. Delece celého T3SS regionu byla nasledné potvrzena pomoci sekvenace uzitim
primerti z PCR 1 a tento mutantni izolat byl oznacen jako AT3SS A3.

U izolat AT3SS A3, A3 a A2 byla provedena ,, Triparental mating assay* pro ziskani gentamicin
senzitivnich kolonii (viz kapitola 4.1.). Spradvnost provedeni mutace byla ovéfena pomoci
soucasné kultivace na LB plotnach a LB plotnach obsahujicich gentamicin (150 pg/ml). Podaftilo
se nam ziskat kolonie senzitivni na gentamicin pouze u dvou izolati (A3 a A2). Bohuzel se nam

zatim nepodafilo ziskat dvojity mutantni izolat AT3SS A3 citlivy na genatamicin.

4.2.3. Méreni schopnosti tvorby biofilmu

Zameftili jsme se na porovnani schopnosti tvorby biofilmu u tfi vybranych izolatt (AT3SS A3,
A3 a A2). Méfeni bylo opakovano tfikrat, testovani izolatl probéhlo vzdy v triplikatu. Jako
kontrolni vzorek byla pouzita prizdnd zkumavka bez piidaného bakteridlniho izolatu, kterd
prosla stejnym procesem jako testované izolaty. Vyslednd absorbance této kontroly byla

odectena od absorbance méfenych vzorki. Vysledky jsou zobrazeny v Grafu ¢. 15. Nejvetsi
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schopnost tvofit biofilm jsme pozorovali u izolatu A2 ziskaného ze sputa (p = 0,00003
V porovndni s izolatem A3).

U krevniho izolatu A3 jsme pozorovali mnohem lepsi schopnost produkce biofilmu neZz u
krevniho izolatu mutantniho pro T3SS region (AT3SS A3), u kterého byla naméfena nulova

schopnost tvorby biofilmu (p = 0,00359 v porovnani s izolatem A3).

Biofilm

0,6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

ODo600

AT3SS A3 A3 A2

Izolat

Graf ¢ 15. Hodnoty absorbance pro jednotlivé izolaty (AT3SS A3, A3, A2) ziskané pii méreni schopnosti tvorby
biofilmu. * p (4T3SS A3 vs A3) = 0,00359; ** p (43 vs A2) = 0,00003.

4.2.4. Ristové kiivky
Nejprve byly testovany jednotlivé izolaty (AT3SS A3, A3 a A2) v triplikatu méfenim absorbance
pfi ristu v kontrolnim médiu (BSM) a LB. Vsechny izolaty vykazovaly obdobnou schopnost

rastu v Case (Graf ¢. 16-17).
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Grafy ¢ 16-17. Graf ¢. 16 zndzornuje ristové kiivky pro jednotlivé izolaty (A3, AT3SS A3, A2) pri kultivaci v LB,
Graf'¢. 17 pri kultivaci v BSM. KaZdou hodinu byl odebran vzorek a zmérena jeho ODgyy pomoci spektrofotometru.
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Schopnost rastu izolath v 10% sputu (w/v; BSM) byla méfena pomoci metody dropcount
popsané vyse (viz kapitola 4.1.4. Rastové kiivky). Namétena hodnota OD 0,5 odpovida ptiblizné
poctu 3 x 108 CFU/mI. Méfeni bylo opakovano celkem tiikrat a vysledky jsou zobrazeny v Grafu
¢. 18, ze kterého je evidentni, Ze mutantnimu izolatu AT3SS A3 se v 10% sputu daii daleko 1épe
nez puvodnimu krevnimu izolatu A3 (p = 0,017948) a dokonce také 1épe nez izolatu ziskanému
ze sputa A2 (p = 0,01613). M¢ieni schopnosti pfeziti a rustu v tepeln¢ inaktivovaném séru bylo
pomoci metody dropcount provedeno také celkem tiikrat. Béhem tohoto méfeni jsme
nezaznamenali zadné statisticky vyznamné rozdily ve schopnosti rstu jednotlivych izolata.

Vysledky z méteni ristu v tepelné inaktivovaném séru jsou znazornény v Grafu ¢. 19.
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Graf ¢ 18-19. Graf ¢. 18 znazornuje ristové krivky pro jednotlivé izolaty (AT3SS A3, A3, A2) pri kultivaci v 10%
smésnem sputu od pacientii S CF. Kazdou hodinu bylo odebrano 10 ul a proveden dropcount ke stanoveni poctu
CFU/ml. Graf ¢. 19 znazornuje ristové kiivky pro jednotlivé izolaty (AT3SS A3, A3, A2) pri kultivaci v tepelné
inaktivovaném smésném séru od pacientii S CF. Kazdou hodinu byl odebrdan vzorek a zmérena ODgyy pomoci
spektrofotometru.

Nakonec jsme pomoci metody dropcount testovali schopnost riistu izolatt (AT3SS A3, A3 a A2)
Vv plné krvi (Graf ¢. 20). Z grafu je patrné, ze izolat A2 ziskany ze sputa nebyl schopnen se v plné
krvi replikovat a drzel se pouze na hlading preZivani (praméré 5 — 6 x 10° CFU/ml). Oproti
tomu izolat A3 ziskany z krve v plné krvi schopnost replikace prokazal.

U mutantniho izolatu byla pozorovéna snizend schopnost replikace v porovnéani s izolatem
z krve. Toto pozorovani jsme potvrdili i pti opakované kultivaci izolatd AT3SS A3 a A3 v plné
krvi (Graf ¢. 21). V grafu je viditelny statisticky vyznamny pokles v replikaci u mutantniho
izolatu AT3SS A3 v porovnani s puvodnim izolatem z krve, A3 (p = 0,000388). Ziskané
vysledky nasvédcuji tvrzeni, Ze exprese T3SS mé vliv na schopnosti bakterii ptezit a replikovat

se V plné krvi.
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Graf & 20-21. Graf ¢. 20 zndzornuje riistové kiivky pro jednotlivé izolaty (AT3SS A3, A3, A2) pFi kultivaci v plné
krvi. Kazdou hodinu bylo odebrano 10 ul a proveden dropcount ke stanoveni poctu CFUImI. V grafu ¢. 21 je
zndzornéno opakovani méreni ristovych krivek v plné krvi pouze u izolatit AT3SS A3 a A3. Méreni bylo provedeno
také pomoci metody dropcount.

4.2.5. Testovani izolati na makrofazich

Vlozeni plazmidu pJT04 do ST32 izolata
Vlozeni plazmidu pJT04 do ST32 izolati (AT3SS A3, A3 a A2) bylo potvrzeno pomoci cileného

PCR pro mCherry gen a nasledn¢ vizualizaci ve fluorescenénim mikroskopu (Obrazek ¢. 13).

Obrazek ¢ 13. Burkholderia cenocepacia ST32 po viozeni plazmidu pJT04 s genem pro fluorescencni protein
(mCherry).

Stanoveni vhodné MOI

Pti testovani vhodné infekéni davky pro vlastni experimenty na makrofazich jsme jako prvni
zvolili MOI 10. Timto zpisobem jsme otestovali ST32 izolaty A3 a A2. Z Obrazku ¢. 14 je
patrné, zZe izolat ziskany z krve, A3, viditelné infikoval makrofagy (Sipkou oznacené infekéni
lozisko). Na rozdil od toho, MOI 10 byla velmi nedostacujici pro infikovani makrofagt izolatem
ze sputa, A2 (Obrazek ¢. 15).
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Obrazek ¢ 14 a 15. Makrofagova bunécna linie RAW 267.3 po infikovani ST32 izolaty pri MOI 10. Na Obrazku ¢.
14 jsou makrofagy infikované izolatem z krve (43), Sipkou je oznacené viditelné infekcni lozisko. Na Obrazku ¢. 15
Jjsou makrofagy infikované izolatem ze sputa (A2) pri stejné MOIL Z obrazku je patrné, ze nedoslo k zZadné infeci
makrofagit.

Na zaklad¢ téchto vysledkd jsme pro nésledné experimenty na makrofazich upravili MOI ST32

izolatu, kterou jsme stanovili pro oba ST32 izolaty stejné, na MOI 30.

