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STRESZCZENIE
Wprowadzenie

Mukowiscydoza (ang. cysticfibrosis - CF) jest choroba uwarunkowang genetycznie
o przewlekle postgpujgcym przebiegu. Za wystapienie objawéw klinicznych odpowiadajg
mutacje w obu allelach genu CFTR, co skutkuje nieprawidlowa produkcja biatka CFTR i w
konsekwencji zaburzeniami transportu jonowego na szczytowej powierzchni nabtonka
wydzielniczego. Kumulacja gestej i lepkiej wydzieliny prowadzi do uposledzenia droznosci,
przewlektego stanu zapalnego i destrukcji przewodéw wyprowadzajacych gruczotow
zewnatrzwydzielniczych. Zaburzenia dotycza wielu narzadéw i uktadéw, jednak przyczyna
najwigkszej chorobowosci i $miertelnosci jest rozwdj przewleklej choroby oskrzelowo-
plucnej. W tym procesie bardzo istotng role odgrywaja zakazenia bakteryjne ukladu
oddechowego, w tym pateczka ropy biekitnej (Pseudomonas aeruginosa), jednym z
najezgstszych w tej grupie pacjentéw. Liczne doniesienia wykazaly, ze przewlekta infekcja
tym patogenem w istotny spos6b pogarsza rokowanie i przyczynia sie do skrécenia przezycia.
Dowiedziono, Ze nabycie zakazenia szczepem Pseudomonas aeruginosa pochodzacym od
innego chorego, a zatem posiadajacym zdolnos¢ tworzenia biofilmu i charakteryzujacym sie
roznego stopnia antybiotykoopornodcia (zakazenie krzyzowe), w wielu przypadkach jest
bardziej obcigzajgce dla pacjenta niz zakazenie szczepem pochodzacym ze srodowiska
naturalnego.

W latach dziewigédziesigtych XX wieku odkryto i dokladnie przebadano szczepy
Pseudomonas aeruginosa, kiére wywolaty zakazenia krzyzowe u duzych grup pacjentéw.
Niektore z nich wykazywaly si¢ znaczng zjadliwoécia, np. szczep epidemiczny z Liverpoolu.
Problem transmisji szczepéw epidemicznych skfonil klinicystow do wprowadzenia zasad
izolacji pacjentéw, a takze programéw majacych na celu nadzor epidemiologiczny
polegajacych na rutynowym typowaniu genetycznym szczepow hodowanych od pacjentéw z

mukowiscydoza.



Cel

Celem pracy byla ocena czgstosci wystepowania zakazen krzyzowych o etiologii
Pseudomonas aeruginosau dzieci i mlodziezy z mukowiscydoza poprzez okreslenie
podobiefistwa  genetycznego izolowanych od nich szczepéw przy uzyciu metody
makrogenomowej analizy restrykcyjnej chromosomowego DNA z elektroforezg w zmiennym
polu elektrycznym (REA-PFGE).

Material i metody

Do badania wigczono pacjentéw chorujgcych na mukowiscydoze, pozostajacych pod
opiekg Instytutu Matki i Dziecka, u ktérych w latach 2011-2012 wyhodowano z drég
oddechowych przynajmniej jeden lub wigcej szczepéw Pseudomonas aeruginosa, ktore udato
sig skutecznie przechowac¢ i podda¢ typowaniu genetycznemu.

Szczepy bakteryjne hodowano w sposob typowy na podiozach statych. Ich
identyfikacja obejmowata analiz¢ wlasciwosci fenotypowych (typ wazrostu, morfologia
kolonii), wykonanie testu na obecno$é oksydazy cytochromowej i ocene whasciwosci
biochemicznych z wykorzystaniem komercyjnego zestawu do automatycznej identyfikacji
pateczek Gram-ujemnych. Wrazliwosé na antybiotyki oznaczano metodg dyfuzyjno-
krazkows.  Przeprowadzono typowanie genetyczne  kolekcji  izolatéw metodg
makrogenomowe;j analizy restrykcyjnej chromosomowego DNA z elektroforeza w Zmiennym
polu elektrycznym (REA-PFGE).

