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Anotace

Bakterialni rod Bartonella zahrnuje malé, gramnegativni tyCinkovité bakterie,
které jsou puvodci novych tzv. ,,emerging* infekci jako je cat scratch disease (CSD),
ktera se projevuje typickou regiondlni lymfadenitidou. Dalsi tzv. ,,emerging® infekci je
bacilarni angiomatoza projevujici se bolestivymi koznimi a podkoznimi uzliky.
Bartonely také dale zpisobuji nemoci z heterogenni symptomatologii , Z nichz byla
onemocnéni zvana zdkopova horecka nebo jihoamerickd bartoneloza nejlépe
zdokumentovany.

Povédomi o bartonelovych infekcich je v CR mezi praktickymi 1ékaii velmi omezené a
proto vétsina piipadii neni diagnostikovana.

Cilem mé prace bylo zhodnotit genotypové metody pro detekci dvou druht bartonel ( B.
henselae a B. quintana) u kterych se domnivam, ze jsou puvodci zavaznych infekci
v Ceské Republice, vEetné kultivaéné negativnich endokarditid.

Prehled literatury zabyvajici se bartonelami a souvisejicimi infekcemi byl
predpokladem bakalarské prace a je uveden v referenénim seznamu.

Kmeny rodu Bartonella byly identifikovany pomoci fenotypovych a genotypovych

metod, a také byla testovana jejich citlivost na antibiotika.
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Annotation

Bacterial genus Bartonella includes small, gram-negative rod-shaped bacteria
that are the agents of the new so called ,,emerging® infections such as cat scratch
disease, which is manifested typical as regional lymphadenitis. Another so called
~emerging* infections, bacillary angiomatosis presenting painful skin and subcutaneous
nodules. Bartonellae also cause infections with heterogenic symptomatology from
which a disease called trench fever or South American bartonelosis were best
documented.

Awareness including bartonella infections among practiotioners is usually limited,
therefore, majority of the cases are not diagnosed.

Goal of my study was to evaluate genotypic methods for detection of two Bartonella
species (B. henselae and B. quintana ) which | suspect are agents of serious infections in
the Czech Republic including also culture negative endocarditis.

Review of literature dealt with bartonellae and corresponding infections was
prerequisite of the bachelor thesis and are indicated in the references.

Strains of Bartonella genus were identified using phenotypic and genotypic approach

and also their sensitivity to antibiotics were tested.
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SEZNAM ZKRATEK

ATB - antibiotika

BA — bacilarni angiomat6za

BadA — Bartonella adhesin A

Beps — bacterial effector proteins

CSD - cat scratch disease

CNS — centralni nervovy systém

dNTP — deoxyribonukleotidtrifosfat

EIA — enzyme immnuno assay

ELFO — elektroforéza

ELISA — enzyme-linked immuno sorbent assay

ERIC - PCR - enterobacterial repetitive intergenic consesus PCR
HIV — Human Inmunodeficiency Virus

IFA — immnunofluorescent assay

ITS — intergenic spacer

MALDI-TOF — Matrix-assisted laser desorption/ionization Time of Flight
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

PCR — polymerase chain reaction

PFGE — Pulsed Field Gel Electrophoresis

RAPD - Random amplified polymorphic DNA

REP — PCR - repetitive extragenic palindromic PCR
RFLP — restriction fragment lenght polymorfism

RL — Respiratory Specimen Lysis Reagent

RN — Respiratory Specimen Neutralization Reagent
rRNA — ribozomalni RNA

TAAs — trimeric autotransporter adhesins

TASS — Type IV secretion system

Vomps - variably expressed outer-membrane proteins
WS — Warthin-Starry
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UvoD

Bartonely jsou ptvodci infekci s pestrou klinickou symptomalogii, vcetné
zavaznych, jako je napt. endokarditida. Pfimy prikaz bartonel se dosud v Ceské
Republice neprovadi, a proto jsem si zavedeni mikrobiologické diagnostiky bartonel
vybrala jako téma své bakalaiské prace. Spravna diagnostika téchto infekci je
predpokladem cilené antibiotické 1éCby pacientt.

Do rodu Bartonella dnes patii vice nez 20 druhi bakterii. Jsou to malé
gramnegativni ty¢inkovité bakterie, které zptisobuji nové tzv. emerging infekce, jako je
cat scratch disease (CSD), projevujici se typickou regionalni lymfadenitidou, dale
bacilarni angiomatozu (BA), jejimiz typickymi symptomy jsou kozni a podkozni uzliky
(noduly). Dale také vyvolavaji nemoc zvanou zakopova hore¢ka nebo jihoamericka
bartonel6za. Bartonelové infekce jsou nejéastéji prokazany u lidi s infekci virem HIV, u
lidi se snizenym hygienickym standartem (zejména bezdomovci) nebo u pacientl s
imunosupresivni terapii. Teoreticka ¢ast prace se zabyva reSersi literatury. V praktické
¢asti byly provedeny a vyhodnoceny diagnostické metody, véetné metod molekularnich,
vhodnych pro jejich pfimou diagnostiku v klinickém materidlu nebo identifikaci
bakteridlnich izolatd. Vektory infekce jsou nejCastéji ektoparazité - blecha kocici
(Ctenocephalides felis) pro Bartonella henselae a ve§ $atni (Pediculus capitis) pro

Bartonella quintana.
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1 Bartonelové infekce

1.1 B. bacilliformis — prvni puvodce bartonelovych infekci

,V roce 1870 vznikla v Peru velka epidemie pii budovani Zeleznice z Limy do
meésta Oroya. V r. 1885 zemfel student mediciny Daniel Carrién na horecku Oroya,
kdyz si aplikoval krev z koznich 1ézi verruga peruana, aby potvrdil stejny piivod obou
nemoci. V roce 1909 byly objeveny mikroorganismy adherujici k erytrocytim, které
byly zkoumany doktorem A. L. Bartonem a v roce 1913 byl pro né¢ navrzen novy rod
Bartonella“ [1]. Dlouho byla znama pouze Bartonella bacilliformis, ktera zptsobuje jiz
zminéné onemocnéni Oroya fever. Je to pleomorfni, katalaza-pozitivni, gramnegativni
ty¢inka opatfend polarné lokalizovanymi flagelami. Pivodné byla zatazena do rodu
Rochalimaea. Jedinym znamym rezervoarem tohoto pivodce je Cloveék a vektorem
pfenosu komarek rodu Lutzomyia [1].

Onemocnéni ma dvé formy, respektive dvé faze. Horecka Oroya je akutni
onemocnéni  zacinajici vyraznymi chfipkovitymi pfiznaky (vysokd horecka,
nechutenstvi, poceni, zimnice atd.) Sanorexii, téZkymi myalgiemi, artralgiemi a
bolestmi hlavy. Poté se ptridavaji bolesti bficha, zvraceni, nékdy ikterus, mnohocetna
lymfadenopatie, petechie, ekchymoézy az sufuze, trombocytopenie, meningoencefalitida
S delirantnimi stavy a kieCemi, dyspnoe a projevy organové ischémie, ktera souvisi
srychle se horSici anémii se zkrdcenou Zzivotnosti erytrocyti napadenych
B.bacilliformis. Letalita této prvni faze Carridonovy choroby se pohybuje od 10% do
40%. U nemocnych, ktefi nejsou pod antibiotickou 1écbou, se po nékolika tydnech az
meésicich, Vjejichz prub&hu pretrvava asymptomaticka bakteriemie, objevuje faze
eruptivni, zvana verruga peruana, kterou zobrazuje Obrdzek ¢ 1. Pii ni se na kuzi
objevuji miliarni skvrnky, které pfechazeji v papuly a posléze uzly ¢i hrboly. Z nich pak
vznikaji 1éze podobné hemangiomum. Histologie téchto 1ézi potvrzuje neovaskularni
proliferaci s obcasnym vyskytem bakterii v intersticiu. Tyto 1éze ¢asto krvaceji a maji
tendenci k tvorbé viedu. Nékdy se podobné utvary objevuji i na sliznicich a na vnitinich
organech, napf. na sliznici tradviciho Ustroji, coz se projevi hematemezou a melénou.

Tyto projevy trvaji nékolik mésicu [1, 2].

12
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Obrazek ¢ 1. Nodularni podkozni 1éze verruga peruana na rukach obyvatele
peruanskych And [2]

Z divodu endemického vyskytu vyhradné v horskych oblastech Peru, Ekvadoru a

Kolumbie, se nebudu B. bacilliformis v této praci dale zabyvat.

1.2 Historie ,modernich* bartonel

Historie tzv. ,,modernich“ bartonel, ke kterym dnes patéi 24 druhd a 3
poddruhy, jez jsou nejvyznamnéjsi z nich uvedeny v Tabulce & 1, zacina az v 80. letech
20. stoleti [2].

Patogenni | B. henselae, B. quintana

B. alsatica, B. koehlerae, B. clarridgeiae, B. elizabethae,
B. grahamii, B. rochalimae, B. tamiae, B. vinsonii subsp.
arupensis, B. vinsonii subsp. berkhoffii,

Podminéné
patogenni

B. australis, B. birtlesii, B. bovis, B. capreoli,

B. chomelii, B. doshiae, B. peromysci, B. phoceensis,
B. rattimassiliensis, B. schoenbuchensis, B. talpae,
B. taylorii, B. tribocorum, B. vinsonii subsp. vinsonii

Nepatogenni

Tabulka 1. Piehled druhti a poddruhti bakterii rodu Bartonella patogennich, podminéné

patogennich a nepatogennich pro ¢lovéka.

Nejstar$i znamé onemocnéni vyvolané bartonelami, je nemoc z kociciho
Skrabnuti (CSD — cat scratch disease), které jako prvni v roce 1931 klinicky rozpoznal
Debré a vroce 1950 tato pozorovani publikoval [3]. Nazory na puvodce CSD se v

priub&hu let ménily. Ze zacatku se za plivodce infekce pokladaly chlamydie a viry. Az v

13



Bakaldrska prace: Marie Novakovd, Mikrobiologicka diagnostika bartonel, 2.LF UK Praha

roce 1983 byla pouzita specialni metoda na stiibieni spirochét Warthin-Starry (Obrdzek
¢ 2) ve tkani lymfatickych uzlin u pacientdi s CSD [63]. Zjistilo, ze se jednd o
pleomorfni, gramnegativni tyC¢inku pomoci Gramova barveni. V roce 1988 byl izolovan
a kultivovan predpokladany piivodce z lymfatickych uzlin u 10 pacientt z 19 s CSD,
ktefi spliovaly tfi ze Ctyi klasickych kritérii CSD: 1. kontakt s kockou, s pfitomnosti
primarni kozni nebo ocni 1éze, 2. pozitivni kozni test, 3. regiondlni lymfadenopatie a 4.
charakteristické histologické zmény v lymfatickych uzlindich [15]. Pro tuto
gramnegativni bakterii byl zaveden termin "bacil nemoci z ko¢i¢iho Skrabnuti™ a byl
pojmenovan Afipia felis ackoliv v nasledujicich letech nebyl tento mikroorganismus od
pacientu s infekci jiz nikdy izolovan.