Gentamicinovy test

Gentamicinovy test pro porovnani ptezivani bakterii v makrofdzich byl proveden pouze pro
izolaty A2 (izolat ze sputa) a A3 (izolat z krve), u kterych se nam podafilo ziskat izolaty citlivé
na gentamicin. Senzitivita na gentamicin je nezbytna pro vlastni provedeni testu (viz kapitola
4.1.5. Testovani izolatli na makrofazich — gentamicinovy test).

Béhem experimentu jsme ziskali velmi zajimavé vysledky. Izolat ziskany ze sputa (A2) nebyl
schopen viibec zadné replikace v makrofazich, zatimco izolat ziskany z krve (A3) tuto schopnost

prokazal (Graf ¢. 22). Oba izolaty béhem experimentu vykazaly schopnost byt fagocytovany.
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Graf & 22: Vysledky ziskané pri porovnani schopnosti izolatit A2 a A3 replikace Vv makrofizich. Z grafu je patrné, Ze
zatimco izolat ziskany z krve (A3) se replikuje v makrofazich (narist poctu CFU/ml v case, ** p = 0,0043), izolat
ziskany ze sputa (A2) tuto schopnost nemd. (pokles poctu CFU/ml v case, * p = 0,0238)
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4.3. Diskuze

V ramci této Casti dizertaCni prace jsme se zaméfili na jeden vybrany faktor virulence, a to T3SS.
U bakterii P. aeruginosa je aktivace a zvySena exprese tohoto systému spojovana se zhorsujicim
se klinickym stavem pacienta a miZe byt brana jako prediktor §patné prognézy *3. V publikaci
Baer a spol. se vramci P. aeruginosa zabyvaji otazkou tvorby protilatky proti strukturnimu
proteinu T3SS *°.

My jsme si pro hlubsi studium T3SS vybrali pfistup mutageneze, kdy jsme se rozhodli provést
deleci celého klastru gent pro tento systém. Pro vlastni mutagenezi jsme si vybrali krevni izolat
B. cenocepacia ST32 od pacienta A (A3). Mutageneze byla provedena na zakladé opublikované

metodiky ,,Triparental mating assay* **

. Béhem tvorby mutantniho izolatu se vyskytlo hned
nckolik problému. Prvnim problémem byla rozsahld rezistence vybraného izolatu k velkému
mnoZstvi antibiotik. Na zaklad& publikace S. R. Maloy a spol. ' se nam podafilo ziskat
tetracyklin senzitivni kolonie. OvSem je otazkou, zda jsme touto selekci neovlivnili urcité
vlastnosti daného izolatu (izolat z krve, izolat ze sputa), jelikoz se musel ptizpusobit ztizenym
selek¢nim podminkam pro rust.

V piipadé geni pro T3SS se jedna o velmi rozsahlou oblast genomu (cca 30 kb), tudiz ptiprava
mutantniho izolatu byla velmi naro¢nd, a ve vétSiné piipadd jsme v rdmci druhého crossing
overu dosdhli pouze uspofadani genomu do pivodniho stavu. Nakonec se ndm ovSem podafilo
ziskat mutantni izolat s deletovanou oblasti celého T3SS. Tato delece byla potvrzena nejen
pomoci specifického PCR, ale také sekvenacné.

S nové ziskanym mutantnim izolatem AT3SS A3, ptuvodnim krevnim izolatem A3 a izolatem
ziskanym ze sputa A2 jsme provedli n€kolik funkénich experimenti. Na zdkladé publikace
Cohena a spol ™', ktery popisuje, ze T3SS systém je velmi daleZity pro tvorbu biofilmu, a to ve
fazi pfichyceni bunky na povrch, jsme se rozhodli vliv T3SS na tvorbu biofilmu u ST32
otestovat. Zjistili jsme, ze izolat AT3SS A3 nebyl schopen tvorby biofilmu (Graf ¢. 15). Nejvétsi
schopnost tvorby biofilmu byla pozorovana u izolatu A2 ziskaného ze sputa. To nas vede
k domnénce, Ze bakterie v plicich jsou vice pfipravené na tvorbu biofilmu, nez je tomu u bakterii
ziskanych piimo z krve.

Dale jsme porovnavali schopnost ristu izolath AT3SS A3, A3 a A2 v riuznych kultivaénich
médiich. Pfi kultivaci izolatd v 10% sputu jsme pozorovali, Ze izolatu AT3SS A3 se dafilo
mnohem Iépe replikovat nez izolatu z krve (A3, p = 0,017948) a dokonce i 1épe nez izolatu
ziskanému ze sputa (A2, p = 0,01613). Tyto vysledky nasvédcuji tomu, Ze pfitomnost T3SS
(izolat A3, A2) je zhorSujici podminkou pro rist ST32 bakterii ve sputu. Zajimavych vysledku
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jsme dosahli také pii kultivaci jednotlivych izolath v plné krvi (Graf ¢. 20 a 21). Zda se, ze
zatimco izolat ziskany ze sputa (A2) vibec neni schopen replikace Vv plné krvi, u izolatu
ziskaného z krve je tomu naopak. U mutantniho izolatu AT3SS A3 byla pozorovana jista
schopnost replikace, kterd se vSak v ¢ase zlomila. Toto pozorovani si vysvétlujeme faktem, ze
T3SS byl popsan jako dilezity faktor pro piezivani a replikaci bakterii v makrofazich %2, T3SS
pomaha bakteriim pohlcenym makrofagy uniknout z fagosomu a tim se voln¢ replikovat uvnitf
makrofagi.

Na zédklad¢ téchto informaci jsme se rozhodli pro studium pfezivani bakterii v makrofazich
pomoci gentamicinového testu. V tomto pfipad¢ znovu nastala komplikace, jelikoz nase izolaty
JSOu vysoce rezistentni vic¢i gentamicinu potiebnému v této metod€. Proto jsme museli izolaty
podrobit dal§i mutagenezi s cilenou deleci gent pro efluxni pumpu pro gentamicin 112 Mutantni
kolonie, citlivé na gentamicin se nam Sice podafilo ziskat, ale bohuzel pouze u izolath A2 a A3.
Dvojity mutantni izoldt AT3SS A3 senzitivni na gentamicin se nam zatim ziskat nepodafilo.
Ziskané izolaty, citlivé na gentamicin byly podrobeny studiu na makrofazich. Béhem
experimentu bylo potvrzeno, Ze krevni izoldt A3 ma schopnost replikovat se v makrofazich,
zatimco izolat ze sputa (A2) nikoliv (Graf ¢. 22). Toto pozorovani podporuje nase presvédcent,
ze T3SS by mohl mit ur¢ity vliv na pfechod bakterii z plic do krevniho ob&hu a jeho aktivace by
mohla byt dulezita pro nasledné pteziti bakterii v krvi.

Vysledky ziskané v ramci studia T3SS posilily nasi snahu sledovat hladinu exprese u Zijicich
pacientu s chronickou infekci B. cenocepacia ST32. Zvyseni hladiny exprese nékterého z genti
pro T3SS by mohlo byt varovnym signalem piechodu téchto bakterii do krve. Zaroven se T3SS

systém zda byt vhodnym terapeutickym cilem, jako je tomu u P. aeruginosa 158
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5. SURVAILLENCE INFEKCI BAKTERIEMI P. AERUGINOSA

Cil: S vyuzitim genotypizaCnich technik zkontrolovat a pravidelné mapovat
epidemiologickou situaci infekci bakteriemi Pseudomonas aeruginosa u pacienti

s CF v prazském CF centru a vyloucit ptipadné epidemické Sifeni jednoho kmene.

Hypotéza: Bakterie P. aeruginosa patii mezi nejcastéjsi infekéni agens u pacientd s CF.
Ve svéte se jiz vyskytlo nékolik piipadi vyskytu nebezpecného Siteni

epidemického kmene P. aeruginosa.

Autorské publikace k tématu: Publikace ¢. 2
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5.1. Metodika
V ramci této Casti prace byly vysetfovany vzorky P. aeruginosa ziskané od pacientti s CF
pravideln¢ navstévujici prazské CF centrum. Pro prvotni detekci byla pouzita metoda nested
PCR pro gen oprL. Zaroven byly vSechny vzorky vysetieny také kultivaéné a pomoci
MALDI-TOF.
Nasledné uréeni kmenové prislugnosti bylo provedeno pomoci metod RAPD a/nebo MLST ** **°,

RAPD fragmenty byly separovany pomoci pfistroje Bioanalyzer 2100 (Agilent) a profily

jednotlivych izolatl byly zpracovavany pomoci programu BioNumerics (AppliedMaths).

