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1 Uvod

1.1 Vychodisko

Cysticka fibréza (CF) je zavazné dédi¢né onemocnéni, které podstatné ovliviiuje
zdravotni stav pacientd a vyrazné zkracuje délku jejich zivota. Hlavni pfic¢inou
neptiznivé prognodzy jsou plicni infekce. Plice pacientd s CF jsou ¢asné infikovany
celou fadou bakterii, které je obtizné ¢i nemozné eradikovat. Spoluptsobi zde
zvy$ena vazkost hlenu zplisobena chorobou a rezistence infikujicich bakterii k celé
fadé¢ antibiotik.

V nasi populaci pacienti s CF patfi mezi nejvyznamnéjsi patogeny zpUsobujici
plicni komplikace Pseudomonas aeruginosa a bakterie komplexu Burkholderia
cepacia. NejobavangjSim patogenem infikujicim plice pacientl je Burkholderia
cepacia. Tato bakterie se vyznaCuje vysokou primarni rezistenci k vétSiné antibiotik
a je schopna formovat velmi rezistentni ristovou formu biofilmu. Infekce a zanét
maji pak negativni vliv na klinicky stav nemocnych 1 na jejich prognézu. Proto
zacCala byt celosvétové této infekci u nemocnych CF vénovana velkd pozornost brzy
po tom, co byla objevena, a jiz pred dvaceti lety byl zndm jeji negativni vliv na

mortalitu (TABLAN et al., 1985).

Prevalence infekce bakteriemi komplexu B. cepacia u nemocnych CF je
v riznych zemich velmi rozdilna a i klinicky dopad infekce miize byt rizny: tyto
rozdily jsou jak vyrazem rozdilné imunitni odpovédi mezi jednotlivymi pacienty, tak
zejména rozdilnych epidemiologickych charakteristik kmenG B. cepacia

vyskytujicich se mezi nemocnymi.

Jedinym zpisobem, jak zabranit pfipadnym komplikacim infekce B. cepacia, je
zajistit, aby k infekci u pacienta viibec nedoslo. Snaha zabranit Sifeni infekce B.
cepacia vedla centra pro 1éébu CF k zavedeni piisnych opatfeni separujicich
jednotlivé pacienty podle jejich mikrobiologického nalezu. Pokud ma byt tento
systém co nejvice ucinny, je tieba brzka a presnd diagnostika — od senzitivni a
specifické detekce bakterie ptes jeji zatazeni do druhu az po identifikaci pribuznosti
kmene sjinymi kmeny infikujicimi danou populaci pacientd s CF. Klasické
kultivacni techniky toto samy v ptipadé B. cepacia nedokdzou, ale molekuldrné

genetickymi metodami je mozno tyto klinicky zasadné dulezité cile splnit.



1.2 Cil prace

Specifickym cilem diplomové prace bylo:

1) Zjistit miru genetické ptibuznosti mezi izolaty B. cepacia, které byly ziskany
ze sput ceskych pacienti a nalezeji do stejného genetického druhu
(genomovaru).

2) Uzitim fingerprintovych metod zjistit, zda je v ¢eské populaci pacienti s CF
ptfitomen epidemicky kmen nebo kmeny, které jsou zodpovédné za Siteni
infekce.

3) Zjistit ptibuznost epidemického kmene, pfitomného v ¢eské CF populaci, se
znamymi epidemickymi kmeny z jinych populaci (ET 12, PHDC, kmeny
oznacované jako RAPD 01, 04, 06).



2 Prehled literatury

2.1 Burkholderia cepacia

2.1.1 Vyskyt v prostredi a u lidi

Bakterie Burkholderia cepacia jsou gramnegativni, aerobni, nesporulujici tyce,
které byly prvné popsany v roce 1950 jako rostlinné patogeny zpuisobujici hnilobu
cibule (BURKHOLDER, 1950). B. cepacia se v prostiedi vyskytuje ubikvitné,
zejména v pudé kolem kofent rostlin, s nékterymi z nichz Zije v symbidéze (PARKE
& GURIAN-SHERMAN, 2001). Byla ale nalezena i ve stojatych vodach, v fekach,
jezerech a v mofi. Hledani pfirozenych rezervoari této bakterie je vSak
komplikovédno nedostatecnou citlivosti bézné¢ pouzivanych kultivatnich metod
(MILLER et al., 2002) — je mozné, Ze bakterie se vyskytuje v prostiedi daleko
bézné€ji, neZ se nyni domnivame. B. cepacia produkuje rostlinné hormony, latky s
antifungalnim U¢inkem (napf. cepacin (PARKER et al, 1984) i latky s c¢inkem
antibakterialnim: chinolon pseudan nebo fenazin (CARTWRIGHT et al, 19995),
ktery potlaCuje rostlinnd onemocnéni zplsobend jinymi pudnimi bakteriemi. B.
cepacia metabolizuje organické odpadni latky typu ftaldtd nebo chlorovanych
uhlovodikli a nékteré kmeny jsou dokonce schopné metabolizovat penicilin G jako
zdroj uhliku. Diky témto mimotfadnym vlastnostem byly bakterie komplexu B5.
cepacia pouzity v 90. letech minulého stoleti jako biodegradac¢ni a biopesticidni
agens. Potencialni vyuZiti B. cepacia pro zemédélské ucely se vSak dostalo do

ostrého rozporu s jejim prokazanym patogennim ucinkem.