Etiologické agens tohoto onemocnéni vSak prokazal v roce 1990 amplifikaci
genu pro 16S rRNA Relman a kultivaéné v roce 1992 Welch a Regnery [4]. Slo rovnéz
o gramnegativni ty¢inkovitou bakterii ve tkani, barvitelnou WS, které gen pro 16S
rRNA byl nejvic podobny rodu Rochalimaea (Bartonella quintana). Rod Rochalimaea

byl v roce 1993 reklasifikovan do rodu Bartonella [61].

B

Obrdzek ¢& 2. Lymfaticka uzlina barvena metodou Warthin-Starry. Cerné zabarvena

mista jsou bakterie Bartonella bacillus [62]

14
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1.3 Patogeneze

1.3.1 Adheze k bunce

Adheze Kk hostitelskym bunkam piedstavuje prvni krok infek¢niho procesu a je
jednim z rozhodujicich prvkl patogenity B. henselae a B. quintana. Bartonely jsou
schopny vyvolat vaskularni proliferaci a intraerytrocytarni bakteriemii. Svou roli
v adhezi hraji autotransportni adheziny (TAAs — trimeric autotransporter adhesins),
jako je bartonelovy adhezin A ( BadA) u B. henselae a tzv. adhesin Vomps ( variably
expressed outer-membrane proteins ) u B. quintana. Tyto adheziny zprostiedkovavaji
kromé adheze rovnéZz navozeni naprogramovani hostitelské buniky. Tyto TAAs patii
k sekre¢nimu systému typu V (T5SS). Dalsi vyznam v adhezi maji tzv. Trw -
konjugacni systémy rodu Bartonella, které zprostfedkovavaji pro hostitele specifickou
pfilnavost k erytrocytim. DalSimi potencionalnimi adheziny jsou vldknité

hemaglutininy a n¢kolik proteint vnéj$i membrany [5].

1.3.2 Penetrace do bunky

Bartonely jsou ptenaSeny krev sajicimi ¢lenovci, které infikuji savéi hostitelské
buniky specifickym zplsobem (viz Obrdzek ¢ 3). Infekéni proces bartonel je
podporovan efektorovymi proteiny tzv. Beps (Bartonella effector proteins). Tyto
proteiny jsou injikovany do hostitelskych bun¢k pomoci sekre¢niho systému typu IV
(T4SS) VirB/D4. Bakterialni vazba na erytrocyty je zprosttedkovana Trw, dal§sim T4SS
systétmem. T4SS jsou aparaty souvisejici s bakteridlni konjugaci pouzivané pro DNA
pfenos mezi bakteriemi. Staly se faktory hostitelské adaptability poskytujici hostitel-
specifickou adhezi nebo premisténi bakterialnich efektorovych proteini (Beps) do
hostitelskych bunék. Bartonely kromé erytrocyti napadaji 1 jiné druhy bunék, napf.
endotelidlni bunky, monocyty, makrofdgy a dendritické buiiky. Vazbou bartonel na
hostitelskou buiiku se spousti bunééna absorpce. Zéasadni fazi v infekci jadernych bunék
je adheze na extracelularni matrix a plazmatickou membranu hostitelské buiiky.
Vyzkumy in vitro ukazaly, ze bartonely obsahuji velké mnozstvi faktord virulence,
které moduluji odpovéd napadenych bunck. Nésledné jsou bakterie vyplaveny do

krevniho fecisté, kde napadnou erytrocyty a vznikne tak typickéd intraerytrocytarni
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bakteriemie. Na rozdil od jadernych bun¢k, v erytrocytech nebyl prokdzan aktivni

membranovy transport. Bartonely mohou napadat rizn¢ staré erytrocyty [16, 19, 50].

Blood-sucking

Dermis

Obrdazek ¢ 3 Pienos vektorem (a), pomoci fagocytt (b) kolonizace primarni niky —
cévni endotel (c) perzistence a prunik do krve (d) vstupuji do erytrocyt (e,f) a
reinfikuji cévni endotel (modifikovano podle Jarma a Dehio, 2012).

1.4 Vyskyt, rozdéleni infekci a epidemiologie

Infekce zptisobené modernimi bartonelami se vyskytuji na v§ech svétadilech
s vyjimkou Antarktidy, a to jak v rozvojovych, tak vyspélych zemich (napt. USA,
Kanada, Francie, Austrélie, staty Evropské unie, Japonsko, Jizni Korea, Izrael, Novy
Zéland, ale i Afrika a nékteré staty Indie) [6, 7, 8].

Podle lokalizace patologickych projevi, mizeme bartonelové infekce rozd¢lit na
2 skupiny. Na extrakutanni infekce, kam patii lymfadenitidy jejimz nejéastjSim
zastupcem je nemoc z kocCiciho Skrabnuti, dale peliosis hepatis, meningitida nebo
endokarditidy. Druhou skupinou onemocnéni zpusobenych bartonelami jsou kozni
infekce, zejména jde o bacilarni angiomatozu [3].

Extrakutanni bartonelové infekce. Typickym pfedstavitelem extrakutannich
infekci jsou lymfadenitidy, jejimz nejCastéjSim projevem je onemocnéni z kociciho
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Skrabnuti. Pfi¢inou tohoto onemocnéni je poranéni od kocky, které jsou rezervoarem
B.henselae, kdy v misté rany vznikne zarudla papula nebo pustula, pozdéji dochazi ke
zvétSeni miznich uzlin, které pretrvava nckolik tydnti az mésic. NejCastéji jsou
postizeny axilarni uzliny a uzliny hlavy a krku. Zhruba 87% vSech pacientii jsou déti
mladsi 18 let vzhledem k jejich vielejSimu vztahu a CastéjSimu kontaktu s kockami a
kotaty. K dal§im extrakutdnnim bartonelovym infekcim patii hlavné postizeni jater
(peliosis hepatis) a endokarditidy. Postizen ale mize byt i jiny organ, napf. slezina
(peliosis splenis), lymfatické uzliny, sitnice, CNS a ledviny. VétSina pacienti ma
dlouhodobé az trvalé ptiznaky [18].

KozZni bartonelové infekce. K nejzavaznéjsim patii bacilarni angiomatoza (BA,
jinak také nazyvéana epiteloidni angiomatdza). Je to Castd infekce kiize a visceralnich
organtl, prokdzand zejména u imunokompromitovanych pacientti s HIV nebo u pacientli

S imunosupresivni terapii.

1.5 Symptomy a patologie onemocnéni

1.5.1 Symptomy a patologie extrakutannich infekci

V misté poranéni (Skrabnuti, pokousani) se vytvoii primarni kozni papula nebo
viidek pfiblizné 3 az 10 dnti od kontaktu se zvifetem (nejcastéji kocka), coz mize trvat
1-3 tydny, Vviz Obrdzek & 4. Piiblizné po 1-7 tydnech se v okoli afekce objevi regionalni
lymfadenopatie (nejpostizengjsi je hlava, krk a horni konéetiny). Typicky je postizena
jenom jedna uzlina, miZe byt postiZzeno i vice uzlin na jedné strané nebo na rliznych
mistech. U 10% pacienti muze vzniknout hnisava lymfadenitida. Lymfadenopatie
pretrvava 2-4 mésice, mlize vSak trvat i podstatné déle. Histopatologie uzlii odhaluje
smés nespecifické zanétlivé reakce, vcetné¢ granulomii a nekrézy. Komplikace této
infekce se muze projevit neékolik dni trvajici horeckou, malatnosti, unavou, bolestmi
hlavy, bolestmi v krku, vyrazkou, artropatiemi (artralgie nebo artritida) stfednich a
velkych kloubti, zdnétem Slach, neuralgii, osteomyelitidou, granulomatdzni hepatitidou,
atypickymi pneumoniemi a encefalopatii. Objevuje se i zanét sitnice, projevujici se
nahlou ztratou zrakové ostrosti. Z laboratornich parametri to muize byt mirna

leukocytéza s vysSimi neutrofily a zvySend sedimentace. Byly prokazany i dalsi
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komplikace, jako hepatosplenomegalie nebo kostni 1éze, které se mohou objevit u 5%
pacientl, zejména u déti. Méng Castou manifestaci onemocnéni je Parinaudiv syndrom,
projevujici  se  okuloglanduldrnim  syndromem, encefalopatii, syst¢émovym
onemocnénim, erythema nodosum (kozni léze), atypickymi pneumoniemi, nadorem
prsu a trombocytopenickou purpurou. Obvykle dochazi ke spontannimu uzdraveni
pacientt [2, 3, 9, 10].

K dal$im extrakutannim infekcim patéi peliosis hepatis, nebo také jinak bacilarni
pelidza, coz je vzacné onemocnéni, pii kterém se v jatrech tvofi krvi vyplnéné dutiny
[11]. Endokarditidy zpusobené bartonelami jsou potencionalné¢ letalni infekce,
vyznacujici se subakutnim vyvojem se zavaznymi lézemi a kalcifikacemi na srde¢nich
chlopnich. Bartonelové endokarditidy maji vysokou miru tmrtnosti. U 50% pacientt
specifické priznaky. U pacientii se mohou ale objevovat potize jako zvraceni, oteklé
bolestivé koncetiny, petechie, prijem. Co se tyCe vysetieni, maji pacienti diastolicky i
systolicky Selest. K priikazu toho, Ze se opravdu jedna o bartonelovou endokarditidu se
pacientovi provadi biopsie srde¢ni chlopné a nésledné se provadi DNA diagnostika
pomoci PCR, EIA na prikaz protilatek proti bartonelam a imunohistochemicky prukaz.
U nékterych pacientl byla bartonela prokazana v lymfatickych uzlindich pomoci PCR,
coz naznaCuje, ze endokarditida muZze rozvinout asymptomatickou CSD nebo
subklinickou chronickou lymfadenopatii. U bartonelovych endokarditid je v séru
detekovan vysoky titr protilatek proti bartonelam, proto je pro diagnostiku kultivaéné

negativnich endokarditid vhodné pouzit serologické testy [12, 17].