5.2. Vysledky

5.2.1. Pseudomonas aeruginosa

V obdobi deviti let jsme genotypizacnimi metodami vySetiili celkem 342 izolatt P. aeruginosa
od 131 pacienti s CF. Na zakladé¢ Leedsovych kritérii definice infekci zpusobenych P.
aeruginosa '° bylo ur&eno, e 99 pacienti trp&lo chronickou infekei a zbyvajicich 32 pacienti
odpovidalo definici intermitentni infekce.

Pii sestavovani protokolu pro sledovani epidemiologické situace P. aeruginosa u pacient s CF
jsme vychazeli z postupu zavedeného u bakterii Bee 3%, Bohuzel u P. aeruginosa jsme u metody
RAPD narazili na problém tvorby pseudoklastri tvofenych vice nez jednim ST (Obrazek ¢. 16),

na rozdil od Bcc, kde jeden Klastr odpovidal jednomu ST.

o 7 2 g ascA aroE guaA mutl nuoD ppsA trpE ST
| | 28 5 12 11 4 4 18 1083
509 11 5 111 3 1 4 2 846

2 6 68 20 11 4 4 7 439
23 5 11 7 1 127 274

sas 6 20 1 3 4 4 2 132
5 11 5 1 7 9 4 7 017
. 11 5 11 11 3 27 7 198
| 15 14 3 11 1 15 1 2106

11 5 55 11 3 27 7 1048

6 5 11 7 3 1219 282

16 22 5 3 2 15 10 1094

28 22 5 3 3 14 19 175

285 11 3 4 12 3 181

Obrazek ¢ 16. Srovnani vysledkit metod RAPD a MLST u izolatii P. aeruginosa od riiznych pacientii s CF. Analyza
RAPD profilii nekoreluje s vyslednymi sekvencnimi typy ziskanymi pomoci MLST. V ramci RAPD vinikaji
pseudoklastry s vice ST. Pievzato a upraveno z publikace .

Pro srovnani metod MLST a RAPD jsme nasledné provedli retrospektivni pilotni studii, kdy
bylo vysetieno 54 izolath od 14 pacienti. Béhem této analyzy jsme zjistili, ze v ramci jednoho
pacienta je zde jasné patrna shoda mezi vysledky RAPD a MLST, kdy zména ST u MLST
odpovida zmén¢ profilu ziskaného metodou RAPD (Tabulka ¢. 6).
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Pacient Datum izolatu MLST vysledek RAPD vysledek

04/2005 ST1021 | |

A 02/2006 ST1021 11
08/2011 ST296 U1
01/2007 ST282 ] 1 !

B 02/2010 ST282 i 1 !
02/2013 ST282 1 |
03/2005 ST17 | T 1

C 11/2006 ST17 i i
11/2009 ST17 I 1 |
5/2005 ST198 I I |

D 01/2006 ST198 ! 1 !
03/2010 ST198 i
09/2005 ST308 ] 11

- 03/2006 ST1197 | 1]}
09/2010 ST27 | 13k I
02/2012 sT27 ] T Tl I
03/2005 ST1058* B

F 08/2006 ST1055 111
10/2010 ST1055 | l l_ |
04/2005 ST1050 i |

G 10/2006 ST1050 II ]
01/2011 ST1050 1 ]
09/2006 ST260 | m ]

H 10/2009 ST175 mal
1212011 ST267 | P |
10/2009 ST1196 ; . ||

| 09/2010 ST2120 I |
11/2010 ST1196 | !
05/2010 ST258 | m |

J 07/2011 ST258 I -" |
1212013 ST258 I Tl
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05/2010 ST279 I | |
K 09/2012 ST279 { 111
09/2013 ST235 | THI |
12/2009 ST266 1 |
L 02/2012 ST357 | 11
01/2013 ST357 | 1l
09/2006 ST1090 | III ] |
M
03/2010 ST1090 | N
11/2009 ST179 W |
N 03/2012 ST1210 | Tl | I
04/2013 ST1210 [ il |

Tabulka ¢. 6. Porovnani vysledkit metodik MLST a RAPD u izolatii od 14 chronicky infikovanych pacientii. Prevzato
a upraveno z publikace **°. *ST1058 se od ST1055 lisi mutaci pouze jednoho nukleotidu v genu ppsA.

Jedina vyjimka byl pacient F, kde se podle RAPD profilu jedna o stejny kmen P. aeruginosa.
Ovsem metoda MLST odhalila dva rizné sekvencni typy. V tomto piipadé se vSak jednd o
zaménu pouze jednoho nukleotidu v ramci konkatenované MLST sekvence. Na zaklad¢ téchto
vysledk jsme se rozhodli vyuzivat metodu RAPD pouze pro analyzu v ramci jednoho pacienta,
pro sledovani zda u n€ho doslo k infekci novym kmenem ¢i nikoliv.

Metodou MLST jsme odhalili 97 riznych kment P. aeruginosa (ST) u testovanych pacientl S
CF. Nejcasteji se objevoval kmen ST253 (10 pacienti), ovSem nenalezli jsme zde zadnou
spojitost s jeho ptipadnym epidemickym Sifenim. Dale se u sedmi pacient vyskytl kmen ST175
a vzdy u $esti pacienttl kmeny ST395 a ST179. Sifeni epidemického kmene P. aeruginosa mezi
pacienty z prazského CF centra bylo béhem této studie vylouceno.

Z celkem 131 vySettenych pacienti si 110 pacientll udrzelo po celou dobu sledovani stejny kmen
P. aeruginosa. U zbylych 21 pacienti byla pozorovana zména RAPD, infekce novym ST byla
potvrzena pomoci MLST (vZdy s rozdilem minimalné ve 3 alelach).

Zajimalo nas, zda u pacientl, ktefi v pribéhu infekce P. aeruginosa zmeénili ST, bylo
zaznamenano obdobi obsahujici negativni vzorky. U 8 z 21 pacienti, ktefi zménili ST, byla
pozorovana nepietrzita pozitivita testovanych vzorkd, tudiz bez metody RAPD bychom
nezaznamenali zménu v kmeni zpasobujicim infekci. U zbylych 13 pacienti bylo pozorovano
rizné dlouhé obdobi negativnich vzorkt P. aeruginosa.

Velmi zajimavé bylo pozorovani u 18 ze 32 intermitentné infikovanych pacientt, kdy byla

zaznamenana pieruSovana infekce, ovSem vzdy jednim ST P. aeruginosa.
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Na zakladé vsech téchto poznatkti jsme sestavili protokol pro vysetfovani infekci P. aeruginosa

a zachyceni pfipadného $ifeni epidemického kmenu u pacientd s CF (Obrazek ¢. 17).

A) RAPD P. aeruginosa
RAPD profil
P. aeruginosa
. oprL PCR pozitivni
P. atia;g?é:{msa —>  a/nebo MLST P. aeruginosa
MALDI-TOF P. aeruginosa ST
B) negativni
_ " , P. aeruginosa
P. aeruginosa = profil pfedchoziho ' ST stejny
pozitivni RAPD izolatu od pacienta s pfedchozim izolatem
(oprL PCR/
MALDI-TOF) ;é prOfll pf“edchoziho MLST P. aeruginosa
izolatu od pacienta |7 > ST odlidny od

predchoziho izolatu

Obrdzek ¢ 17. Schéma vysetrovani infekci zpiisobenych bakteriemi P. aeruginosa. Prevzato a upraveno z publikace
159

A) Pri prvozachytu je kultura P. aeruginosa potvrzena pomoci nested PCR genu oprL a MALDI-TOF. Pri ziskani
druhého pozitivniho vzorku od pacienta (vylouceni kontaminace ci uspésné eradikované infekce) je tento vzorek
podroben metodam RAPD a MLST.

B) U chronicky infikovanych pacientii dochdzi k vySetieni izolatu jednou za rok. Po potvrzeni pozitivity P.
aeruginosa ovsem dochdzi k provedeni pouze metody RAPD. Ziskany RAPD profil se porovnd s RAPD profilem
predchazejiciho izolatu. Pokud jsou profily identické, uzavieme izolat jako stejny ST kmen predchoziho izoldtu.
Pokud RAPD profily vykazuji rozdily, ndsleduje MLST analyza nového izoldtu se zaiazenim do nového ST.