Jako oportunni patogen v plicich pacienti s CF byla poprvé popsana na prelomu
70. a 80. let 20. stoleti (LYCZAK et al., 2002). Kromé pacientd s CF B. cepacia
ohrozuje pacienty sprimarmnim i sekundarnim poSkozenim imunity (pacienti
s chronickou granulomatézou a nemocné na anesteziologicko — resuscitatnim
oddéleni). Ve vyjimecnych pfipadech mize také infikovat pacienty, ktefi pred
onemocnénim byly zcela zdravi (mozkovy abces zplisobeny B. cepacia nebo kozni

1éze na nohou vojaki pii vycviku v tropech, tzv. swamp foot).
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2.1.2 Genetické zvlastnosti B. cepacia

Pfizpisobivost a rGznorodost této bakterie lze castecné vysvétlit pomoci
genetiky. B. cepacia ma mezi bakteriemi unikatni organizaci genomu. Jeho velikost
se pohybuje vrozmezi 6-9 Mb a je rozdélen do 2-4 replikoni (chromozom)
(PARKE & GURIAN-SHERMAN, 2001) piestoze se jednd o prokaryoticky
organismus. Za riznorodost bakterie jsou zodpovédné Cetné inzer¢ni sekvence, které
maji schopnost se v ramci genomu premistovat a tak zpisobovat mutace (LESSIE et
al., 1996). Tyto inzer¢ni sekvence jsou obvykle soucasti oblasti DNA, které nesou
veétsi pocet faktori virulence. Takovéto Useky se oznacuji jako ostrovy patogenity

(pathogenicity islands).

V genomu kmene J 2315, ktery nalezi do genomovaru III komplexu B. cepacia a
je reprezentantem nebezpecné prenosné linie ET 12, byl popsén ostrov patogenity o
velikosti 32 kb (BALDWIN et al., 2004). Oznacuje se jako cci (cenocepacia island)
a obsahuje 35 hypotetickych geni. Mezi tyto geny patfi geny pro quorum sensing
systém, fada transkripénich reguldtori nebo oblast BCESM (viz nize). Organizace
faktort patogenity do takovychto ostrovii zajist'uje spolec¢ny pienos téchto faktort a
tim 1 vysokou patogenitu bakterie. Je pravdépodobné, Zze obdobnd organizace je

pfitomna i u jinych, méné studovanych kmeni této bakterie.

2.1.3 Burkholderia cepacia a cysticka fibroza

Cystickd fibroza (CF) je vrozené, autozomalné recesivni dédi¢né onemocnéni,
které¢ se v kavkazské populaci vyskytuje priblizné ve frekvenci 1 : 2500 zivé
narozenych déti. Pri¢inou CF jsou mutace v obou alelach genu, ktery kéduje protein
oznacovany jako Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator - CFTR (RIORDAN et
al., 1989). Tento protein za normalnich okolnosti funguje jako chloridovy kanal
umistény na apikalni stran¢ epitelidlnich bunék. V ptipadé CF je vsak funkce tohoto
iontového kanalu naruSena nebo je kanal zcela nefunkéni. Tento defekt se projevuje
nefunkénosti  transportu chloridovych iontd pres apikdlni bunéénou membranu.

Ackoli defekt kanalu neni omezen na respiraéni trakt, pravé postizeni dychacich cest

vvr

11



k zahu$tovani sekretu a tvorbé vazkého hlenu. Ten ucpava dychaci cesty a stava se
tak idealnim mistem pro chronickou infekci a na ni reagujici zanétlivy proces
destruujici plicni tkan.

V prvnich letech Zivota je dychaci ustroji pacienta s CF nejcasteji infikovano
bakteriemi Staphylococcus aureus a Haemophilus influenzae; pozdéji se hlavnimi
patogeny stavaji Pseudomonas aeruginosa a bakterie z komplexu Burkholderia
cepacia (LYCZAK et al., 2002). Infekce bakteriemi z komplexu Burkholderia
primarné rezistentni na vétS§inu znamych antibiotik, a infekce je tedy prakticky
nevylécitelna — jednou kolonizovany pacient ma tak malou pravdépodobnost
eradikace plicni infekce B. cepacia, (ii) bakterie se mohou snadno §ifit z pacienta na
pacienta (LIPUMA, 1998; MAHENTHIRALINGAM et al., 2001) a (i) infekce
zpravidla zavazné zhorSuje klinicky stav pacienta: od mnoho let trvajiciho plizivého
zhorSovani plicnich funkci az po rychle smrtici septicky stav s nekrotizujici
pneumonii (cepacia syndrom) (ISLES et al, 1984; PARKE & GURIAN-
SHERMAN, 2001). Jen zridkakdy infekce viibec neovliviiuje priibéh onemocnéni
CF.