Obrazek ¢ 4 Na obrazku jsou primarni papuly, které se vytvoii po poranéni kockou
[2]
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1.5.2 Symptomy a patologie kozni bacilarni angiomatézy

Bacilarni angiomat6za (BA) je neovaskuldrni proliferace, kterd byla ptivodné
popsana u lidi infikovanych HIV. Typickymi projevy jsou kozni a podkozni uzliky,
které mohou byt i bolestivé. Na kiizi se mohou objevovat kulovité papuly barvy kiize,
nékdy az fialové barvy. Symptomaticky se projevuje horecka, bolest hlavy,
nechutenstvi. Histopatologie 1ézi prokdzala rozsahl¢ ulcerace a reaktivni proliferaci cév
podobnou tumoru a zanétlivy infiltrat. Nékdy je BA zaménovana s Kaposiho sarkomem
nebo jinymi cévnimi nadory diky podobnym klinickym a histologickym projevim [2, 3,
11, 13, 14].

Pfi bacilarni angiomatdze mohou byt poSkozeny ale 1 vnitini organy jako jatra,
slezina, kosti, mozek, plice, stfeva a délozni Cipek. Pfi¢inou BA je infekce zpiisobena B.
henselae i B. quintana, coz bylo prokazano pfimou kultivaci a PCR amplifikaci
specifickych sekvenci DNA z tkan¢ [2, 4].
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2 Rod Bartonella

2.1 Morfologie a fyziologické vlastnosti

Rod Bartonella se vyznacuje tim, Ze jsou to malé (0,2-0,6 x 0,5-1 um) [64],
intracelularni gramnegativni, oxidaza negativni, aerobni ty¢ky, které patii do
podskupiny a2 Alphaproteobacteria a fadu Rhizobiales. Rezervoary téchto
mikroorganismi jsou domaci nebo volné Zzijici savci. B. henselae a v mensi mite
B.quintana jsou schopny uréitého pohybu diky pfitomnosti pilust. Tyto pilusy se také
vyznacuji tim, ze hraji uréitou roli v bunééné adherenci [24]. U dvou druhu, B.

bacilliformis a B. clarridgeiae byly prokazany bi¢iky [15].

2.2 Rustové a kultivacni viastnosti

Bartonely nejlépe rostou na médiich s 5% obsahem krve (krali¢i, ov¢i, lidska,
konska) v ptitomnosti 5% CO;, i kdyZ rostou pomalu a v malych koloniich. Konska a
krali¢i krev je pro kultivaci mnohem vhodnégjsi nez ov¢i krev. Abychom mohli na
médiich bartonely detekovat, je potfeba nechat je inkubovat nejméné 7 dni. Pfi pouziti
agaru obohaceného krvi a prodlouZené inkubaci hrozi nebezpeci kontaminace, zejména
houbami. Proto muze byt vyhodné do kultivaéniho média pfidat amphotericin B.
Nejcastéji se pouziva tzv. Columbia agar s ptidavkem krve. Optimalni inkubaéni teploty
jsou 30°C pro B. bacilliformis a 37°C pro vSechny ostatni druhy. Kolonie mohou mit
rizné tvary a riznou velikost. VéEtSinou jsou nepravidelné, drsné, bélavé, vystouplé,
kvétakovitého nebo verukozniho tvaru. Mohou byt bud’ suché nebo vlhké konzistence.
Stupenn heterogenity bakterialnich kolonii zavisi na druhu. B. henselae se vyznacuje
obvykle vétsim podilem drsnych kolonii nez B. quintana, ktera je obvykle v dalsich
izolacich rovnomérné hladka [24]. VSechny druhy jsou nefermentujici [15]. B. henselae
muze rust in vitro ve tkanovych kulturach, jako jsou endotelialni buiikky a HeLa bunky
[25, 26, 27]. Nicméné endotelialni bunécné kultury jsou povazovany za nejuéinnéjsi pro
rast bartonel. B. quintana byla poprvé izolovana ze vzorku od pacienta s BA pomoci

kultivace kozni biopsie na linii endotelialnich bovinnich bun¢k [25].
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2.3 Diagnostika infekci

2.3.1 Fenotypova a genotypova identifikace a typizace

2.3.1.1 Fenotypova identifikace

V soucasné dobé neni fenotypova identifikace bartonel piili§ specificka. Rod
Bartonella je velmi obtizné kultivovat ze vzorkl pacientli a vétSina pokustu o izolaci

téchto organismu tudiz neptinasi vhodné vysledky.

23.1.1.1 Hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF)

Jednou z moznych fenotypovych identifikaci bartonel je dnes metoda
hmotnostni spektrometriec (MALDI-TOF MS). Je to metoda fyzikalni, kterou fadime
mezi spektrometrické metody. Obecné principem hmotnostni spektrometrie je rozdéleni
nabitych c¢astic podle jejich molekulovych hmotnosti v elektrickém/magnetickém poli
[51]. Nazev zkratky pochazi z anglického Matrix-Assisted Laser Desorption lonization
analyzovat latky jen s nizkou molekulovou hmotnosti. Metoda MALDI patii mezi tzv.
,,mE&kké“ ionizaéni metody, coZ znamena, Zze energeticky piebytek dodany molekule je
maly a proto i fragmentace primarné vzniklého iontu je mala. VVzorek, ktery je slozeny
z analytu (A) smichaného s nadbytkem matrice (M) je aplikovan na kovovou tzv.
MALDI desticku (Obrdzek & 5), a je ozafovan kratkymi pulsy laseru (ns). Paprsek
laseru ionizuje molekuly matrice. Molekuly vzorku jsou ionizovany pifenosem protonu
z matrice. Dojde ke vzniku neutralnich, kladné nabitych i zapornych iontl a jejich proud
je poté usmérnén do analyzatoru doby letu (Time Of Flight-TOF). Jeho princip je
zalozen na méfeni Casu, ktery potiebuje ion k piekonani vzdalenosti mezi iontovym
zdrojem a detektorem, tzv. doby letu, t. Cas je pak pfepoéten na hmotnost. Iontiim je po
ionizaci udé€lena stejnéd kinetickd energie; soucasné vstupuji do analyzatoru a méii se

jejich ¢as dopadu na detektor [52].
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Obrdzek & 5 MALDI desti¢ka na nanaseni vzorkl (M. Novakova, Ustav 1ékaiské
mikrobiologie v Motole)

Reflector
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Detector

Grid /1
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Obrazek ¢. 6. Schéma MALDI-TOF MS. V prvni ¢asti obrazku vidime desticku se

vzorkem a matrici na kterou ptisobi pulsy laseru. Poté vznikaji ionty, které prochazeji
pres elektricky nabitou sitku do detektoru TOF. Nakonec je zobrazeno hmotnostni

spektrum testovaného mikroorganismu, které je pak srovndno s databazi znamych

spekter [70]

2.3.1.1.2 Testovani citlivosti na antibiotika

Testovani a nasledné vysledky citlivosti na antibiotika u bartonel jsou dulezitymi
piedpoklady cilené 1é¢by konkrétniho pacienta. Podobné jak je tomu u ostatnich
bakterii, vSak metody k testovani nejsou standardizované. Divodem je zejména jejich
pomaly rist a nemoznost tak vyhodnotit standartné inhibi¢ni zony. Ve studii Maurina a

kol. bylo zjisténo ze, B. henselae i B. quintana vykazovaly podobné antibiotické
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citlivosti. Kmeny byly velmi citlivé na vétSinu antibiotik ze skupiny beta-laktami, kam
patii peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobaktamy a penemy, dale na
aminoglykosidy, makrolidy, doxycyklin a rifampin. Stanoveni citlivosti se provadi na
Columbia krevnim agaru nebo na cokoladovém agaru. Kultivace by méla byt 5-7 dni. Je
dilezité zminit, Ze je velmi obtizné posoudit klinickou ucinnost antibiotik, protoze
obsahlejsi studie, kterd by hodnotila 1é¢ené a nelécené pacienty dosud nebyla provedena
[57, 58]. Ve studii Pendlea a kol. byla citlivost bartonel testovana E-testy pro
vankomycin, propenem, erytromycin, klindamycin, tetracyklin, gentamycin,
azitromycin, ciprofloxacin a rifampicin. Jako kultivaéni médium byl pouzit ¢okoladovy
agar, na ktery byly aplikovany suspenze bakterii o dvou stupnich zakalu, a to 0,5
McFarlanda a 1 stupet McFarlanda. Teprve po 4 dnech byl viditelny rist, nejlépe se E-
test odecital po 7 dnech kultivace. Bylo zjisténo, ze vS§echny pouzité referenéni kmeny a

izolaty byly citlivé na vS§echna ATB, krom¢ vankomycinu a klindamycinu [59].

2.3.1.2 Genotypova identifikace

Nejcastéji vyuzivanou metodou je polymerazova fetézova reakce (PCR), ktera
slouzi ke zmnozeni specifickych usekit DNA. Vyuziva procesi denaturace, hybridizace
a syntézy DNA. Abychom mohli amplifikovat urcitou ¢ast genomu, potiebujeme
K tomu dva malé useky DNA, které jsou komplementarni K jejim koncovym oblastem.
Tyto malé useky se nazyvaji primery a jsou tvoreny vétSinou 20-25 nukleotidy. V PCR
reakci je dulezité, aby cilové sekvence, s nimiz primery hybridizuji byly specifické jen
pro vySetfovanou oblast a nenachazely se na jinych mistech genomu. Dale potiebujeme
do reakce DNA-polymerazu a deoxyribinukleotidtrifosfaty (AINTP). Reakce probiha
V pfistroji zvaném cyckler, do kterého se vkladaji mikrozkumavky se smési vySetfované
DNA, primert, DNA-polymerazy a ANTP. Reakce probiha ve tfech zékladnich krocich,
které se 1isi hlavné pouzitou teplotou. V prvnim kroku dojde k denaturaci DNA
plusobenim zvysené teploty, kterd je 92-96°C. Druhym krokem je navdzani primerti na
cilové sekvence vySetfované DNA. Tento krok probiha pifi teploté 45-65°C. A
V poslednim kroku dochédzi k prodluZovani neboli elongaci nukleotidovych fetézch
pomoci DNA-polymerazy pii teploté¢ 72°C. VSechny tyto kroky predstavuji prvni cyklus
PCR, coz k amplifikaci vySetfované DNA nestaci a proto se obvykle provadi 20-40 na