5.3. Diskuze

Posledni ¢ast prace byla zamétena na zhodnoceni a sledovani epidemiologické situace u bakterii
P. aeruginosa u pacientti v prazském CF centru, coZ se stalo jiz tradi¢ni naplni prace laboratofe a
diky té jsem si také na zacatku svého postgradualniho studia osvojila zakladni molekularné
genetickou a mikrobiologickou praci.

Prace se vénovala zhodnoceni epidemiologické situace u bakterii P. aeruginosa a zvoleni
finan¢n¢ a Casove nejméne narocného piistupu pro jeji sledovani. Vychazeli jsme ze zkuSenosti

%5 34 4 rozhodli jsme se pro kombinaci genotypizacnich

ziskanych pfi sledovani bakterii Bee
metod RAPD a MLST.
Bohuzel v ptipadé RAPD jsme zjistili, ze u P. aeruginosa dochazi pfi porovnani profili od v§ech

pacientl k tvorbé pseudoklastrii obsahujicich vice ST uréenych metodou MLST. OvSem stejny
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izolat si pokazdé drzi stejny RAPD profil, tudiz pfi sledovani izolatd pouze od jednoho pacienta
muzeme zjistit, zda doslo ke zméng profilu a nasledn& tuto zménu ST potvrdit pomoci MLST **°,
K dalsim piekvapivym zavérim jsme dosli diky hlubSimu studiu vyskytu negativnich obdobi
mezi jednotlivymi izolaty u pacienta. Zjistili jsme, ze u pomérn¢ velké Casti pacientl (8 z 99)
s domnéle chronickou infekei se ve skutecnosti jedna o reinfekce jinym kmenem, které by bez
vyuziti molekularnich technik byly nerozpoznatelné. Na druhou stranu u velké ¢asti dlouhodobé
intermitentnich pacientt (18 z 32) bylo zjisténo, Ze se ve skute¢nosti jedna o chronickou infekci,
kdy dochazi k falesn¢ negativnim nalezim u pacienta pravdépodobné v disledku antibiotické
1é¢by. Bedlivé posouzeni kategorie stavu infekce ma pfitom pro pacienta velké disledky jak ve
smyslu izolac¢nich opatfeni na klinice, tak i v terapeutickém pfistupu (intermitentni, resp.
jednorazové nalezy infekce se 1¢¢i jinak nez chronickd infekce).

Véifime, Ze ndmi zavedeny postup vySetfovani, kombinujici levny a rychly RAPD s drazs§im, ale
vysoce rozliSujicim MLST, je nejschidnéj$im pfistupem pro dlouhodobé sledovani

epidemiologické situace u P. aeruginosa.
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6. DALSI SMERY VYZKUMU

Tato prace si kladla za cil poodkryt molekularni mechanismy zodpovidajici a 0castnici se
ptechodu bakterii B. cenocepacia ST32 do krve, ktery ma ve vétsiné piipadl za nasledek pro
pacienta smrtelny cepacia syndrom. Studie porovnavajici expresni profil izolatu ziskané¢ho ze
sputa a izolatu ziskané¢ho z krve odhalil desitky jiz popsanych i nezndmych genii se zménénou
expresi. Béhem této prace jsme se zaméfili na sledovani nekterych gent klastru pro T3SS, které
byly v ramci krevnich izolatd zvySené ve vsech kultiva¢nich podminkach.

Podafilo se nam zavést metodiku pro sledovani exprese vybranych genli pfimo z klinického
materidlu ziskaného od pacienta, ze sputa. Momentaln¢ v nasi laboratofi probiha pilotni studie
zamé&fena na sledovani zmén exprese dvou gent pro T3SS (BCAM2053 a BCAMZ2055) u
vybranych pacientti S CF trpicich chronickou ST32 infekci.

V ramci této pilotni studie by mélo dojit k vyhodnoceni, zda jde 0 souvislost mezi zvySenym
T3SS a zhorSenim stavu pacienta, nebo zda je toto zvySeni spojeno pfimo se spusténim cepacia
syndromu. Je potieba zjistit, zda ke zvySeni exprese gent pro T3SS dochazi jesté pied rozvojem
cepacia syndromu u izolatt ze sputa ¢i se jedna o fenomén spojeny az s krevnim izolatem.

Stejné je potieba sledovat korelaci vysledki exprese genu fliC pro tvorbu bic¢iku a funkéniho
testu pro sledovani motility bakterii. Pro statistické zhodnoceni funkénosti sledovani exprese
téchto gent a korelace mezi nimi je potfeba nasbirat vétsi mnozstvi dat v ¢ase od vice pacientl
trpicich chronickou infekci ST32.

Zatim bylo zvySeni exprese genti pro T3SS ve vétSin€ piipadid pozorovano az v obdobi té€sné
pfed propuknutim cepacia syndromu. Proto by bylo dobré uzce spojit metodiku qRT-PCR
s funk¢nim testem pro motilitu bakterii, kdy pfi vyznamném poklesu motility bakterii by mélo
dojit k ¢astéjSimu (minimalné kazdy mésic) testovani exprese geni pro T3SS.

Dalsi variantou by mohlo byt zaméteni se na regulacni geny pro T3SS, kdy sledovani jejich
exprese by nas mohlo varovat diive. Pokud se potvrdi spojitost téchto markerti s nastupujicim
cepacia syndromem, dalo by se pfed¢asné¢ terapeuticky zasdhnout a potlacit tak rozvoj cepacia
syndromu.

Rozhodli jsme se pro hlubsi studium T3SS pomoci cilené mutageneze. Béhem této studie se ndm
i pres spoustu komplikaci podatilo ziskat krevni izolat mutantni pro cely klastr gend pro T3SS.
Zaroven se nam podafilo uskute¢nit nckolik zadkladnich testd pro porovnani mutantniho a
nemutantniho krevniho izolatu spolu s izoldtem ze sputa. Dal§im cilem by mohlo byt ziskani

dvojitého mutantniho izolatu AT3SS citlivého na gentamicin. Tento dvojity mutantni izolat by
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mohl byt podroben testovani na makrofazich, kdy se sleduje schopnost bakterii infikovat
makrofagy a jejich schopnost pteziti a replikace uvnitt makrofagi.

Soucasna technologie umoziuje fluorescen¢ni znaceni riznych signalnich molekul a jejich
sledovani pomoci fluorescencni mikroskopie. Takto lze sledovat zmény u mutatntnich 1
nemutantnich izolatd pii expozici makrofagové bunécné linii.

Dale ve spolupraci s doktorkou Amal Amer z Univerzity Ohio planujeme podrobit na§ mutovany
krevni izolat experimentu ptimo na CF makrofazich, kde bychom m¢li dosahnout jesté vétsiho
ptibliZeni in vivo situace u pacienti s CF.

Nasledovat bude také testovani vlivu T3SS na virulenci porovnanim krevniho izolatu a AT3SS
krevniho izolatu na zvifecich modelech. Studie prob&éhne ve spolupraci s laboratoti doktorky
Annette Vergunst z Univerzity Montpellier na jejich dobie zavedeném modelu D. rerio.

Ve spolupraci s pracovi§tém profesora Miguela Valvana na Queen’s Univerzité v Belfastu bude
virulence nasich izolatd testovana také na modelu G. mellonella.