Przeprowadzono szczegétowe wywiady od pacjentéw i ich rodzicow dotyczace
kontaktéw z innymi chorymi, na podstawie dokumentacji medycznej przesledzono wspdlne
okresy hospitalizacji pacjentéw (w latach 2010-2012).W celu scharakteryzowania pacjentow
wehodzgeych w sktad grupy badanej, na podstawie zebranych wywiadéw, oceny klinicznej,
badan dodatkowych, analizowano nastgpujace dane: wiek, pleé, czas trwania zakazenia
Pseudomonas aeruginosa, wiek rozpoznania, rodzaj mutacji w genie CFTR, stan odzywienia,
punktacja w skali oceny klinicznej Shwachmana-Kulczyckiego, stopieh zaawansowania
choroby oskrzelowo-ptucnej, wyniki badan czynno$ciowych uktadu oddechowego oraz badan
radiologicznych klatki piersiowe].

Wyniki

W latach 2011-2012 od 75 pacjentéw wyhodowano 170 szczepéw Pseudomonas
aeruginosa, ktdre zostaly poddane analizie pokrewienstwa genetycznego. W toku analizy
metodg PFGE 170 izolatéw Pseudomonas aeruginosa wyodrgbniono 23 grupy klonalne.
Najwigksza z nich, grupa 19, zawierata 49 (28,8%) szczepéw wyhodowanych od 21 (28,0%)

pacjentow. Druga pod wzgledem wielkosci grupa skladata sie z 12 (7,1%) izolatéw



pochodzacych od 7 (9,3%) chorych. Od dwéch chtopecéw wyhodowano szczepy nalezace
zarowno do grupy klonalnej 18, jak i 19. Trzy grupy klonalne zawieraty izolaty pochodzace
od od 3 par niespokrewnionych ze sobg dzieci, a kolejne trzy — szczepy pochodzace od 3 par
rodzenstw. Ponadto wyodrgbniono 15 grup klonalnych, z ktorych kazda obejmowata izolatow
wyhodowanych od tego samego pacjenta. Analiza wykazata, ze 39 szczepow pochodzacych
od 26 chorych nie bylo przypisanych do zadnej grupy klonalnej, czyli nie wykazywato
podobienstwa genetycznego do pozostatych izolatow.

U pacjentow grup 18 i 19 mediana liczby dni hospitalizacji wynosita 42 (zakres 0 —
240). Natomiast u pozostalych pacjentéw, czyli w grupie ,,szczepow niespokrewnionych”
byla ona réwna 14 (zakres 0 — 114) (p=0,001).

Wszystkie dzieci, od ktérych hodowane szczepy Pseudomonas aeruginosa nalezatly do
grup klonalnych 18 i 19, w trakcie trwania badania wykonywaly badania czynnosciowe
ukfadu oddechowego. W grupie 26 dzieci zakazonych szczepami nalezacymi facznie do grup
18 i 19 mediana FEV1 wyniosta 69,5% (zakres 23 — 113). Wéréd 39 pacjentéw
wykonujacych badanie spirometryczne, zakazonych szczepami niespokrewnionymi”
mediana FEV1 to 87% (zakres 23 — 122) (p=0,01).

Whioski

I. U rodzenstw chorujgcych na mukowiscydoze z zakazeniem drég oddechowych
Pseudomonas aeruginosa izolowane szczepy wykazujg bardzo duze podobiefistwo
genetyczne.

2. W przypadku wigkszosci pacjentow, u ktorych wielokrotnie w trakcie trwania badania
z drog oddechowych hodowano Pseudomonas aeruginosa, szczepy od nich izolowane
wykazujg migdzy sobg duzy stopien podobienstwa genetycznego.

3. Wyniki typowania genetycznego w potaczeniu z danymi klinicznymi wskazujg na
wystapienie zakazen krzyzowych u czesci pacjentéw pozostajacych pod opieka
Instytutu Matki i Dziecka.

4. W badanej grupie pacjentéw wystgpienic zakazenia krzyzowego Pseudomonas
aeruginosa wiaze si¢ z dhuzszym lgcznym czasem trwania hospitalizacji w ciagu
dwoch lat badania, a takze z gorsza czynno$cig uktadu oddechowego, nizsza punktacja
w skali oceny klinicznej Shwachmana-Kulczyckiego oraz gorszymi niektérymi
parametrami rozwoju fizycznego.

5. Przynalezno$¢ szczepéw Pseudomonas aeruginosa do najwigkszych grup klonalnych

jest zwigzane ze znaczng antybiotykoopornoscia.



6. Intensyfikacja dziatan majacych na celu zapobieganie zakazeniom krzyzowym, takich
jak srodki higieny, izolacja chorych, realizacja w Polsce programu domowej
antybiotykoterapii dozylnej, a takze dalsza edukacja pacjentéw i ich rodzicéw
odnosnie drég transmisji zakazen bakteryjnych, prawdopodobnie przyczynia sie do

poprawy sytuacji epidemiologicznej w naszym osrodku.
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