2.1.4 Heterogenita Burkholderia cepacia

Vyrazné vyjadiend heterogenita v klinickém obraze infekce B. cepacia u
pacienti s cystickou fibrézou je bezesporu zplsobend t€Z riznosti imunitni odpovédi
pacientl. Hlavné se vSak da ocekavat, Ze je zplUsobena heterogenitou samého
pivodce infekce - kmenl B. cepacia infikujici jednotlivé nemocné. To vedlo
k podrobné genetické analyze bakterie a k identifikaci jednotlivych druhi. Peter
Vandamme a jeho spolupracovnici prokazali v druhé poloviné 90. let, ze druh
oznacovany jako Burkholderia cepacia lze genetypovymi metodami rozdélit do
dalSich podskupin, které se taxonomicky oznacuji jako genomovary (VANDAMME
et al., 1997).

Pfed definici genomovaru je tfeba zopakovat definice nékolika zadkladnich
pojmu. Jako izolat se oznacuje populace bunék, které jsou odvozené od jedné kolonie
na izola¢ni plotné. Zakladni taxonomickou jednotkou je kmen, ktery tvofi linii
bakterialnich izolati shodnych vlastnosti. Vzajemné podobné kmeny odlisné od

kment ostatnich tvoii druh, pfibuzné druhy se pak sdruzuji do rodu.
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Pro komplex Burkholderia cepacia byla zavedena zvlastni taxonomickd jednotka:
genomovar. Jde o taxonomickou jednotku, ktera odpovidd bakteridlnimu druhu
definovaného pouze pomoci molekularné genetickych metod. Od jinych druht nelze
tuto taxonomickou jednotku odlisit klasickymi mikrobiologickymi metodami, jako
jsou kultivacni charakteristiky a testy biochemickych vlastnosti. Kmeny piivodné
oznacované jako Burkholderia cepacia se tak nejprve rozdélily do péti genomovart
(I-V; rok 1997) (VANDAMME et al., 1997). Pozdg¢ji ptibyly dalsi ¢tyfi (COENYE
et al., 2001a; COENYE et al., 2001c; VANDAMME et al., 2002). V souCasné dob¢
probiha studie desatého genomovaru. Ty jsou spole¢né sdruzené pod pojmem
Burkholderia cepacia komplex (Bcc; viz tab.1).

Vzhledem k tomu, Ze se v prvni zpravé o existenci genomovarii nepodatilo
nalézt charakteristické fenotypové vlastnosti, které by vedly kjejich jasné
identifikaci, autofi neptistoupili k pojmenovani genomovar binomickémi néazvy.
Pozdéji doslo k pfifazeni binomického nazvu vSem genomovarim na zdkladé nalezu
typickych fenotypovych znaki, jenz jsou charakteristické pro jednotlivé genomovary
(PARKE & GURIAN-SHERMAN, 2001). Dvouslovné oznaceni Burkholderia
cepacia tak piislusi pouze genomovaru I, ktery obsahuje kmen popsany jako tplné
prvni, ten, co zpusobuje hnilobu cibule. Uréitou vyjimkou z ndzvoslovi predstavuje
genomovar III, u néhoZ se nepodaftilo detekovat specifické fenotypové vlastnosti a
tak dostal binomicky nazev jen diky své klinické dulezitosti (VANDAMME et al.,
2003).

Rozfazeni izolath do pfislusnych genomovarii na zakladé stanoveni typickych
fenotypovych vlastnosti se neuziva, protoze je to technicky naro¢né a nepraktické.
Detekce genomovarti se provadi pomoci PCR metodiky, kterd vyuziva specifické
primery zaméfené na jedinecné nukleotidové sekvence jak celého komplexu B.
cepacia, tak 1 kazdého genomovaru. Koncem 90. let byly vyvinuty testy PCR
zaméiené na polymorfismy v oblasti gend pro 16S a 23S rRNA (LIPUMA et al.,
1999); s rozsitovanim komplexu B. cepacia o nové genomovary se vsak tato detekce
ukazala nedostacujici, protoZze neumoznovala rozlisit od sebe vSechny genomovary
komplexu. Vhodnou nahradou se stal gen recd, ktery vykazuje 94 - 95% sekvencni
podobnost mezi jednotlivymi genomovary a dovoluje tak specificky detekovat

skupinu Bcc jako celek 1 jednotlivé genomovary mezi sebou. Rozdily v sekvencich
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RecA genu umoziuji jesté dalsi roz¢lenéni v ramci genomovaru 111 na podskupiny A,

B, CaD (MAHENTHIRALINGAM et al., 2000).