Pokud se potvrdi nas predpoklad vlivu T3SS na virulenci a tim zhorSeni stavu pacienta, jako je
tomu napiiklad u bakterii P. aeruginosa **®, mohlo by se na tento systém zacit pohlizet jako na
vhodny terapeuticky cil, kdy by mohlo dojit k potlaceni replikace bakterii v makrofazich a tim

zamezenti jejich Sifeni krevnim fecistém.
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7. ZAVER
Tato dizertacni prace plynule navazuje na praci doc. MUDr. Pavla Dievinka, PhD. a Mgr. Klary
Vilimovské Dédeckové, PhD, kteti se zabyvali epidemiologickou studii bakterii Burkholderia
cepacia komplexu u pacientd s CF.
Podaftilo se nam identifikovat geny, které se liSi pfi porovnani transkriptomovych profilli izolatt
ziskanych z krve a izolatd ziskanych ze sputa ve vSech pouzitych kultiva¢nich podminkach.
Z téchto gent jsme se nakonec zamé&fili na geny pro tvorbu T3SS a na gen fliC pro tvorbu biciku.
Dale jsme zavedli sledovani exprese genu u bakterii pfimo z klinického materialu (sputum) bez
potieby in vitro kultivace izolatu.
Zjistili jsme, ze s priblizujicim se cepacia syndromem dochazi ve vétSiné pripadi ke zvyseni
exprese nekterych genti pro T3SS (kratsi casovy usek pred CS) a zaroven ke snizovani exprese
genu pro tvorbu bi¢iku (del$i Casovy usek pfed CS). Pro potvrzeni ztraty motility byl zaveden
jednoduchy funk¢ni test. Vhodnd kombinace téchto dvou pfistupii by ndm meéla pomoci 1épe
monitorovat aktudlni stav pacienta a pfipadné nds upozornit na blizici se hrozbu cepacia
syndromu.
Pro hlubsi porozumnéni T3SS jsme vytvofili krevni izolat mutantni pro cely klastr genti pro
tento systém. B&hem nékolika funcknich testl jsme zpozorovali, Ze T3SS ma patrné vyznam pro
preziti a replikaci bakterii v plné krvi. Pfedbézné vysledky z experimentii na makrofagoveé
bunécné linii potvrdily, ze krevni izolat ma daleko lepsi schopnost replikace v makrofazich nez
je tomu u izolatu ze sputa. V planu je hlubsi studium vlivu T3SS na virulenci a schopnost pfeziti
bakterii B. cenocepacia ST32 v krvi.
Vylouéili jsme také Sifeni epidemického kmene P. aeruginosa mezi pacienty z prazského CF
centra a sestavili jsme nejvohdnéj$i a nejefektivnéjsi postup pro vySetieni téchto bakterii u

pacienti S CF v nasi laboratofi.
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9. SEZNAM TABULEK, OBRAZKU A GRAFU

Seznam vybranych izolat od pacientti s cepacia syndromem.

Seznam gent se zménénou expresi pii porovnani vSech krevnich izolath se
sputovymi izolaty.

Souhrn poc¢tu genti se zménénou expresi pifi analyzach microarray dat
zamé&fenych na kultivaéni podminku.

Vysledky kvantitativniho PCR pfi testovani zmény exprese (krevni versus
sputovy izolat) u 6 genii faktort virulence.

Vysledky kvantitativniho PCR dalsi skupiny vybranych gen.

Porovnani vysledkti metodik MLST a RAPD u izolati od 14 chronicky

infikovanych pacientd.

Ttidy mutaci CFTR proteinu.

Vyskyt nejcastéjSich patogenti v jednotlivych vékovych kategoriich u
pacientt s CF (2013).

Prospésné a Skodlivé plisobeni bakterii z Bec.

Fylogeneticky strom Bcc sestaveny na zékladé MLST analyzy.

Struktura a mechanismus antibiotické rezistence u bakterii B. cepacia
komplexu.

Zobrazeni sekre¢nich systému typu I — VI u Bcc.

Mapy plazmidt pGPI-Scel (A) a pDAI-Scel (B).

Obrazek gelu pro kontrolu kvality mRNA po extrakci a preciSténi
MICROBEn rich kitem.

Fotografie z elektronového mikroskopu, baveni 1% uranyl acetat.
Fotografie ploten pfi méteni schopnosti motility bakterii po 120 h.
Obrazek plazmidu pDA-12.

Schématicky obrdzek navrZzenych PCR reakci pro ovéfeni pribéhu
druhého crossing overu.

Burkholderia cenocepacia ST32 po vlozeni plazmidu pJT04 s genem pro
fluorescenéni protein (mcherry).

Makrofagova bunécna linie RAW 267.3 po infikovani ST32 izolatem pii
MOI 10.
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Obrazek ¢. 15 Makrofagova bunécénd linie RAW 267.3 po infikovani ST32 izolatem pii

MOI 10.
Obrazek ¢. 16 Srovnani vysledki metod RAPD a MLST u izolatd P. aeruginosa
od ruznych pacientt s CF.
Obrazek ¢. 17 Schéma vysetfovani infekci zpisobenych bakteriemi P. aeruginosa.
Grafé.1-4 Relativni kvantita exprese genti pro T3SS (BCAM2044, BCAM2048,

BCAM2050, BCAM2053 a BCAM2055) a genu fliC (BCALO0114)
pro tvorbu bi¢iku u vzdy 5 ST32 izolatl od 4 pacientti s CF.

Graf¢. 5 Relativni kvantita exprese genti pro T3SS (BCAM2048, BCAM2050,
BCAM2053 a BCAMZ2055) a genu fliC (BCALO114) pro tvorbu bi¢iku
po piimé extrakci bakterialni RNA z klinického materialu (sputum)

od pacienta P.

Graf ¢. 6 Ptehled schopnosti motility u izolatu od pacientt P, ktery prodélal cepacia
syndrom.
Graf ¢. 7-14 Ptehled schopnosti motility u izolath od pacientd A-H, ktefi prod¢lali

cepacia syndrom.

Graf ¢. 15 Hodnoty absorbance pro jednotlivé izolaty (AT3SS A3, A3 a A2) ziskané
pii méfeni schopnosti tvorby biofilmu.

Graf ¢. 16 Ristové kiivky pro jednotlivé izolaty (AT3SS A3, A3 a A2) pfi kultivaci
v LB.

Graf ¢. 17 Ristové kiivky pro jednotlivé izolaty (AT3SS A3, A3 a A2) pii kultivaci
v BSM.

Graf ¢. 18 Ristové kiivky pro jednotlivé izolaty (AT3SS A3, A3 a A2) pii kultivaci
v 10% smésném sputu od pacientt s CF.

Graf ¢. 19 Ristové kiivky pro jednotlivé izolaty (AT3SS A3, A3 a A2) pii kultivaci
Vv tepelné inaktivovaném smésném séru od pacientil s CF.

Graf ¢. 20 Ristové kiivky pro jednotlivé izolaty (AT3SS A3, A3 a A2) pfi kultivaci
V plné krvi.

Graf ¢. 21 Opakovani méteni rastovych kiivek v plné krvi pouze u izolatd AT3SS A3
a A3.

Graf ¢. 22 Vysledky ziskané pii porovnani schopnosti replikace v makrofazich u

izolatd A2 a A3.

91



111. PRILOHY

92



Priloha ¢. 1: Souhrn poctu gen se zménénou expresi pii analyzach

microarray dat zaméfenych na zdroj izolatu.

Pocet genii se zménou  up-regulované down-regulované

exprese
(i) inkubace ve Sputu
- Izolaty pacientii A a B dohromady
(A3 aB8vs. A2 a B7) 41 31 10
- Pouze izolaty od pacienta A (A3 vs. A2) 210 113 97
- Pouze izolaty od pacienta B (B8 vs. B7) 139 90 49
(ii) inkubace v Séru
- [zolaty pacientd A a B dohromady
(A3 aB8vs. A2 a B7) 20 13 7
- Pouze izolaty od pacienta A (A3 vs. A2) 145 99 46
- Pouze izolaty od pacienta B (B8 vs. B7) 90 47 53
(iii) inkubace v kontrolnim médiu
- [zolaty pacientd A a B dohromady
(A3 aB8vs. A2 a B7) 57 24 33
- Pouze izolaty od pacienta A (A3 vs. A2) 34 28 6
- Pouze izolaty od pacienta B (B8 vs. B7) 188 92 96
(iv) vSechny kultiva¢ni podminky dohromady
- Izolaty pacientii A a B dohromady
(A3 aB8vs. A2 a B7) 60 41 19
- Pouze izolaty od pacienta A (A3 vs. A2) 95 65 30
- Pouze izolaty od pacienta B (B8 vs. B7) 129 63 66

P#iloha ¢ 1. Souhrn poctu genii se zménénou expresi pri analyzach microarray dat zamérenych na zdroj izolatu.
Zmény v expresi pozorované pii porovndani izoldtu ziskanych z Krve S izoldty ziskamymi ze sputa. Prevzato a
upraveno z publikace **°.
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Priloha €. 2: Seznam genll a na n¢ navrZzenych primert vybranych pro

testovani genové exprese na real time PCR.