sebe navazujicich cyklu [55].
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Gen pro 16S rRNA, 16S — 23S mezigenova oblast a gen pro citrat syntazu byli
fragmenty DNA, na nichz byly zahajeny studie zaméfené na rozvoj testi pro
diagnostiku bartonelovych infekci zalozenych na PCR. Geny na které se nejvice
diagnostika zaméfuje jsou gen pro citrat syntazu (gltA), protein tepelného Soku (groEL),
gen pro riboflavinovou syntazu (ribC), protein bunééného déleni (ftsZ) a antigen o
velikosti 17kDa [31, 32, 33, 34, 35]. Usek mezi genem pro 16S rRNA (ITS region —
intergenic spacer region), je uzite¢ny jako diagnosticky cil pro detekci, uréeni druhd ale
I pro genotypizaci bartonel [37, 38, 39]. V roce 1990, Relman a kol. byli prvnimi kdo
navrhli specifické PCR primery pro identifikaci bartonel zalozené na unikatnich
oblastech na genu pro 16S rRNA. Tyto primery byly pouzity k amplifikaci 280 bp
dlouhého fragmentu genu B. henselae z klinického materialu pacientd s BA. Primery
p24E a p12B byly poté uspésné pouzity v jinych studiich pro amplifikaci genu pro 16S
rRNA u jinych druht bartonel. Tyto primery nejsou nicméné rodové specifické a lze tak
s nimi amplifikovat fragmenty gent pro 16S rRNA i z jinych druhti bakterii podskupiny
a2 tadu Proteobacteria. Amplifikaci fragmentu o vhodné velikosti pomoci PCR nelze
povazovat za dikaz pfitomnosti bartonelové DNA, a PCR musi byt dale
charakterizovana, nejucinnéji sekvenovanim, hybridizaci nebo restrikéni analyzou.
Principem restrikéni analyzy je, Ze DNA o znamé velikosti se pomoci restrikéniho
enzymu (napf. Taql) specificky §tépi na fragmenty DNA o zndmé velikosti, ¢emuZz
fikame restrikéni profil. Amplifikace fragmenti genu pro citrat syntazu, spolecné s
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism — Polymorfismus délky restrikénich
fragmenttl), byla poprvé popsana pro detekci a identifikaci ricketsii a tento systém byl
pozdgji rozsifen na byvaly druh Rochalimaea, resp. Bartonella. Primery pouzité pti
amplifikaci nejsou specifické pro bartonely, ackoli RFLP z produkti amplifikace

umoznuji rozliSeni jednotlivych bartonel [36, 28, 29, 26, 30].
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2.3.1.3 Genotypova klonalni analyza (typizace)

Diky velké genetické rozmanitosti bartonel se pouziva molekularni metoda real-
time PCR. Molekularni metody musi byt pouzitelné pro ruzné druhy klinického
materialu jako je hmyz, krev nebo tkan [20]. Citlivost PCR je zavisla na cilovych
genech a na skupin¢ pacientii. Hlavni nevyhodou PCR je nutnost ziskat invazivni
B.henselae. Jsou dva B. henselae 16S rRNA genotypy, spojené s piipady cat scratch
disease. Genotyp I (odpovidajici sérotypu Houston — 1) a genotyp II (sérotyp
Marseille). Po objevu genotypu II, Drancourt a kol. naznacuji, ze tento genotyp miize
mit vliv na pfesnost serologickych testli. Sérotyp Marseille je dominantni u kocek ve
Spojenych Statech Americkych, v Evropé a Australii, Houston-1 sérotyp je Cast&jsi v
Asii. V nedavné studii byla pouzita metoda MLST (Multilocus Sequence Typing), kdy
byla DNA extrahovana pomoci QIAamp DNA Mini Kitu, a je zde znamo 9 genetickych
lokust (16S rRNA, [rrs], batR, gltA, groEL, ftsZ, nlpD, ribC, rpoB, and eno) Tyto
nukleotidové sekvence byly analyzovany pomoci DNASTAR Lasegene sofwaru 7
(DNASTAR, Madison, USA). Nové alely byly analyzovany re-sekvenovanim [21, 22,
23].

Makrorestrikéni analyza DNA pomoci pulzni elektroforézy (Pulsed-field gel
electrophoresis - PFGE) je vhodny zptsob pro intra- a interdruhovou identifikaci
bartonel. Jednd se o Sté€peni restrikénimi enzymy Smal a Eagl, které je prokdzano u
B.henselae, B. quintana, B. elizabethae a B. vinsonii [45, 46]. Metoda je pouzivana pro
separaci velkych molekul DNA s pouZzitim pulzniho elektrického pole. Nejdiive se vSak
Cistd kultura testovaného mikroorganismu smichd se specidlni agarézou (aby
nedochéazelo k defragmentaci velkych kusit DNA), ve které dale probiha lyza bunek,
jejich deproteinizace a $t€peni pomoci rare cutting restriktazy. Misto neustale béziciho
napéti V jednom smeéru, se pouziva napéti, které je pfepinano mezi ttemi riznymi smeéry.
Jeden smér prochdzi ve sttedové ose gelu a zbylé dva jsou v uhlu 60° na kazdé¢ stran€.
Vysledkem je néckolik fragmenii velikych az n€kolik stovek kb, kterému fikdme
restrikéni profil chromozomalni DNA. Metoda je zejména vhodnd na porovnani
klinickych kmeni izolovanych v kratkém ¢asovém obdobi.

Dalsi metodou patiici do DNA fingerprintingu jsou tzv. Rep-PCR kam patii
ERIC- a REP-PCR. Repetitivni PCR (Rep-PCR) jako tfeba ERIC (enterobacterial
repetitive intergenic consesus) -PCR a REP (repetitive extragenic palindromic) -PCR
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jsou uzitetné metody pro identifikaci bartonel na druhové urovni [47,48]. Dale se
pouziva tzv. RAPD (Random amplified polymorphic DNA), kde se pouziva kratky (10-
15 bp) libovolné zvoleny primer pro amplifikaci sekvence genomové DNA pod
podminkou nizké stringence. RFLP, tzv. polymorfismus délky restrikénich enzymu je
na PCR zalozena analyza restrikéni endonukleazou DNA fragmentu véetné oblasti mezi
geny pro 16S a 23S rRNA pro rozliSovani mezi bartonelovymi druhy a podtypy
B.henselae [49]. Traveni amplikonti pomoci Alul, Haelll., Taql, Hinfl a Msel umoziuje

druhovou diferenciaci mezi B. henselae, B. quintana, B. vinsonii a B. bacilliformis.

2.3.2 Serologie

Ptes vice nez 30 let, se diagndza CSD spoléhala na klinicka kriteria a koZzni test,
ale jednoduchost serologie je pfedc¢ila a je nyni prvnim krokem v diagnostice CSD.
Provadi se nepfima imunofluorescence (IFA) a ELISA na prikaz specifickych IgM a
IgG protilatek proti B. henselae v séru. Piestoze IFA je metoda pouzivana nejcastéji, je
nutné poznamenat, ze u vétSiny pacientil infikovanych HIV, obzvlasté u pacientl
nachylnych na infekce vyvolané B. henselae, se nevyskytuje vyznamna protilatkova
odpovéd’ proti infekci. Naproti tomu, bylo zjisténo, Ze specifické protilatky proti
B.henselae v séru pacientti s CSD tvoii az 88% ptipadi pfi pouziti metody IFA a 95%
pii pouziti ELISA metody. Odlisné vysledky titrd detekovanych protilatek mize
ovlivnit pouziti odlisSnych antigeni. Geneticka heterogenita B. henselae byla
zaznamenana v prub¢hu predbézné charakterizace druhi, a néasledné byly pozorovany
genotypové a fenotypové rozdily u B. henselae izolované z koci¢i krve. Drancourt a kol.
charakterizovali nové kmeny B. henselae z francouzskych pacienti s endokarditidou a
CSD, a kogek z Anglie a Svycarska, a zjistili mezi nimi vaznamné rozdily. Nazor na
specifitu  protilatkovych testd byl zpochybiiovan. Soucfasnd metoda nepiimé
imunofluorescence nerozliSuje protilatky proti B. henselae a proti B. quintana. Jsou
popsany zkiizené reaktivity mezi bartonelami a jinymi organismy, jako je Coxiella
burnetii a Chlamydie. Tyto zkiizené reaktivity byly potvrzeny pomoci imunoblotu.
Citlivost zktizen¢ reaktivnich antigeni k proteinaze K ukazuje jejich bilkovinnou
povahu. Zktizena reaktivita mezi bartonelami, chlamydiemi a C. burnetii je

diagnosticky velmi vyznamnd, protoze vSichni tito plivodci mohou zplsobovat
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endokarditidu. AvSak vzhledem ktomu, ze hladiny specifickych protilatek u
endokarditid vyvolanych bartonelou jsou extrémné vysoké, a u jinych antigenil jsou
velmi malé zktizené reakce, nemélo by to vést k chybné diagnéze [40, 41, 22, 42, 26, 4,
43, 44].

B. quintana. Enzymova imunoanalyza (EIA) a radioimunoprecipitace
srovnatelné prokazaly, ze co se tyce citlivosti jsou tyto dvé metody lepsi ve srovnani s
hemaglutinaci nebo metodou IFA. Dokézou totiz detekovat i mala mnozstvi protilatek
proti B. quintana u pacientt se zakopovou horeckou [24].

B. henselae. Vysledky imunofluorescenéniho testu a EIA pro identifikaci B.
henselae maji mezi sebou a koznim testem dobrou korelaci pii vySetfovani CSD.
Vzhledem k tomu, Ze neni k dispozici komeréni nebo standardizovany kozni test,
protoze nese jisté riziko ptenosu infekce (pfipravuje se z hnisu z lymfatickych uzlin), a
neni tak specificky a citlivy jako PCR a serologie, se nahrazuje serologickym

testovanim [24].
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3 CIL

Hlavnim cilem této bakalarské prace je zavést fenotypové a genotypové metody
pro diagnostiku bartonelovych infekci zpusobenych B. henselae a B. quintana a
zpracovani literarni reSerSe zabyvajici se timto rodem bakterii a problematikou s nim

spojenou.
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4 MATERIAL

4.1 Referenéni kmeny

Druh Sbirka

B. quintana CIP 103739

B. henselae Houston ATCC 498827

Tabulka ¢ 1 Referen¢ni kmeny rodu Bartonella
Vysvétlivky: CIP - The Collection of Institut Pasteur, Pafiz, Francie, ATCC - American
Type Culture Collection, Manassas, USA

4.2 Klinické izolaty a vzorek

Druh Cislo izolatu
B. henselae Cl
B. henselae C4
B. henselae C26
B. henselae c27
vzorek z biopsie paﬁ;ﬁf&gl"

Tabulka ¢ 2 Klinické izolaty B. henselae [66]. Oznaceni izolatt pismenem C je
ptfevzato ze studie MVDr. Ota Meltera,Ph.D. kde byly vySetfované vzorky takto
oznaceny. Pismeno C pro oznaceni vzorki je z anglického slova cat. Kmeny C1 a C26
byly kontaminované a ani po opakovanych izolacich a ovéfovani pomoci fenotypovych
a genotypovych metod se nam nepodafilo ziskat ¢istou kulturu a proto jsme kmeny
vyfadili z této studie.