Tabulka 1. Pfehled nazva vSech genomovarti komplexu Burkholderia cepacia.

Species (druh) Genomovar Reference
Burkholderia cepacia genomovar | (BURKHOLDER, 1950)
Burkholderia multivorans ~ genomovar II (VANDAMME et al., 1997)
Burkholderia cenocepacia  genomovar 11 (VANDAMME et al., 2003)
Burkholderia stabilis genomovar [V (VANDAMME et al., 2000)
Burkholderia vietnamiensis genomovar V (GILLIS et al., 1995)
Burkholderia dolosa genomovar VI (COENYE et al., 2001b)
Burkholderia ambifaria genomovar VII (COENYE et al., 2001c)
Burkholderia anthina genomovar VIII (VANDAMME et al., 2002)
Burkholderia pyrrocinia genomovar [X (VANDAMME et al., 2002)
Burkholderia ubonensis genomovar X (VERMIS et al., 2002)
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2.1.5 Genomovary u pacientii s CF a v prostredi

Prestoze vSechny genomovary (s vyjimkou genomovaru X) byly alespon
jednou nalezeny ve sputu od pacienti s CF, zdaleka nejcastéji je jako plvodce
infekce nalézan genomovar III nebo II. Pfitom pravé genomovar III je vyznamné
asociovan se zvysenou mortalitou infikovanych pacientl
(MAHENTHIRALINGAM et al., 2001). Je tomu tak téZ po provedené transplantaci
plic, ktera se stava posledni lécebnou metodou u pacientd nachazejicich se v globalni
respira¢ni insuficienci (DE SOYZA et al., 2001). Genomovar III je také nebezpec¢ny
rizikem epidemického rozsevu infekce v populaci pacienti s CF, nebot’ k tomuto
druhu patfi nejvice znamych ptenosnych kmenu. Pfenos mezi pacienty byl vsak
popséan i v piipadé¢ genomovart I, I a VI a fatalni septické stavy jsou znamy u
pacienti s genomovarem II (BIDDICK et al, 2003; SEGONDS et al., 1999).
Prozatim tak neexistuje jasnd odpovéd’ na otazku, zda néktery z genomovari ma
veétsi schopnost zpisobovat zavazné infekce, a zadny z genomovari tedy nelze
povazovat za pivodce pfiznivejsi varianty infekce.

Do skupiny environmentélnich genomovart patfi predevsim genomovar I,
ktery pivodcem jiz zminéné hniloby cibule, genomovar VII, do kterého nalezeji
potencialné agronomicky vyuzitelné biopesticidni kmeny (PARKE & GURIAN-
SHERMAN, 2001) a genomovar III. Pravé vyskyt genomovaru III v pid¢ poukazal
na nebezpeci ziskani infekce Bece ze zevniho prostiedi a znamenal vazny argument
proti vyuziti biopesticidnich kment, které mohou cestou horizontalniho genového
pfenosu ziskat vlastnosti lidského patogenu (COENYE & VANDAMME, 2003).
Potvrzeni moznosti, Ze infekci lze ziskat ze zevniho prostiedi, ptinesl nalez

epidemického kmene PHDC v zemédélsky obdélavané padé (LIPUMA et al., 2002).

2.1.6 Distribuce genomovart v populaci pacienti s CF

Vyznamnym ukazatelem pii popisu epidemiologické situace je stanoveni
distribuce jednotlivych genomovari v populaci. Obecné plati, Ze vétSina pacientd
s CF, ktera je infikovana bakteriemi komplexu Bcc, je infikovana genomovarem II1
(JONES et al., 2001; LIPUMA et al, 2001) nebo genomovarem II. V poméru
zastoupeni téchto dvou genomovari je v Evropé viditelny urdity severo-jizni

gradient. V Britanii a Francii je vysoké procento infekci zplisobeno genomovarem II
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(BRISSE et al., 2004; TURTON et al., 2003). Naproti tomu ve statech jizni Evropy
prevlada genomovar III (Italie (AGODI et al., 2001), Portugalsko (CUNHA et al.,
2003)). V Severni Americe severojizni gradient neni: v centrech pro lécbu CF v
Kanad¢ je pfitomen epidemicky kmen genomovaru III a asi desetina infikovanych
pacientt ma genomovar II, v USA také prevladd genomovar III, ale s vyS$S§im

vyskytem genomovaru II.

Tabulka 2. Distribuce jednotlivych genomovari mezi s CF

pacienty
infikovanymi Bcc ve vybranych populacich (% jsou podily genomovaru
z celkového poctu infikovanych pacienti). Genomovary VIII az X nebyly jesté v
dobé provedeni citovanych praci popsany a jsou tedy pravdépodobné zahrnuty pod
heslem “NeurCeno”. V Italii byl dodateéné¢ zaznamenan relativné vysoky vyskyt

vzacné B. pyrrocinia (genomovar IX) a B. cenocepacia, jeji recA podskupiny III-D
(MANNO et al., 2004).