Nazev Genu Funkce Primer
RecA_F GAAAAGCAGTTCGGCAAGGG
recA, rekombinaza A
RecA_R CGGCATATTGAACGTCGAGC
BCAMO079F TCACGGAACTTTCGGGTGTT
Sekundarni metabolismus
BCAMO079R CCTTCGTGAAAATCCGCCAC
BCAMO081F CAACATCAAGCTCAGCAATC
Vnéjsi membranovy protein
BCAMO081R AATCGATGTTGTACGTCAGG
BCAMO184F CGTGCTCGACCGGAT
bclB, lektin
BCAMO184R GTGTCGCTTTCGAGAAGTA
BCAMO784F CCACCTATCCCAACATCAAG
LysR regula¢ni protein
BCAMO784R CGTTCAGGTCGAACCATT
BCAMO0859_F TCGCTACAACGATCTCGACG
bceF, tvorba pouzdra
BCAMO0859_R TGCTGGTTCAGGTACGACTG
BCAMO0860_F CTGAACAAGGGGCTCGACTC
bceG, tvorba pouzdra
BCAMO0860_R GAGGTGATGATTGCCGACGA
BCAMO863F AAGAGTCCGTACTATCCGTT
bced, gykosyltransferaza
BCAMO863R CCGTTGTAGATCACGCTG
BCAM1870_F ] CCGTATCTGCTGAAGTCGCT
cepl ,quorum sensing
BCAM1870_R GACGCCCATCTACCTGCTTC
BCAM1871_F . GCGGACTGGCTCGAATATCA
Quorum sensing
BCAM1871_R TCGTCATCGTCAACCTGTCG
BCAM2044F CTCGTGGAAGCCGATCGTAA
Sekre¢ni systém typu II1
BCAM2044R GTACTGGACGCTCGAACAGG
BCAM?2048_F CGCGAAGTACCAGGAGATCG
Sekrecni systém typu I1I
BCAMZ2048_R GTCGTCGGCTTCAGACATGA
BCAM2050_F CGACGACGAAGCGCCGTA
Sekre¢ni systém typu II1
BCAM2050_R GCCAGTCCCATGACGCAA
BCAM2053F TGGTTTCGAACGTCGCAGT
Sekrecni systém typu I1I
BCAM2053R GACACGAAGCAAGTCCAGCA
BCAM2055F CGTCTTGGTGACGATGTTGC
Sekre¢ni systém typu II1
BCAM2055R CCGGGCTATCAGGATTCGTC
BCAM2329F TATTCGCTGTTCCCGATGA
GntR rehulaéni protein
BCAM2329R GTGATGACGATCTCCTCCAG
BCAM2685F Hypoteticky protein TACAGGACGATCGGCACGAG
BCAM2685R CATCCTCGCCCTACTGCAAA
BCAL3283F AACATGCACGATGCCAA
Hypoteticky protein
BCAL3283R CGCTTGTCGGGATATTCAA
G4822F CGAAGGACCCGTTAGGCAAT
LysRtranskripéni regulator
G4822R AGTGCATCTGAGCCTTCACC
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Nézev genu

BCALO0112
BCALO0113
BCALO114
BCALO0125
BCALO0126
BCALO0127
BCALO0128
BCALO0129
BCALO0132
BCALOQ134
BCALO514
BCALOQ534
BCALO0535
BCALO577

BCAL1028 J 0_1

BCAL2025
BCAL2610
BCAL2611
BCAL2612
BCAL2793
BCAL2796
BCAL3205a
BCAL3207
BCAM1002
BCAM1804
BCAM2346
BCAM2684
BCAM2685

BCAM2837 J 1

IG1_147730

BCALO0009
BCALO0010
BCALO0015

z krve a izolatu ze sputa od pacienta A

Anotace nebo putativni funkce genu

Adenosylhomocysteinase

Flagellar hook-associated 2 domain protein
Flagellin-like protein

Flagellar transcriptional regulator FIhC 1

Flagellar motor component-like protein

OmpA/MotB domain protein., Flagellar motor protein
Response regulator receiver

Chemotaxis two-component sensor kinase CheA

Chemotaxis protein methyltransferase CheR

Chemotaxis response regulator protein-glutamate methylesterase

Hypothetical protein

Two component LuxR family transcriptional regulator
Putative signal transduction histidine kinase
Flagellar hook-associated protein 3

Transposase 15116/1S110/1S902 family protein
Hypothetical protein

ABC-type amino acid transport systém

Histidine transport system permease protein
Amino acid ABC transporter ATP-binding protein
4-hydroxybenzoate transporter

Pyruvate decarboxylase

Transcriptional regulator, XRE family
Hypothetical protein

Putative reverse transcriptase-Group Il intron
Methyl-accepting chemotaxis protein

OmpW family protein

GCN5-related N-acetyltransferase

Hypothetical protein

Response regulator receiver
Flagellar motor component-like protein

Putative pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase
Phenylalanine-4-hydroxylase

ABC transporter, hydrophobic amino acid uptake transporter
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Priloha ¢. 3a: Seznam genil se zménénou expresi pii porovnani izolatu

Zména

Vv expresi

49 |
44|
14.6 |
46|
4.1
24|
38
46|
4.1
2.8
22
29
29
54
271
45|
23
24
3.1
34
22
36
24|
20
36
2.1
3.1
531
2.1

62|

381
20.8 1
251



BCALO0016
BCALO0017
BCAL0049
BCAL0052
BCALO0833
BCALO0834
BCAL1040
BCAL1236
BCAL2450
BCAL2471
BCAL2472
BCAL2739
BCAL2740
BCAL3008
BCAL3184
BCAL3185
BCAL3186
BCAL3187
BCAL3194
BCAL3195
BCAL3282
BCAL3283
BCAL3284
BCAMO0059
BCAMO0783
BCAMO0803
BCAMO0804
BCAMO0805
BCAMO0810
BCAMO0811

BCAMO0856_J 1

BCAMO0859
BCAMO0860
BCAMO0861
BCAMO0863
BCAM1005
BCAM1010
BCAM1172

(HAAT) family

Amino acid/amide ABC transporter ATP-binding protein 2
ABC branched-chain amino acid family transporter
Aminotransferase class | and |1

FAD linked oxidase domain protein

Putative Acetoacetyl-CoA reductase

Hypothetical protein

Glycosyl transferase

Hypothetical protein

Chromate transporter

ATPase-like protein
Alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase [UDP-forming]
Elongation factor G 1

High-affinity nickel-transporter

Outer membrane protein (Porin)

Homogentisate 1,2-dioxygenase

Major facilitator superfamily MFS 1

Hypothetical protein

Monooxygenase FAD-binding

Membrane protein

Uncharacterized protein
Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase
Prevent-host-death family protein

PilT protein domain protein

3-oxoadipate CoA-transferase

General substrate transporter:Major facilitator superfamily
Muconolactone delta-isomerase

Catechol 1,2-dioxygenase

Muconate cycloisomerase

Anthranilate 1,2-dioxygenase large subunit
Anthranilate 1,2-dioxygenase small subunit

Sugar transferase

Capsular exopolysaccharide family

Glycosyl transferase, family 2
Glycosyltransferase-like protein
Glycosyltransferase

Acyltransferase 3

UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase

FAD dependent oxidoreductase
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211
211
281
231
321
281
211
331
201
251
291
721
221
201
8.8 1
291
6.01
631
211
6.8 1
471
6.4 1
501
261
251
271
451
7.6 1
561
7.6 1
501
2.81
461
291
291
3.01
3.21
16.2 1



BCAM1173 Gaba permease (4-amino butyrate transport carrier) 621
BCAM1176 DMSO reductase anchor subunit (DmsC) 351
BCAM1180 Predicted permease 391
BCAM1185 Hypothetical protein 2271
BCAMLLSE Putative NADP-dependent glyceraldehyde-3-phosphate 501
dehydrogenase
BCAM1416 Lysine exporter protein 331
BCAM1417 Sensor protein copS 221
BCAM1418 Two component heavy metal response transcriptional regulator 2.01
BCAM1421 Cation/multidrug efflux pump 551
BCAM1869 Hypothetical protein 241
BCAM2043 J 0 | Hypothetical protein 3.17
BCAM2046 Type Il1 secretion protein SctT 241
BCAM2049 BescL, type 111 secretion apparatus protein 397
BCAM2050 BcescK, Putative uncharacterized protein 567
BCAM2051 Type |11 secretion apparatus lipoprotein 371
BCAM2053 Hypothetical protein 471
BCAM2055 Type 111 secretion outer membrane pore 341
BCAM2073 Hypothetical protein 251
BCAM2165 Beta-lactamase 2371
BCAM2503 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 3.81
BCAS0251 Hypothetical protein 341
BCAS0637 60 kDa chaperonin 2 2.71
BCAS0638 10 kDa chaperonin 3 231
1G2_943874 UDP-glucose dehydrogenase 421

Priloha ¢. 3a. Seznam gent se zménénou expresi pii porovnani izolatu z krve a izolatu ze sputa (kultivovanych ve
vSech podminkach) pouze od pacienta A (analyza iv, Tabulka ¢. 3). Anotace genu ponechana v anglickém jazyce.