Vzorek kozni biopsie z nodularni 1éze od pacientky (nar. 1970) po transplantaci
ledviny se suspektni bacilarni angiomatézou ve Fakultni nemocnici v Olomouci.
Pacientka méla v anamnéze asi 4 tydny trvajici tvorbu Zivé Cervenych nodulaci az
verukozit difuzné po téle. Byla nasazena antibiotickd 1é¢ba Amoksiklavem, po které
nastala regrese potiZi.
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4.3 Kultivaéni pudy

= Plotny s Columbia krevnim agarem (5% berani krve) — Oxoid, Basingstoke, UK
= Plotny s Columbia krevnim agarem s 5% berani krve — piipraveno na Ustavu
1ékarské mikrobiologie, do 10 cm Petriho misek rozplinovano po 30 ml

= Cokoladovy agar - Oxoid, Basingstoke, UK

4.4 Chemikalie a diagnostika

= Peroxid vodiku pro katalazovy test (3%) COOPHARMA s.r.0., CR
= ITEST Oxidéza — ITEST s.r.0., CR

4.5 Roztoky

45.1 Gramovo barveni

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

= Aceton — Ing. Petr Svec — PENTA, CR

= Karbolfuchsin, fedéni 1:10 — Test line, CR
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4.6 Material pro pulzni elektroforézu

4.6.1 Roztoky pro pulzni elektroforézu (PFGE)

Vsechny chemikalie na ptipravu pufrii a proteindzy K od Sigma, Némecko
= 1MTrispH 8,0

0,5M EDTA pH 8,0

= PIV: Tris + NaCl + DH,0

= EC roztok: Tris + NaCl

= ES: EDTA + N-Lauroyl-sarcosine + DH,0

= ESP: ES + Proteinasa K

= TE: Tris+ EDTA + DH,0

» Restrikéni enzym Smal (NEB, USA)

= Low melting point agarosa

4.6.2 Gel pro pulzni elektroforézu

= TBE pufr 50%, pH 8,3
= Agarosa— Serva, Germany
= Ethidium bromid — Sigma, USA

4.7 Material pro PCR

4.7.1 Chemikalie pro pripravu PCR

= Amplicor Respiratory Specimen Preparation kit pro izolaci DNA, Roche,
Némecko

» PPP master mix — TOP BIO s.r.o., CR

= PCRH,0-TOP BIOs.r.o., CR
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4.7.2 Primery

Pouzité primery byly vybrany na zéklad¢ informaci uvedenych v odbornych

publikacich.

Primer Gen Sekvence (Ig])

RpCS877p gltA 5'-GGG GGC CTG CTC ACG GCG G-3' 48

RpCS1258n gltA 5-ATT GCA AAA AGT ACA GTG AAC A-3 48
PBH-L1 ribC 5-GAT ATC GGT TGT GTT GAA GA-3' 55,5
PBH-R1 ribC 5'-AAT AAA AGG TAT AAA ACG GCT-3' 55,5
PBQ-R1 ribC 5-AAA GGG CGT GAATTT TG-3' 59,8
BH-F ftsZ 5-GCC GCAAAGTTCTTT TCATG-3 60,5
BH-R ftsZ 5-AGG TGAACGCGCTTG TATTTG-3' 60,5
BQ-F ftsZ 5-GTCTCAGACTTCTTT TCATC-3 55,5
BO-R fts7 5'-GAG CCC GCA TC; GTTGCATTT CCT- 555

Tabulka ¢ 3 Primery pouzité v PCR reakcich [53, 54].

4.8 Material pro pripravu elektroforézy

4.8.1 Agarézovy gel pro elektroforézu

= TBE pufr 50%, pH 8,3
= Agarosa— Serva, Germany
= Ethidium bromid — Sigma, USA

4.8.2 DNA marker

»  O’Gene Ruler™ DNA Ladder Mix - Fermentas, Litva
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bpng/0Suwo %

1% TepViion™ _E GQ Anrese #R0451)
I
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Obrazek & 7 Vzhled a velikost DNA markeru

4.9 Antibiotika

= E-test vankomycin (MIC 0,016-256ug/ml) — BIODISK, Sweden

= E-test imipenem (MIC 0,002-32ug/ml) — BIODISK, Sweden

= E-test minocyklin (MIC 0,016-256ug/ml) — BIODISK, Sweden

= E-test erytromycin (MIC 0,015-256ug/ml) — OXOID, UK

» Diskova difuzni citlivost ampicilin/sulbaktam (20 nug), kotrimoxazol (25 ng),
kolistin (10 ng), gentamicin (10 ug), netilmicin (10 ug), tobramycin (10 pug),
piperacilicin/tazobactam (36 pg), ceftazidim (10 pg), amikacin (30 pg),
ciprofloxacin (5 ug), ofloxacin (5 pg), cefepim (30 ug), cefoperazon/sulbaktam
(105 ng), imipenem (10 ug), meropenem (10 pg), tigecyklin (15 pg) (OXOID)

4.10 Pouzité pristroje

» Analytické vahy — AND, Japonsko

= Centrifuga — Mini spin plus, Eppendorf, Némecko

= Centrifuga — Multi-Spin MSC-6000, BIOSAN

= Vortex — MS2 Minishaker, IKA

= Termocyckler — Thermal Cycler GenePro, BIOER, USA

»  Mikrovlnna trouba — Whirlpool M504. Whirlpool Corp., USA

= Zdroj elektrického napéti pro ELFO — Consort E835, Dynex s.r.0., CR
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Systém pro dokumentaci a foceni geli — Kodak Gel Logic 120, Kodak, USA
Svételny mikroskop — model CX21FS1, OLYMPUS, Japonsko

Vodni lazen — BIOER, USA

Aparatura na PFGE — BIO-RAD, USA

Termostat CO, — SANYO, Japonsko
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5 METODY

5.1 Fenotypova identifikace

Piedbézna fenotypova identifikace do rodu Bartonella byla provedena pomoci
kultivace a morfologii kolonii, morfologii bakteridlnich bunék barvenych Gramem a
testovanim skriningovych biochemickych vlastnosti referencnich a klinickych kment

bartonel.

5.1.1 Kultivacni prakaz

Referenéni kmen B. henselae Houston ATCC 498827, B. quintana CIP 103739
a klinické izolaty B. henselae C1, C4, C26 a C27 byly naockovany sterilni kli¢kou na
plotny s Columbia krevnim agarem s 5% berani krve a na ¢okoladové agary dodané od
dodvatele, a po dobu 5 dnu byly plotny inkubovany v termostatu pii teploté¢ 37°C za
piitomnosti CO,. Poté byly vS§echny kmeny znova naockovany na Columbia agary s 5%
beranni krve, pfipravené na Ustavu lékai'ské mikrobiologie v Motole. Obsah kultiva¢ni
pudy v Petriho misce byl vétsi (30 ml), nez u komeréné dodavanych pud, ve kterych
nejsou Cerstvé erytrocyty potifebné pro kultivaci bartonel a dochazi k rychlému

vysychani pady.

5.1.2 Gramovo barveni

Grampozitivni bakterie maji sténu tvofenou proteoglykanem a polysacharidy,
kterymi prochézi kyselina teichoova. Pfi barveni se krystalova violet’ dostava do bunék
a tvoii s Lugolovym roztokem modrou komplexni barvu. Alkohol pak neni schopny
prostoupit sténou a rozpustit tento komplex. Dobarveni karbolfuchsinem dodé bakteriim
tmavé fialovou barvu.

Gramnegativni bakterie maji sténu tvofenou tenkou vrstvou proteoglykanu a
vrstvou lipopolysacharidu. Diky tenké vrstvé se pii odbarvovani alkoholem barevny

komplex odbarvi. Karbolfuchsin nasledné obarvi bakterie na rizovo [60].
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Barveni preparati bylo provedeno tak, Ze usuSené a zfixované prepardty se
preliji roztokem krystalové violeti, kterd se necha piisobit pfiblizné¢ 1 minutu. Poté se
preparat oplachne vodou. DalSim krokem je pieliti Lugolovym roztokem (cca 1 min) a
znovu oplachnuti vodou. Poté se do odbarveni ptelivaji preparaty alkoholem, oplachnou
vodou a pfeliji karbolfuchsinem, ktery nechame ptisobit pfiblizné¢ 1 minutu. Po uplynuti
doby se preparaty znovu oplachnou vodou, ususi filtraénim papirem a mikroskopuji

S pouzitim imerzniho oleje.

5.1.3 Biochemické viastnosti

Z biochemickych vlastnosti bartonel se provedl katalazovy test, kdy se do
zkumavky nalije roztok peroxidu vodiku a pomoci sterilni klicky, na kterou nabereme
narostlou biomasu bakterii, se ponoii do peroxidu, a podle toho zda se tvofi ¢i netvori
bublinky, mizeme urcit zda je dana bakterie kataldza pozitivni ¢i negativni. Oxidazovy

test byva u bartonel rovnéz negativni.

5.1.4 Hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF)

Na identifikaci byla pouzita metoda hmotnostni spektrometriec MALDI-TOF.
Byla pouzita bakterialni kultura z typovych kment B. henselae Houston ATCC 49882"
a B. quintana CIP 103739 po 5 denni kultivaci na Columbia krevnich agarech vylytych
na Ustavu lékaiské mikrobiologie. Kultura se po opracovani nanese na kovovou

desticku a provede identifikace standardnim postupem (viz kapitola 2.3.1.1.1).