Ceska
Francie Italie USA Kanada
republika
(BRISSE et | (AGODIet | (LIPUMA et | (SPEERT et
Genomovar | (DREVINEK
al., 2004) al.,2001) al.,2001) al., 2002)
et al.,2002)
. 153 pacienti | 59 pacientd | 606 pacientii | 475 pacientd
89 pacient
[ 0 0 4.8 2,6 0,2
11 2 52 4,8 38 9,3
111 65 45 73 50 80
v 0 1,3 3,2 0,2 3,8
Vv 0 0,6 0 5,1 1,6
VI 0 0 0 2 0
VII 0 0 0 0,7 0
Neurceno 0 1,4 14 1,6 1,8

Vyskyt infekce B.cepacia se u pacientli s CF vyznamné li§i mezi jednotlivymi
centry pro lécbu CF. Existuji centra, jeZ nevykazuji Zadny zachyt B.cepacia, a
naopak jsou oblasti, které se potykaji s prevalenci kolem 50 % (LIPUMA et al,
2001; SPEERT et al., 2002). Vyssi prevalenci hlasila centra, kde byl nalezen
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prenosny kmen ET12 (centra v Torontu, Edinburghu nebo Manchesteru) nebo kmen
PHDC (Philadelphia, Washington, DC).

Zastoupeni jednotlivych genomovart v ¢eské CF populaci bylo jiz stanoveno
(DREVINEK et al., 2002). Naprosta vétsina infekci je zpisobena genomovarem III,
respektive jeho podskupinou IIIA.

Rozsifeni genomovarti velmi hrubé odrazi epidemiologickou situaci v populaci
pacientt s CF. Pfevladajici vyskyt jednoho genomovaru napovidd, Ze by v takové
populaci mohl byt pfitomen pifenosny kmen. Naopak soucasny vyskyt vice
genomovari v populaci je nejspiSe dusledek nezavislych infekci bakteriemi ze
zevniho prostiedi - takovy ndlez svéd¢i pro efektivni separacni rezim, ktery brani
epidemickému Sifeni infekce. Podle nejnovéjSich doporuceni by mél separacni
systém zabranit i kontaktu mezi dvéma Bcc pozitivnimi pacienty, ktefi jsou
infikovani rozdilnymi genomovary. Je totiz mozné, Ze kmen jednoho genomovaru
vytésni z dychacich cest kmen genomovaru druhého (MAHENTHIRALINGAM et
al., 2001).

2.1.7 Pfenosné kmeny a jejich priklady

V roce 1990 byla uvetejnéna prvni zmifika o ptenosu bakteridlnich kment Bce
mezi pacienty s CF (LIPUMA et al., 1990). Poté byly ve vétsin€ center pro [é¢bu CF
identifikovany epidemické kmeny Bcc. Zjisténi schopnosti pienosu bakteridlnich
kment vedlo ke zruSeni vSech akci, kde dochéazelo k setkavani CF pacientil (napf.
letni tabory).

Nejznaméjsim prikladem prenosného kmene je kmen ET12 — elektroforeticky
kmen 12. Tento kmen se rozsifil v CF centrech v Kanad¢ a nasledn¢ ve Velké
Britanii (JOHNSON et al., 1994; SUN et al., 1995). Pro epidemicky kmen ET12 je
charakteristickd pfitomnost obfich vlaken, kterd se oznacuji jako cable pili. Tato
vlakna dlouha 2 — 4 pum a jsou pfitomna pouze u ET12. Gen cblA, ktery koduje
hlavni komponentu adhezinu obfich vlaken, se vyuzivad jako marker pfenosného
kmene ET12 (SAJJAN et al., 1995). Kromé vySe zminéného kmene ET12 byly
v Kanad¢ popsany dal$i ptenosné kmeny, které byly oznafeny podle svého
fingerprintového profilu na RAPD jako RAPD 01, 04, 06 (SPEERT et al., 2002). Na
vychodnim pobiezi USA se vyskytuje epidemicky kmen oznacovany jako PHDC,
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ktery jiz byl identifikovan 1 v Evropé (COENYE et al., 2004). VSechny tyto kmeny
nalezi do kmene B. cenocepacia (genomovar III). Lisi se v pfisluSnosti k jednotlivym
fylogenetickym podskupinam. Zatimco ET12 a RAPD 01, 04, 06 patii do
podskupiny IITA, PHDC nalezi do podskupiny IIIB.

Obrazek 1. Elektronopticka fotografie bakteridlni bunky, ktera nalezi k
epidemické linii ET12. Na jejim povrchu jsou vidét obii vldkna. Usetka v levém hornim

rohu odpovida délce 0,1 um. Obrazek je pouzit z originalni prace (SAJJAN et al., 1995).