Pievzato a upraveno z publikace .
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Piiloha ¢. 3b: Seznam genii se zménénou expresi pii porovnani izolatu

Z krve a izolatu ze sputa od pacienta B

Zména

Nazev genu Anotace nebo putativni funkce genu ]

Vv expresi
AU1054 G2878 | GntR, transcriptional regulatory protein 2.8
BCALO0009 Putative pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase 331
BCALO0010 Phenylalanine-4-hydroxylase 149 |
BCALO0011 AsnC family transcriptional regulator 2.6
BCALO0145 Adenosylhomocysteinase 23]
BCALO0147 Methylenetetrahydrofolate reductase 2.8
BCALO0560 Peptidase M24 2.7
BCAL0650 Indolepyruvate ferredoxin oxidoreductase 43 ]
BCAL1227 LysR family Transcriptional regulator 251
BCAL1252 General substrate transporter 2.2
BCAL1391 Cellulose synthase operon protein C 3.51
BCAL1395 Cellulose synthase (UDP-forming) 64|
BCAL1396 Cellulose synthase operon protein YhjuU 3.1
BCAL1677 Type 1 fimbrial protein 6.34 |
BCAL1723 Precorrin-3 methyltransferase 2.2
BCAL1726 Cobalamin biosynthesis protein CobG 24 ]
BCAL2123 AIG2 family protein 3.0
BCAL2274 Putative exported protein 2.2
BCAL2791 Kynureninase 23]
BCAL2792 Tryptophan 2,3-dioxygenase 24 ]
BCAL3008 Outer membrane protein (Porin) 4.1
BCAL3207 N/A 2.6 |
BCAL3282 Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase 2.6 ]
BCAL3283 Prevent-host-death family protein 291
BCAL3284 PilT protein domain protein 251
BCAL3297 Ferritin-like protein 2.1
BCAL3357 ABC-type arginine transport system 2.7
BCAL3358 Glutamate/aspartate ABC transporter 2.5
BCAMO0079 Fumarylacetoacetate hydrolase family protein 13.3 ]
BCAMO0080 AMP-dependent synthetase and ligase 751
BCAMO0081 Outer membrane protein W 4.8 ]
BCAMO0279 Hypothetical protein 23]
BCAMO0414 Hypothetic protein 29
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BCAMO0798 AraC family transcriptional regulator 23]
BCAMO0835 AraC family regulatory protein 85
BCAM1124 Putative ABC transporter systém permease 22
BCAM1217 Alkyl hydroperoxide reductase 2]
BCAM1290 RpiR family transcriptional regulator 43 ]
BCAM1291 L-asparaginase 29
BCAM1293 ABC transporter substrate-binding protein 2]
BCAM1294 ABC transporter permease protein 2.5
BCAM1297 family M55 metallopeptidase 2.8
BCAM1486 GntR, transcriptional regulator 2.5
BCAM1522 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 23]
BCAM1768 Transcriptional regulators 32
BCAM2276 FAD dependent oxidoreductase 2.2
BCAM2329 Transcriptional regulator 2.8
BCAM2356 Hypothetical protein 3.1
BCAM2357 Alpha/beta hydrolase 6.1]
BCAM2484 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine 139
methyltransferase
BCAM2486 Hypothetical protein 2.1]
BCAM2487 Hypothetical protein 2.8
BCAM2503 Putative amino acid dioxygenase 771
BCAM2602 Major facilitator superfamily protein 331
BCAM2634a Putative chloramphenicol resistance-related protein 24|
BCAM2771 Dihydrodipicolinate synthase 2.8
BCAS0310 Flp pilus assembly protein ATPase 3.1
BCAS0381 Succinate-semialdehyde dehydrogenase 29 ]
BCAS0382 AsnC family regulatory protein 39
BCAS0396 Putative dehydrogenase 32
BCAS0399 Citrate-proton symporter 2.2
BCAS0407 Hypothetical protein 2.6 ]
BCAS0501 Hypothetical protein 2.2
BCAS0502 Multimeric flavodoxin WrbA 3.5
IG1_1891301 | ChID component of cobalt chelatase involved in B12 biosynthesis 351
1G2_1423308 | Glutathione ABC transporter 2.8
AU1054_G4822 | Rhs element Vgr protein 20.2 1
AU1054 G4915 | LysR family transcriptional regulator 21
BCALO0269 Putative sulfite oxidase subunit YedY 21
BCALO0270 Sulfoxide reductase oxidase subunit YedZ 21
BCAL1333 Acyl-CoA dehydrogenase 21
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BCAL1334 Putative dehydrogenase 2671
BCAL1946 Hypothetical protein 571
BCAL1947 RNA polymerase sigma factor 411
BCAL2794 Putative ketopantoate reductase 2.871
BCAL2795 Aldehyde dehydrogenase family protein 3.61
BCAL3006 Cold schock-like protein 2.81
BCAL3150 Hypothetical protein 331
BCAL3152 RNA polymerase sigma factor 2.6 1
BCAL3487 Carboxymuconolactone decarboxylase family protein 221
BCAMO0184 Photopexin A 2.81
BCAMO0783 Major facilitator superfamily protein 451
BCAMO0784 LysR family transcriptional regulator 3.87
BCAMO0856_J 0 | Sugar transferase 2.6 1
BCAMO856_J 1 Sugar transferase., Undecaprenyl-phosphate glucose 491
phosphotransferase

BCAMO0858 bceE, stative polysacharide biosynthesis/export lipoprotein 221
BCAMO0859 bceF, Tyrosine-protein kinase 2.871
BCAMO0860 bceG, Glycosyltransferase 481
BCAMO0861 bceH, Glycosyltransferase 331
BCAMO0863 bced, Glycosyltransferase 321
BCAMO0864 bceK, Glycosyltransferase 221
BCAMO0957 Pepstatin-insensitivecarboxyl proteinase 221
BCAM1004 GDP-mannose 4,6-dehydratase 291
BCAM1005 Acyltransferase 341
BCAM1008 Glycosyltransferase 321
BCAM1010 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase 3.71
BCAM1113 Putrescine transporter 231
BCAM1303 LysR family transcriptional regulator 2.171
BCAM1870 cepl, N-acylhomoserine laktone synthese Cepl 451
BCAM1871 Hypothetical protein 521
BCAM1960 Calcineurin-like phosphoesterase 771
BCAM1961 Copper binding protein 851
BCAM1962A | Hypothetical protein 571
BCAM2041 BescR, type 11 secretion system protein 561
BCAM2042 Type 111 secretion system protein 531
BCAM2044 Asparagine synthetase 3.21
BCAM2046 Type Il secretion system protein 2.81
BCAM2048 Type Il secretion system protein 6.6 1
BCAM2049 BcesclL, type 111 secretion apparatus protein 6.11
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BCAM2050 BescK, Putative uncharacterized protein 9.6 1
BCAM2051 Type 111 secretion apparatus lipoprotein 391
BCAM2052 Hypothetical protein 3.81
BCAM2053 Hypothetical protein 10.1 17
BCAM2055 Type Il secretion outer membrane pore 4.81
BCAM2165 Beta-lactamase 3.11
BCAM2400a Hypothetical protein 531
BCAM2400b Hypothetical protein 6.4 1
BCAM2436 VaniI.Iate monooxygenase., Rieske (2Fe-2S) domain-containing 281
protein

BCAM2672 Hypothetical protein 321
BCAM2673 Putative lipoprotein 3.87
BCAM2729 MerR family regulator protein 221
BCAM2749 Carboxymuconolactone decarbxylase family protein 2.71
BCAM2750 Hypothetical protein 271
BCAM2752 NAD-dependent epimerase/dehydratase 257
BCAM2753 OsmC family protein 2471
BCAM2754 Putative ketoreductase 2,171
BCAM2775 Putative dioxygenase 2,171
BCAS0156 Beta-lactamase class C 537
1G2_943874 UDP-glucose dehydrogenase 451