5.2 Genotypova identifikace

5.2.1 lzolace DNA

K izolaci DNA typovych kment B. henselae Houston, B. quintana a klinikcych
izolati B. henselae C4 a C27 byl pouzit extrakéni kit Amplicor Respiratory Specimen

Preparation Kit. Pro izolaci DNA se vtomto kitu pouzivaji nasledujici roztoky:
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Respiratory Specimen Wash Sol (RW), Respiratory Specimen Lysis Reagent (RL) a
Respiratory Specimen Neutralization Reagent (RN).

Kizolaci DNA jsme pouzili kolonie narostlé na Columbia krevnim agaru pii 37°C.
Pomoci sterilni klicky byly kolonie smichany se 100ul fyziologického roztoku
Vv mikrozkumavce a zamichdny na vortexu. Poté se pfidanim 500ul roztoku RW a
centrifugovanim 10 min pfi 13 000 ot./min promyly bakterialni bunky. Po centrifugaci
se odstranil supernatant vylitim, a aby bylo zajiS§téno odstranéni piebyte¢né tekutiny,
zkumavky se postavi dnem vzhiiru na buni€inu a pfiblizn€¢ minutu se nechaji odkapat.
Do mikrozkumavky se ptidalo 100ul roztoku RL a po zvortexovani se vzorky daly na
45 minut temperovat do termobloku nastaveném na 60°C. Po kratkém stoCeni na
centrifuze (cca 10s) bylo pfidano 100ul roztoku RN, vzorek byl zvortexovan a tim

izolace DNA hotova. DNA byla ulozena do lednice pro dalsi zpracovani.

5.2.2 Amplifikace rodové (gltA) a druhové (ribC, ftsZ) specifickych

genu

Genotypova identifikace byla provedena amplifikaci geni gltA, ribC a ftsZ.
Nejprve byla provedena optimalizace PCR pro ur¢eni optimalni teploty amplifikace.
V Tabulce & 3 jsou uvedeny vSechny pouzité primery i s jejich teplotami tani (Tm).

M Ladder Mix od Fermentas. Jako negativni

Jako standard byl pouzit O’GeneRuller’
kontrolu jsme pouzili pouze PPP master mix a vodu pro PCR. Amplikon genu pro citrat
syntazu (gltA) o velikosti 379 bp se po amplifikaci $tépil za Gi¢elem ziskani specifického

restrikéniho profilu pro B. henselae (171, 137 a 71 bp) a B. quintana ( 316 a 63 bp).

5.2.3 Elektroforéza na agarozovém gelu

Vzorky amplifikované DNA se pipetuji do jamek vzniklych v agar6zovém gelu.
Nejcastéji se pouziva 1% agardzovy gel [55].
Gel byl ptipraven tak, Ze se na analytickych vahach navazilo 0,3 g agar6zy a ptfidala do
30 ml TBE pufru, ktery méa pH 8,3 a rozpustila v mikrovinné troub&. Po uvaieni se do
gelu pfida 1pl ethidium bromidu pro obarveni fragmenti DNA. Gel se nalije do
ptipravené formy, ve které jsou hiebeny pro vytvoreni potfebnych jamek na pipetovani.

Vytvoteny gel se pak umisti do elektroforetické vany, ktera je pfipojend ke zdroji
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stejnosmérného proudu. Do 1. jamky se napipetuje 1ul markeru, jehoz délka je 100-
10 000 bp. Do dalsich jamek se pipetuje po 9ul vzorku. Poté se spusti aparatura a ELFO
trva piiblizné 20 minut pii napéti 100V. Zaporné nabité fragmenty DNA jsou
ptitahovany ke kladné elektrodé. Po elektroforéze se vysledky prohlizely pod UV

lampou a dokumentovali pomoci specialniho fotografického programu.

5.2.4 PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

Gelova pulzni elektroforéza je metoda pouzivana pro separaci velkych molekul
DNA s pouzitim pulzniho elektrického pole.
Na Columbia krevnich agarech byly kultivovany referenéni kmen B. henselae Houston
a klinické izolaty B. henselae C4 a C27 po dobu 5 dnt ve 37°C za piistupu CO, pro
dostate¢né mnozstvi bakteridlni kultury, ktera byla pouzita na pfipravu agarovych diskii.
Kultura se pomoci sterilni klicky nabere a pienese do Cisté mikrozkumavky a piida se
PIV roztok pro jejich resuspendaci. Poté smés zcentrifugujeme, odstranime supernatant,
znovu priddme PIV roztok a opakujeme resuspendaci. Po druhé resuspendaci se z kazdé
zkumavky odebere 200ul do cistych mikrozkumavek a zméti se na ELISA readeru
optickd denzita. Podle ziskanych hodnot se vzorky nafedi podle vzorce (40xODx210)-
210 = objem PIV. 150ul takto nafedénych vzorkd se daji inkubovat do vodni lazné pti
42°C na 10 minut. Ke kazdému vzorku se piida 1,5% agaroza s nizkym stupném tani
(low melting point agarosa), dobfe promicha na vortexu a da se zpét do vodni lazn¢.
Aliquoty (20 pl) DNA se kapaly na podlozni sklenéné desky a prekryly krycim
sklickem, které se umisti na 20 minut do lednice aby vytvofené disky agar6zy s DNA
dobie ztuhly. Do plastové zkumavky se nepipetuje 1ml EC lyzujiciho roztoku a pomoci
sterilni kli€ky se do ni prenese gelovy disk a po dobu 5 hodin se inkubuje ve vodni 14zni
pfi 37°C, kdy bakteridlni bunky lyzuji. V dalSim kroku se provadi deproteinizace
inkubaci disku DNA s proteindzou K. Nésledné se Stepi chromozomdlni DNA pomoci
restriktazy Smal a naklada do gelu a za specifickych podminek (21h, 1,5-15sek, 6V,
14°C) se fragmenty DNA rozdé€li do specifického profilu pro jednotlivé pulzotypy.
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5.3 Stanoveni citlivosti k antibiotikiim

K empirické antibiotické 1écbé je nutnd spravna diagnostika bartonelovych
infekci. Nejlepsi moznosti by vSak byla jejich cilend terapie, bartonelové kmeny jsou
vSak kultivaéné prokazany z klinického materidlu zcela vyjimecné a jejich testovani
neni, diky dlouhodobému rtistu bartonel, standardizovano. Testy ke stanoveni rezistence
bakterii k antibiotikiim délime na kvantitativni a kvalitativni. Ke kvalitativnim testim
patii diskovy difazni test (DDT). Tento test nam ur¢i konkrétni antibiotika, na ktera je
bakterie rezistentni nebo citlivd. Mezi kvantitativni testy patfi mikrodilu¢ni test, ve
kterém zjistujeme tzv. MIC (minimalni inhibi¢ni koncetrace). Poté existuji také testy,
které kombinuji jak kvalitativni tak kvantitativni testovani citlivosti k antibiotikam.

Tento test se nazyva E-test [56].

5.3.1 Diskovy difuizni test

Zakladem této metody je difuze antibiotik z antibiotickych diskli do agaru
s bakterialnim inokulem o hustoté 0,5-1 McFarlanda. Z duvodu, ze z takového inokula
testované kmeny bartonel nerostly se alternativné pouzila husté naockovana bakterialni
kultura a po inkubaci se vytvofily inhibi¢ni zony, coz jsou vlastné zony kolem
antibiotickych diskt, kde jiz bakterie nerostou. Po naockovani bakterii se plotny daji
inkubovat do 37°C po dobu 18-24 hodin.

V této praci byl pouzit misto Mueller-Hintonova agaru, ¢okoladovy agar
pfipravovany piimo na Ustavu lékaiské mikrobiologie. Na Gokoladovy agar byly
nao¢kovany referenéni kmeny B. henselae Houston, B. quintana a klinické izolaty B.
henselae (C4 a C27), aplikovany disky s antibiotiky a plotny byly inkubovany ve 37°C
za piistupu CO; a po 7 dnech byly odecitany inhibi¢ni zony.

5.3.2 E-test

E-test patfi mezi kvantitativni difuzni metody. Na husté naoCkovanou plotnu se
polozi prouzky na kterych jsou od sebe oddé€lena mista s postupné klesajici koncentraci

antibiotika. Tato metoda je pomérn¢€ drahd, proto se pro rutinni pouziti ptili§ nevyuziva.
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V této praci byly pouzity E-testy stobramycinem, imipenemem, minocyklinem a

erytromycinem. Rozmezi MIC u testovanych antibiotik uvadi Tabulka ¢. 4.

ATB MIC (pg/ml)
tobramycin 0,016 - 256
imipenem 0,002 - 32
minocyklin 0,016 - 256
erytromycin 0,015 - 256

Tabulka ¢. 4 Rozmezi MIC E-testu
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6 VYSLEDKY

6.1 Fenotypova identifikace

6.1.1 Kultivacni priikaz

Referenéni kmeny 1 klinické izolaty byly kultivovany na Columbia krevnich
agarech pfi teploté 37°C za pritomnosti CO, po dobu 5 dnd. Morfologicky jsou kolonie
u referen¢nich kmenti hladké (S faze), s rovnomérnym okrajem, bélavé az prihledné

barvy. Kolonie klinickych izolati jsou drobné, lesklé, prithledné.

Obrazek ¢ 9 Klinicky izolat B. henselae C4
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Obrazek ¢ 10 Klinicky izolat B. henselae C27

Obrdazek ¢ 11 Typovy kmen B. quintana CIP 103739

6.1.2 Gramovo barveni

Preparaty referen¢nich kmenti B. henselae Houston, B. quintana a klinickych
izolati B. henselae C4 a C27 byly obarveny Gramovym barvenim.
Mikroskopie preparat potvrdila, Ze bakterie jsou gramnegativni a jsou to velmi drobné
tyCinky, které Casto vytvaii shluky. Tyto vlastnosti vSak nejsou rodové ani druhové

specifické.
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Obrazek & 13 B. henselae Houston ATCC 498827

Obrazek ¢ 14 B. henselae — klinicky izolat C4
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Obrazek ¢ 15 B. henselae - klinicky izolat C27

6.1.3 Biochemické vilastnosti

Z biochemickych vlastnosti byl proveden katalazovy test na prikaz oxidazy
(ITEST) pomoci peroxidu vodiku. Zadny z kment netvofil ve zkumavce bublinky O,.
Bartonely jsou proto katalaza negativni. Také byl proveden oxidazovy test, ktery byl
rovnéz u vSech testovanych kmenti negativni. Bartonely, na rozdil od vétSiny klinicky
vyznamnych bakterii, jsou biochemicky inertni a proto jejich biochemickou aktivitu
nelze testovat pomoci zddné ze zndmych diagnostickych souprav nebo zkumavkovych

testu.