Obecnéjsim markerem epidemickych kmenii je oblast DNA, popisovana jako
BCESM (Burkholderia cepacia epidemic strain marker). Jedna se o 1,4 kb dlouhou
oblast, kterd kdduje negativni regulator transkripce (esmR). Poprvé byla popsana u
kmene ET12 (MAHENTHIRALINGAM et al, 1997). BCESM je asociovan
s epidemicitou proto, Ze je soucasti ostrova patogenity (BALDWIN et al., 2004).
Tento ostrov obsahuje naptiklad i geny pro lipazy, protedzy, hemolysiny (schopné
indukovat apoptézu a degradaci fagocytl), katalazy a siderofory (transportni
slouceniny vazajici ionty zeleza) (GOVAN & DERETIC, 1996). Nedavno bylo
zjiSténo, Ze v tomto ostrove se naléza i gen pro quorum sensing systém. Ten reguluje
expresi ur€itych faktorli v zévislosti na mnozstvi ptitomnych bakterii. Pomoci tohoto

systému dokazi bakterie pres signalni molekuly (konkrétné¢ N — acylhomoserinové
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laktony) vnimat pocet jedinct stejného druhu v prostiedi. Pokud bakterie dosahnou
kritického mnoZstvi, aktivuji se dosud neexprimované geny. Tim se infekce
s narustajici dobou a pribyvajicim mnozstvim bakterii stava agresivnéj$i a odolnéjsi
k lécbe (CONWAY et al, 2002). Bakteridlni masa, kterd na povrchu epitelu
respiraéniho traktu vytvafi exopolysacharidem stmelenou biofilmovou vrstvu,
poskytuje jednotlivym bunkdm mnohem vys$i stupeii ochrany pted stresovymi
podnéty z mikroprostiedi.

Ani BCESM v3ak neptfedstavuje univerzalni geneticky marker epidemickych
kmend. Jako piiklad lze uvést ptenosné kmeny PHDC (CHEN et al., 2001)
a Midwest (LIPUMA, 1998), které nejsou pozitivni ani na BCESM, ani na cblA.
Genotypiza¢ni metody neni tedy mozné pii identifikaci epidemickych kment
zastoupit Zadnym testovanim markert epidemicity.

Vyskyt pfenosnych kmenii neni vylu¢nou vlastnosti B. cenocepacia, ale
prenosné kmeny jsou znamy i mezi dalSimi druhy Bcc. Jak doklada napiiklad prace
Biddickové a jejich spolupracovnikii (BIDDICK et al., 2003), epidemické kmeny
jsou piitomny téZ v ramci B. multivorans (kmeny OHBM a TUL2), B. cepacia
(DTN1) nebo B. dolosa (SLC6). Jejich rozsifeni je vSak malé v porovnani

s epidemickymi kmeny genomovaru II1.

2.2 Ildentifikace a typizace bakterii komplexu Burkholderia

cepacia

2.2.1 ldentifikace bakterii

Kultivace a identifikace B. cepacia zklinického materialu neni snadna. Jeji
kolonie rostou pomalu (uspésna kultivace vyzaduje 48-72 hodin) a navic tyto drobné
kolonie mohou byt piekryty jinymi mikroorganismy. Kultiva¢ni techniky proto
vyuzivaji kromé zakladniho spektra vySetfovacich obohacenych pevnych pid (krevni
agar, ¢okoladovy agar, MacConkey agar) i selektivni pidy. Pouzivd se BCSA tj.
Burkholderia cepacia selective agar, OFPBL nebo PC agar. Tyto puady vsak
zachycuji 1 bakterie rodu Ralstonia pickettii a Burkholderia gladioli, které je pak
nutné dale odlisit, a to zejména biochemickymi testy.

Komeréné dostupné identifikaéni systémy mohou zaménit bakterie z komplexu

B. cepacia za tzv. B. cepacia-like mikroorganismy, jakymi jsou napiiklad
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Burkholderia gladioli, Ralstonia pickettii, Achromobacter spp., Pseudomonas spp. €i
S. maltophilia (KISKA et al., 1996; MCMENAMIN et al., 2000). Americka studie,
kterd ovéfovala spravnost identifikace Bcc v mikrobiologickych laboratotich,
prokézala, Ze vice nez 10 % bakterii bylo mylné oznaceno jako B. cepacia a naopak
36 % izolath B. cepacia laboratote vibec jako B. cepacia neuréily (MCMENAMIN
et al., 2000; SHELLY et al., 2000). Z toho vyplyva, Ze spravnosti identifikace
bakterii komplexu B. cepacia mize zasadnim zpdsobem prospét SirSi uziti
molekularné genetickych metod. Jedna se jednak o metody, které detekuji sekvence
spole¢né celému komplexu, tak i o metody k odliSeni jednotlivych genomovart.
Detekci Bee 1 zatazeni bakterii do genomovaru pomoci metody PCR jsme pouzivali

1 my v nasi studii.