Piiloha €. 3b. Seznam genl se zménénou expresi pii porovnani izolatu z krve a izolatu ze sputa (kultivovanych ve

vSech podminkach) pouze od pacienta B (analyza iv, Tabulka ¢. 3). Anotace byla ponechana v anglickém jazyce.
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Priloha ¢. 4: Vysledky kvantitativniho PCR pifi porovnavani exprese

vybranych genii po izolaci RNA pifimo z klinického materidlu od

pacienta P
Pacient P Mzi‘cnr;ay’;;ay
CS sputum CS sputum CS sputum A3+B8
Porovnani X X X X

3 mésice pred CS | 8 mésici pred CS | 10 mésicii pred CS A2+B7
BCAMO079 12,9x = = 113,3%°
BCAMO081 15,7x 17.,8x = 14,8x
BCAMO0784 17.2x = = 13,8 x°

BCAMO0860 119,7x 136,8x 119,7x 76x°

BCAMO0863 14,6x 14,6x = 13x°
BCAM1870 116,6x 15,6x 12x 13,9x°
BCAM1871 111,71x = = 14,5x°
BCAM2048 148,5x 150,2x 112,13x 14,9x°
BCAM2050 145,3x 145,3x 124,3x 17,3x°
BCAM2329 14x = = 12,9x°
BCAM2685 = = = 15,3x%

BCAL3283 14,9x = = 14x°
G4822 - = = 120,2x"

Priloha €. 4. Vysledky kvantitativniho PCR pfi porovnavani transkriptomu po izolaci RNA pfimo z klinického
materialu od jednoho pacienta (sputum). Sipka nahoru znazoriiuje zvysenou expresi genu u krevniho izolatu, Sipka

¢

dolti znédzorfiuje snizenou expresi u krevniho izolatu. Znak ,=" vyjadiuje stejnou expresi daného genu
porovnavanych izolatt. Geny pro T3SS jsou zvyraznény.

4 Exprese zménéna pouze pii porovnani izoldtu A3 vesrsus A2

b Exprese zménéna pouze pii porovnani izolatu B8 vesrsus B7

° Exprese zmé&néna v obou piipadech porovnani (A3 vesrsus A2, B8 vesrsus B7)
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Piiloha €. 5a: Seznam ST32 izolati od pacientd s CF, kteti doposud

neprod¢lali cepacia syndrom

(s vyjimkou pacienta P, ktery v priabéhu experimentu podlehl cepacia syndromu)

Pacient 1 2 3 4 5 6 7 8
I 4/2002 | 11/2004 | 9/2008 | 11/2009 | 1/2014 | 3/2015
477 2344 5918 7084 12729 | 14841
] 10/2008 | 3/2010 | 4/2011 | 4/2013 | 5/2014 | 1/2015 | 6/2015 | 8/2015
5974 7412 8735 11576 | 113346 | 14507 | 15252 | 15560
K 9/2007 | 8/2011 | 8/2013 | 6/2014 | 1/2015 | 5/2015 | 6/2015
4954 9143 12019 | 13351 | 14403 | 15248 | 15366
L 9/2005 | 9/2010 | 11/2011 | 5/2013 | 10/2014 | 3/2015 | 8/2015
3088 7902 9499 11624 | 14025 | 14842 | 15564
M 2/2005 | 10/2006 | 3/2008 | 2/2010 | 6/2012 | 11/2014 | 5/2015 | 8/2015
2590 4095 5480 7355 10283 | 14205 | 15283 | 15557
N 2/2006 | 2/2008 | 1/2010 | 3/2011 | 11/2011 | 7/2014 | 12/2014
3439 5338 7271 8613 9479 13539 | 14356
o 4/2005 | 8/2007 | 11/2009 | 1/2011 | 3/2012 | 10/2013
2693 4887 7014 8326 10019 | 12291
p 1/2004 | 3/2005 | 5/2007 | 2/2010 | 8/2013 | 7/2014 | 12/2014
1603 3413 5420 9268 11993 | 13539 | 14356
1/2004 | 2/2006 | 3/2008 | 9/2011 | 8/2013 | 5/2014
Q 1620 2644 4689 7336 11994 | 113263
R 4/2010 | 9/2011 | 7/2013 | 7/2014 | 5/2015
7532 9270 11880 | 13502 | 15115
S 2/2010 | 8/2011 | 1/2013 | 5/2014 | 3/2015 | 4/2015
7356 9117 11110 | 13345 | 14790 | 14983
T 11/2006 | 5/2007 | 10/2009 | 10/2011 | 3/2012 | 7/2014 | 1/2015 | 8/2015
4112 6915 8099 9400 10018 | 13538 | 14458 | 15563
U 5/2007 | 2/2008 | 1/2010 | 11/2011 | 1/2012
4685 5332 7240 9593 14844
vV 3/2008 | 10/2010 | 12/2011 | 3/2013 | 10/2014 | 5/2015
5451 8076 9588 11332 | 13989 | 15181
W 2/2008 | 11/2009 | 1/2011 | 6/2012 | 2/2014
5334 7061 8310 10318 | 12842
X 4/2009 | 7/2010 | 9/2011 | 1/2012 | 11/2013 | 10/2014 | 1/2015 | 8/2015
6444 7778 9271 9694 12493 | 14111 | 14548 | 15559
Yy 10/2007 | 12/2009 | 9/2011 | 7/2013 | 2/2014 | 10/2014 | 1/2015 | 8/2015
5060 7141 9272 11877 | 12771 | 14112 | 14551 | 15562

Ptiloha €. 5a. Seznam ST3 izolath od pacientl s CF, ktefi neprodé€lali cepacia syndrom, pouzitych pfi kontrolnim
méfeni schopnosti motility. U kazdého izolatu je vyznacen datum odbéru a jeho ID. Pacient P byl nakonec
z kontrolni skupiny vyfazen, jelikoz podlehl cepacia syndromu. Bylo u né&j provedeno sledovani genové exprese
vybranych gent po extrakci RNA ptimo ze sputa (viz kapitola 3.2.6.) a graf zobrazujici hodnoty z méfeni schopnosti

motility je také zobrazen v kapitole 3.2.6.
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Piiloha ¢. 5b: Vysledky méfeni schopnosti motility izolatt od pacient,

ktefi neprodélali cepacia syndrom
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Piiloha ¢&. 5b. Piehled schopnosti motility u izolati od pacientii I — J, ktefi neprodélali cepacia syndrom. Sedé Sipka
u pacienti L, U, W a Y znazoriiuje pokles motility, ktery by mohl byt varovnym signalem pro mozny blizici se

vznik cepacia syndromu.
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Publikace ¢. 1

Gene Expression Profiling of Burkholderia cenocepacia at the Time of Cepacia Syndrome:
Loss of Motility as a Marker of Poor Prognosis?

Kalferstova L, Kolar M, Fila L, Vavrova J, Drevinek P. J Clin Microbiol. 2015 May;53(5):1515-
22.

Cil publikované prace:

Porovnat expresni profily izolati bakterii Burkholderia cenocepacia ST32 ziskanych ze sputa s
izolaty ziskanymi z krve od pacientll s CF, ktefi podlehli cepacia syndromu. Cilem porovnani
bylo odhalit ty geny, které by mohly mit spojeni S cepacia syndromem. Béhem této prace se nam
podatilo odhalit nékolik takovych genti. Vybrané geny byly nasledné podrobeny testovani na
SirSim panelu izolath ziskanych od vice pacientli kvantitativnim PCR, nebo jednoduchym

funkénim testem pro sledovani schopnosti motility.
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Publikace €. 2

How and why to monitor Pseudomonas aeruginosa infections in the long term at a cystic
fibrosis centre.

Kalferstova L, Vilimovska Dedeckova K, Antuskova M, Melter O, Drevinek P. J Hosp Infect.
2016 Jan;92(1):54-60. doi: 10.1016/j.jhin.2015.09.010. Epub 2015 Oct 8.

Cil publikované prace:

Zmapovat a zhodnotit epidemiologickou situaci u bakterii Pseudomonas aeruginosa v Centru
cystické fibrozy ve Fakultni nemocnici v Motole v obdobi 2005 az 2013. Vytvofit nejrychlejsi a
finan¢né nejvyhodnéjsi postup pro sledovani epidemiologické situace P. aeruginosa u pacientl

s CF.
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