6.1.4 Hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF)

Z davodu toho, Ze piistroj MALDI na Ustavu lékaiské mikrobiologie nema v

databazi zadny druh bartonel, jak jsme predpokladali, byla identifikace netispésna.

6.2 Genotypova identifikace

Genotypova identifikace byla provedena amplifikaci genu ribC, gltA a ftsZ
pomoci PCR. Pro druhové uréeni B. henselae pomoci amplifikace genu ribC byly
pouzity primery PBH-L1, PBH-R1 a pro B. quintana PBH-L1 a PBQ-R1. Pro
amplifikaci genu glItA byly pouzity primery RpCS877p a RpCS1258n. A pro druhové
ureni B. henselae pomoci amplifikace genu ftsZ byly pouzity primery BH-F, BH-R a
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pro B. quintana BQ-F a BQ-R. Amplifikace gend ribC a ftsZ byla provedena u vzorkt
typovych kmeni B. henselae Houston (ATCC 49882") a B. quintana (CIP 103739) a
klinickych izolati B. henselae C4 a C27.

Vysledky elektroforézy (Obrdzek ¢ 16) ukazuji, ze amplifikace genu ribC se
specifickymi primery pro B. henselae (PBH-L1 a PBH-R1) prob&hla u vSech
testovanych kmenu véetné B. quintana. Amplifikace genu ribC B. quintana (PBH-L1 a
PBQ-R1) prob&hla u typovych kmend, jak u B. quintana, tak u B. henselae. Vysledky
ukazuji, ze pouziti primert PBH-L1, PBH-R1 a PBQ-R1 pro gen ribC nemusi byt

dostatecné specifické pro odliseni vzorku B. henselae a B. quintana.

Obrazek ¢ 16 Amplifikace genu ribC u B. henselae Houston, B. quintana, B. henselae
C4 a B. henselae C27 pomoci primert PBH-L1, PBH-R1 a PBQ-R1.
Horni fada: PCR prikaz genu ribC B. henselae, primery PBH-L1 a PBH-R1,Tm 55,8°C
1.Marker, 2. negativni kontrola, 3. B. henselae Houston, 4. B. quintana,
5. B. henselae C4,), 6. B. henselae C27
Dolni fada: PCR prikaz genu ribC B. quintana, primery PBH-L1 a PBQ-R1, Tm
59,8°C
7.marker, 8.negativni kontrola, 9. B. henselae Housto,n 10. B. quintana,
11. B. henselae C4, 12. B. henselae C27
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Gen ribC byl také amplifikovan z klinického materialu od pacientky s podezienim
na bartonelovou infekci (BA). Amplifikace byla provedena se specifickymi primery jak
pro B. henselae, tak pro B. quintana. Amplifikace probéhla v obou pifipadech, a tudiz

nebylo mozné uréit druhovou prislusnost ptivodce infekce. (Viz Obrdzek ¢ 17)

Obrazek ¢ 17 Amplifikace genu ribC u vzorku z kozni biopsie.

Horni tada: PCR prikaz genu ribC B. henselae, primery PBH-L1 a PBH-R1,Tm 55,8°C
1. Marker, 2. Negativni kontrola, 3. B. henselae Houston, 4. Klinicky vzorek

Dolni fada: PCR prukaz genu ribC B. quintana, primery PBH-L1 a PBQ-R1,

Tm 59,8°C

5. marker, 6. Negativni kontrola, 7. B. quintana, 8. Klinicky vzorek

Pro prikaz genu gltA byly pouzity specifické primery RpCS877p a RpCS1258n.
Samotna amplifikace genu gItA neni dostate¢na k druhovému urCeni Bartonel.
K druhovému urceni bartonel je nutné provést restrikéni analyzu pomoci enzymu

Tagl. Vysledkem je, ze amplifikace probéhla u vSech testovanych kment vcetné
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klinického vzorku. (viz Obrazek ¢ 18) Amplikon B. henselae byl stépen na tii
fragmenty o velikosti 71, 137 a 171 bp a amplikon B. quintana byl §tépen na dva
fragmenty o velikosti 316 a 63 bp. (viz Obrdzek ¢ 19)

Obrazek ¢.18 Amplifikace genu gltA B. henselae Houston, B. quintana a B. henselae
Cd4acC27
1. Marker, 2. Negativni kontrola, 3. B. henselae Houston, 4. B. quintana,
5. B. henselae C4, 6. B. henselae C27, 7. Klinicky vzorek, 8. marker

LT

Obrazek & 19 Restrickni profil B. henselae Houston a B. quintana.
1. Marker, 2. B. henselae Houston, 3. B. quintana, 4. Marker

Pro druhové urCeni bartonel pomoci amplifikace genu ftsZ byly pouzity
specifické primery BH-F a BH-R pro B. henselae a BQ-F a BQ-R pro B. quintana.
Amplifikace genu ftsZ s primery specifickymi pro B. henselae probéhla u vzorka B.
henselae Houston, a klinickych vzorki C4 a C27, u vzorku z B. quintana

amplifikace neprobé&hla (viz Obrdzek ¢& 20) Pii pouziti primera specifickych pro B.
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quintana doslo k amplifikaci genu ftsZ jak u kmene B. quintana tak u kmene B.

henselae Houston, u kmenti C4 a C27 amplifikace neprobéhla.

P .

Obrazek ¢ 20 Amplifikace genu ftsZ u B. henselae Houston, B. quintana, B.
henseale C4 a C27
Horni tada: PCR prikaz genu ftsZ B. henselae, primery BH-F a BH-R, Tm 60,5°C
1. marker, 2. Negativni kontrola, 3. B. henselae Houston, 4. B. quintana,
5. B. henselae C4, 6. B. henselae C27
Dolni fada: PCR prukaz genu ftsZ B. quintana, primery BQ-F a BQ-R, Tm 55,5°C
7. marker, 8. Negativni kontrola, 9. B. henselae Houston, 10. B. quintana,

11. B. henselae C4, 12. B. henselae C27

Specificky prukaz genu ftsZ byl pouzit také pro druhové urceni klinického
vzorku z pacientky se suspektni bartonelovou infekci, z vysledku PCR (viz Obrdzek ¢.

21) vyplyva Ze puvodcem je pravdépodobné B. quintana.
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Obrazek ¢ 21 Amplifikace genu ftsZ u klinického vzorku z kozni biopsie
pacientky.
1. Marker, 2 .negativni kontrola, 3. Pozitivni kontrola B. henselae Houston,

4. Klinicky vzorek, 5. Marker, 6. Negativni kontrola, 7. B. quintana, 8. Klinicky

vzorek

6.3 Genotypova klonalni analyza (typizace)

Referen¢ni kmen B. henselae Houston i oba klinické izolaty B. henselae C4 a C27
mély rozdilné pulzotypy, coz naznacuje, ze PFGE je v ptipadé ristu jednou z vhodnych
typizaénich metod i pro tuto rustové naro¢nou bakterii. Velka adherence bakteridlni
kultury pfi ptipraveé vzorku je nejvice limitujici ¢asti analyzy, kterd pak vyrazné ovlivni

kvalitu vzniklych profild.
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Obrazek ¢ 22 Makrorestrikéni analyza kment B. henselae
1. PFGE marker, 2. B. henselae Houston, 3. B. henselae C4, 4. B. henselae C27,
5. PFGE marker

6.4 Stanoveni citlivosti na antibiotika

6.4.1 Diskovy difuzni test

Jako diskovy diftizni test byla pouZita interni pseudomonadova fada antibiotik
s pouzitim Cokoladového agaru. Test byl proveden pouze na typovém kmenu B.
henselae Houston. Vysledky byly ode¢teny po 7 dnech kultivace a jsou uvedeny
V Tabulce ¢ 5. Slaby rist a veliké inhibi¢ni zony znemoznovaly fadny odecet citlivosti

a proto jsme v testovani s klinickymi kmeny jiz dale nepokracovali.

50



Bakaldrska prace: Marie Novakovd, Mikrobiologicka diagnostika bartonel, 2.LF UK Praha

antibiotikum (n'fn ; 'r‘]‘c')‘;‘j':g;‘; visledek
ampicilin/sulbactam 30 15 C
kotrimoxazol 20 16 C
colistin 14 10 C
gentamicin 24 15 C
netilmicin 22 15 C
tobramycin 15 15 C
piperacilin/tazobactam | 35* 19 C
ceftazidin 30* 22 C
amikacin 29* 17 C
ciprofloxacin 32* 21 C
ofloxacin 20* 16 C
cefepim 22* 18 C
cefoperazon/sulbuctam | 34* 21 C
imipenem 35* 16 C
meropenem 33* 16 C
tigecyklin 35* 18 C

Tabulka ¢ 5 Vyhodnoceni citlivosti pseudomonadové fady u B. henselae Houston.
Pozn: * zony kolem antibiotickych diskit byly na méreni prilis velké a jejich velikost je

pouze orientacni

6.4.2 E-test

Odecet E-testl byl proveden po 7 dnech kultivace ve 37°C za ptistupu CO, Jako
kultivaéni médium byl pouzit Cokoladovy agar a antibiotika - erytromycin, tobramycin,
imipenem a minocyklin. Tato antibiotika byla zvolena z divodu, Ze nebyla testovana
diskem nebo inhibi¢ni zonu neslo dobie odelist a pouzivaji se, nebo jejich zastupci v
empirické 1écbé bartonelovych infekci nebo jsou deklarované jako citlivé in vitro.
E-testy byla stanovena citlivost referencnich kment B. henselae Houston a B. quintana
a klinickych izolati B. henselae C4 a C27. MIC pro erytromycin, minocyklin,
tobramycin a imipenem u vSech analyzovanych kmeni bartonel stanovené pomoci E-
testll prokazaly, ze tyto kmeny jsou in vitro citlivé a byly by vhodnymi adepty na 1écbu
bartonelovych infekci zptisobenych B. henselae a B. quintana. Vyhodnoceni bylo

provedeno na zakladé uvedenych tdaji v odborném ¢lanku od Wolfsona [71].
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Obrazek ¢. 23 B. henselae Houston — A: tobramycin 0,25ug/ml, B: erytromycin
0,03pg/ml

Obrazek ¢ 24 B. henselae Houston — A: minocyklin 0,125pg/ml, B: imipenem
0,19ug\ml*

Pozn: * uvnitr inhibicni zony pro imipenem drobny nariist
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Obrazek ¢ 26 B. henselae C4 — A: imipenem 0,19ug/ml*, B: minocyklin 0,094ug/ml

Pozn: * uvnitr inhibicni zony pro imipenem drobny nariist
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Obrazek ¢ 28 B. henselae C27 — A: imipenem 0,50ug/ml, B: minocyklin 0,064ug/ml
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Obrdazek ¢ 30 B. quintana — A: minocyklin 0,16pg/ml, B: imipenem 0,75ug/ml
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7 Diskuze

Pfedmétem této studie bylo zejména vybrat vhodné genotypové metody na
pro jejich pifimy prukaz v klinickém materialu.