2.2.2 Typizace bakterii

Typizaci se rozumi testy vedouci k identifikaci bakteridlniho typu ¢i kmene
uvnitf t¢hoz druhu.

Typiza¢ni metody mlzeme rozdélit do dvou skupin: na metody fenotypové a
genotypové. Fenotypové techniky jsou zaloZeny na charakterizaci fenotypovych
vlastnosti. Vzhledem ktomu, Ze molekularné¢ genetické analyzy umozZiuji
podrobnéjsi analyzu studovaného materidlu, prestavaji je moderni epidemiologické
studie pouzivat. K fenotypizaci lze vyuzit znaki, které mohou byt stanoveny
laboratorné: biochemicky profil, bakteriofagovy typ, pfitomnost antigenii na
bunécném povrchu ¢i citlivost na antibiotika. Vzhledem k tomu, Ze tyto vlastnosti ve
zna¢né mife podléhaji selekénimu tlaku, mize dochdzet k jejich zménam.

Druhé skupina typiza¢nich technik je pfedstavovana metodami genotypovymi.
Ty jsou zaloZzené na analyze genetické informace organizmu, genetického profilu.
Porovnani téchto profili umoziiuje urcit genetickou pfibuznost vzorkt. Shoduje-li se
geneticky profil dvou izolati (tedy je danou metodou nerozlisitelny), pak se oba
vySetfované izolaty zatfadi do stejného kmene.

Typiza¢ni techniky jsou charakterizovany pomoci kritérii, kterd pomahaji urcit
vhodnost dané metody pro konkrétni studovany organizmus. Témito kritérii jsou
typizovatelnost, reprodukovatelnost, rozliSovaci sila, jednoduchost provedeni a
snadnost interpretace (TENOVER et al., 1997). Typovatelnost vyjadiuje schopnost

dané techniky poskytnout jednoznacény profil pro kazdy izolat daného bakterialniho
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druhu; urcuje, zda vibec lze danou metodu k typizaci danych izolatd pouzit. Nekteré
izolaty jsou urcitou technikou netypovatelné. Naptiklad jinak téméf univerzalni
PFGE selhava pti typizaci né€kterych kment Clostridium difficile, protoze pred
makrorestrikénim $tépenim je DNA bakterie degradovana DNé4zami (KATO et al.,
1994). Reprodukovatelnost vyjadiuje schopnost dané metody poskytnout stejny
profil pfi opakovaném testovani stejného vzorku. RozliSovaci sila vypovida o
pravdépodobnosti, s jakou lze rozlisit dva epidemiologicky nepfibuzné izolaty
pomoci vybrané techniky. Je zavisld na poctu typli a jejich relativni cetnosti
v populaci ptislusného druhu. Dale pak jednoduchost provedeni, kterd v sobé
zahrnuje finan¢ni naro¢nost, pracnost a potfebné technické vybaveni a v neposledni
fadé je to snadnost interpretace vysledki.

Neexistuje univerzalni molekuldrné typiza¢ni technika, kterou lze aplikovat na
vSechny mikroorganizmy bez vyjimky. V ptipadech, kdy molekularné
epidemiologicka studie zahrnuje del$i ¢asové obdobi, je navic vyhodou pro kone¢nou
interpretaci vysledkii nespoléhat se na jedinou metodu, ale podrobit studovany

soubor alespont dvéma typiza¢nim technikdm (GOERING, 2004).

2.2.2.1 Fenotypové typizacni techniky

Mezi tyto techniky patii:

Biotypizace, metoda, kterd pouziva biochemické testy, které prokazuji
schopnost izolatu metabolizovat ¢i produkovat urcitou latku (indol, sirovodik,
xyloza, laktoza, pigment atd.). Na zakladé vysledki téchto testl lze odlisit jednotlivé
biotypy. Biotyp je tedy definovan jako varianta daného druhu odliSena
biochemickymi testy. Tato technika ve srovnani s ostatnimi vykazuje nedostatecnou
reproducibilitu a rozliSovaci silu.

Stanoveni citlivosti na antibiotika je technika, kterd ma nizké naklady a
vysledky jsou rychle dostupné, ale vzhledem k tomu, Ze ve zdravotnickych
zafizenich jsou bakterie pod zna¢nym selekénim tlakem, neni metodou dosti
prikaznou. Lze ji vyuzit pouze k ziskani orienta¢nich vysledku.

Sérotypizace vyuziva reakce specifickych protilatek s povrchovymi antigeny
bakterii. Pomoci serotypizace lze klasifikovat celou fadu mikroorganizmti napft.

bakterie rodu Salmonella. Hlavnim omezenim této metody je piipadna zkfizena
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reaktivita riznych kmenl téhoz druhu, kterd mize vést k jejich faleSnému piifazeni

do téhoz kmene.