Kultivace bartonelovych referenc¢nich kment (B. henselae Houstoun ATCC
498827 a B. quintana CIP 103739), klinickych izolati C4 a C27 byla provadéna na
Columbia krevnich a c¢okoladovych agarech, které byly dodany bud piimo od
dodavatele nebo byly piipravovany na Ustavu lékaiské mikrobiologie. Bartonely
nejlépe rostly na ptipravovanych Columbia krevnich agarech. Moznym diivodem bylo
vetsi mnozstvi pady, kterda béhem kultivace nevysychd a Cerstva krev, kterd je podle
nékterych autord zasadni pro kultivaci bartonel [68]. Bartonely rostly v mensich
koloniich na doddvaném Columbia krevnim agaru a nerostly viibec na dodavaném
¢okoladovém agaru. Kmeny a izolaty dortstali do 5 dnd a poté se uz kolonie
nezvétSovali. Délka jejich kultivace je mnohem kratsi nez je to obvyklé pro
primokultivace bartonel z klinického materialu, kdy se uvadi délka kultivace az 30 dnu
[69]. V primokultivaci rostou bartonely v siln¢ adherentnich koloniich, se kterymi je
velmi tézké v laboratofi pracovat. V dalSich izolacich se vSak tato vlastnost bartonel
ztraci a kmeny vétSinou rostou v drsnych (R faze) nebo hladkych koloniich (S faze) a
kolonie jsou nestejnomérné veliké, coz imituje smiSenou kulturu. V soucasnosti existuje
i tekuta kultivacni pada [65] na kultivaci bartonel, jeji uplatnéni v praxi je obtizné z
davodu, Ze jde o definované médium, které je Casové a finanén€ znacné narocné.

Mikroskopie je vhodna v pocatecnich fazich identifikace, kdy s jeji pomoci lze
bud’ pfimo v klinickém materidlu nebo kultufe potvrdit gramnegativni ty¢inky nebo
jinou morfologii bakteridlnich bunék. V priibéhu studia se osvédcila na vylouceni 2
klinickych izolati (C1, C26) z dalsich analyz, protoze tyto izolaty piivodn¢ popsané
jako B. henselae [66] byly mikroskopicky grampozitivni kyjovité ty¢inky
Corynebacterium sp., jejichz rstové vlastnosti byly podobné bartonelam. Bartonelové
buniky adheruji k sob¢ a proto se nékdy problematicky promyvaji v pribéhu Gramova
barveni, coz muze byt znat na zhorSené kvalité¢ preparatd. Studované kmeny tvofili
drobné gramnegativni ty¢inky nékdy s pritomnosti kokobacili a jednotlivé druhy (B.
henselae a B. quintana) ani klinické izolaty (B. henselae) neslo mezi sebou navzajem

odlisit.
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Bartonely jsou biochemicky inertni a proto jejich biochemickou identifikaci nelze
provadét zadnymi zkumavkovymi testy nebo diagnostickou soupravou. Test na prukaz
katalazy a oxidazy byl negativni jak uvadi literatura. Katalaza je u naprosté vétSiny
aerobnich bakterii, kromé streptokokti a enterokok, pozitivni a proto je v tomto ptipadé
vhodnym testem na jejich odliSeni od bartonel. Velkym pfislibem se jevi hmotnostni
spektrometrie, ktera je uvadéna jako spolehliva pro identifikaci bartonelovych druht
[67]. Na Ustavu lékai'ské mikrobiologie je pouzivan piistroj MALDI Biotyper 3 (Bruker
Taxonomy, Buil 25, verze 4613), ktery jak jsme se dovédéli az retrospektivné
neobsahuje databdzi s hmotnostnimi spektry pro jakékoliv bartonelové druhy a
identifikace kmenti B. henselae i B. quintana véetné referen¢nich byla netspésna.

Z genotypové identifikace se jako nejvhodnéjSi ukézala metoda amplifikace

genu gltA a nasledna restrikéni analyza pomoci restriktazy Taqgl. Pti restrikéni analyze
se amplikony specificky $tépi na 3 fragmenty o velikosti 71, 137 a 171 bp typické pro
B. henselae a u B. quintana se specificky stépi na 2 fragmenty o velikosti 63 a 316 bp.
Restrikéni profil vSak neni vhodny pro identifikaci pivodct v klinickém materidlu
(pacient OL) z divodu velkého mnozstvi prouzka (amplikond) v daném profilu. Ani
upravou annealingové teploty pomoci gradientové PCR se mi nepodafilo odstranit
amplifikaci nespecifickych amplikond, které pravdépodobné pochazely z chromozomu
hostitelskych bunék.
Amplifikace gent ribC a ftsZ probéhla u obou typovych kmend B. henselae a B.
quintana jak pfi pouziti primeru specifickych pro B. henselae tak primerd specifickych
pro B. quintana. PCR metodou tudiz neslo odlisit na druhové trovni tyto dva typové
kmeny. Pfi¢inou mohla byt nedostate¢na Cistota vzorku DNA (kontaminace) nebo
nedokonalé specificita reakce. V ptipad¢ klinickych vzorki byla situace jina a ve dvou
ptipadech (kmen C4 a C27) se amplifikovaly pfislusné kmeny jen se sadou primert
specifickou pro B. henselae a u tfetiho klinického vzorku pouze se sadou primert
specifickou pro B quintana.

Jako typiza¢ni metoda byla provedena pulzni elektroforéza (PFGE), ktera je
vhodna v piipad¢ kultiva¢niho prikazu ke klonalni analyze izolatd B. henselae. V mé
studii byla pulzni elektroforéza provedena pouze na tfech vzorcich a to na typovém
kmenu B. henselae Houston ATCC 498827 a klinickcy izolatech B. henselae C4 a C27.
Silna adherence bartonelovych bunék je limitujici pro resuspendovani bakterialni

kultury a proto se musela bakterialni kultura filtrovat pfes sterilni gazu.

57



Bakaldrska prace: Marie Novakovd, Mikrobiologicka diagnostika bartonel, 2.LF UK Praha

Ze dvou provadénych metod na priikaz citlivosti na antibiotika, kterymi byly
diskovy difuzni test a E-test, se nejvice osvédcCil pravé zminovany E-test, ktery se
odecital po 7 dnech jak uvadi literatura [59]. Jako kultivaéni médium byly pouzity
gokoladové agary vylité piimo na Ustavu lékaiské mikrobiologie, protoZe bartonely na
cokoladovych agarech dodavanych od dodavatele viibec nerostly. Rust bartonel byl sice
na pfipravenych Cokolddovych agarech ve srovnani s jinymi, klinicky vyznamnymi
bakteriemi, pomérné slaby, ale zony kolem E-testovych prouzki byly pomérné dobie
viditelné. Diskovy diftzni test neni pfiliS§ vhodny na testovani citlivosti bartonel na
antibiotika, protoze inhibi¢ni zony kolem antibiotickych diskli byly pfilis velké na to
aby se daly zony zméfit

Klinicky vyznamné bartonelozy jako je endokarditida nebo bacilarni
angiomatoza je potieba diagnostikovat, vzhledem k tomu, Ze piiznaky téchto nemoci
jsou velmi podobné jinym klinicky vyznamnym onemocnénim.

U endokarditid jde o tzv. kultivaén¢ negativni endokarditidy, které nelze
prokazat béznym kultivaénim postupem. Je dulezité o téchto infekcich informovat
hlavn¢ infektology a kardiology, aby v nejasnych pfipadech na tuto infekci mysleli a
specificky ji diagnostikovali, zejména pomoci serologie nebo amplifika¢nich technik.

V prubéhu experimentalni cCasti bakalaiské prace nas oslovil kolega z
nefrologického oddéleni FN Olomouc s zadosti vysetiit pacientku se suspektni bacilarni
angiomatozou. Slo o pacientku po transplantaci kadaverézni ledviny narozenou 1970, u
které¢ byla z diivodu transplantace nasazena dlouhodoba imunosupresni lécba a 4
tydenni trvajici tvorba cCervenych nodul az verukéznich 1ézi difizné po téle.
Histologicky nalez byl tvofen tumordéznimi zménami kapilarniho typu a barveni
stfibrem (Warthin-Starry), které je vhodné i pro barveni bartonel nebylo dosud
provedeno. PoZadali jsme kolegy z FN Olomouc o biopticky vzorek z koZni 1éze a po
izolaci DNA bylo mozné pomoci amplifikace gent ribC a ftsZ potvrdit infekci
B.quintana. Stanoveni specifickych protilatek IgM a IgG pomoci nepiimé
imunofluorescence, kterd bylo provedeno na jiném pracovisti, bylo paradoxné

negativni, cozZ lze vysvétlit snad jen dlouhodobou imunosupresi pacientky.
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ZAVER

V této studii byla provedena optimalizace genotypovych metod pro piimy
prukaz bartonel v klinickém vzorku od pacientky z Olomouce s podezienim na bacilarni
angiomatdzu a byla prokazana pfitomnost B. quintana. Tento piipad byl vibec prvni
v celé CR. Genotypové metody s vyuzitim bartonelovych kultur byly také Gsp&sné a
proto bych je doporucovala pro budouci zavedeni diagnostiky bartonelovych infekci.
Makrorestrik¢éni analyza DNA pomoci pulzni elektroforézy (PFGE) se osvédcila jako
velmi vhodna typizacni metoda pro rozliSeni bartonelovych druhi.
Stanoveni citlivosti na antibiotika in vitro u typovych kment B. henselae, B. quintana a
klinickych izolati B. henselae C4 a C27 bylo provedeno kvalitativni metodou difuzniho
diskového testu a E-testem. Metoda difuzniho diskového testu se ukézala jako
nevhodna. Pro zavedeni testovani citlivosti na antibiotika u bartonel bych doporucovala
E-testy. V teoretické ¢asti této prace byla zpracovana reserSe literatury tykajici se tohoto

rodu bakterii a problematikou s ni spojenou.
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