2.2.3 Genotypové typizacni metody

Vsechny genotypové typizacni metody jsou zaloZzeny na analyze odliSnosti
v sekvencich chromozomalni nebo extrachromozomalni nukleové kyseliny
mikroorganismt. Béhem typizace dochazi k detekci urcitych sekvenci, které jsou
charakteristické pro dany typ ¢i kmen. Genotypizace hraje dulezitou roli ve studiu
evoluce fady organizmu vcetné bakterii a umoziuji zjisténi epidemické situace tzn.
zjistovani prenosnych kmenu, které jsou zodpovédné za Sifeni infekce mezi pacienty.

Mezi genotypizacni metody se fadi:

Southern blotting je metoda, ktera pomoci sondy detekuje urcité useky
genomické DNA, naStépené restrikéni endonukledzou (OLIVE & BEAN, 1999).
Jednotlivé fragmenty se nejprve elektroforeticky rozdéli. Poté jsou pieneseny na
nylonovou membranu. Fragmenty DNA, pevné fixované na membrané, jsou
podrobeny hybridizaci se specifickou, zpravidla radioaktivné nebo fluroscenéné
znacenou sondou, jeZ naseda do mista odpovidajici sekvence hledaného genu. Lze se
zatadit i ribotypizaci (KOSTMAN et al, 1995), pti niz hybridizuje sonda
s konzervativnimi oblastmi ribozomalni DNA (16S a 23S rRNA).

Sekvenovani, technika, ktera ziskava informaci o poradi bazi v molekule DNA.
VyuzZiva poznatku, Ze DNA dependetni DNA polymeraza neni schopna rozpoznat
rozdil mezi dideoxyribonukleosidtrifosfaty (ddNTP) a deoxyribonukleosidtrifosfaty
(ANTP). DANTP se od ANTP 1isi absenci hydroxylové skupiny na 3" konci, ktera
slouzi k navazani dal$iho nukleotidu. Pokud dojde k ptipojeni ddNTP, je syntéza
fetézce ukoncena. Jednotlivé fragmenty jsou poté elektroforeticky rozdéleny a odtud
je odecteno potadi bazi. Jejimu $irSimu uziti v typizaci bakteridlnich kment vSak
zatim brani fakt, Ze doposud nebyly u fady bakterialnich druhl vybrany geny, jejichz
sekven¢éni variabilita by byla pfiméfena pro jednoznaéné urCovani genetické
ptibuznosti izolatd. Principu sekvence vyuziva 1 typizani technika MLST
(multilocus sequence typing) (ENRIGHT & SPRATT, 1999), ktera porovnava
bakteridlni kmeny podle podobnosti alelickych profili nékolika (5-7)
housekeepingovych genid. Pro typizaci B. cepacia se tato technika jevi jako velice
nadéjna. Byla jiz standardizovana naptiklad pro fylogeneticky blizkou Burkholderia

pseudomallei.
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CFLP (Cleavase Fragment Length Polymorfism) je metoda zaloZena na
rozpoznani a rozStépeni vlasenkové struktury enzymem cleavasou. Ke vzniku
vlasenky dochazi parovanim bazi téhoz fetézce za zvySené teploty. Vlasenky jsou
unikatni pro jednotlivé kmeny a vznikaji je$t€¢ pred obnovenim dvoufetézcové
struktury. Cleavasa [ rozeznava vétvené smycky a tam prestipne fetézec. Vysledkem
je smés razné velkych fragmenti DNA, které mohou byt elektroforeticky rozdéleny.
Odchylky ve struktute DNA jednotlivych bakteridlnich kmena se projevuji jako
odlisnosti ve fingerprintu.

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorfism) piedstavuje metodu
zaloZenou na specifické PCR amplifikaci pouze nékterych fragmentli, vzniklych
nastépenim celé genomické DNA (VOS et al, 1995). Tato technika zahrnuje tfi
kroky. Prvnim z nich je vznik DNA fragmentd ¢innosti obvykle dvou restrikénich
enzymu, které Stépi DNA srozdilnou frekvenci (napt. EcoR I a Mse I). Druhym
krokem je ligace oligonukleotidovych adaptérii se vzniklymi fragmenty a specificka
amplifikace. Té je docileno uzitim primert, které jsou homologické
s oligonukleotidovymi adaptéry. Treti krok predstavuje elektroforeticka separace na
polyakrylamidovém gelu.

RAPD (Random Amplified polymorphic DNA) je metoda ¢asto pouzivana jako
prvni screening velkého poctu vzorki (MAHENTHIRALINGAM et al., 1996b).
Jedna se o techniku, kdy dochazi k amplifikaci polymorfnich dsekd DNA. Jako
primer se vyuziva kratky oligonukleotid o nahodné sekvenci, ktery s dostatecnou
afinitou hybridizuje s bakterialni DNA za nizké nasedaci teploty. Pocet a lokalizace
komplementarnich mist pro primer se mezi odlisSnymi kmeny bakteridlniho druhu
1i8i. Amplifikované fragmenty jsou nésledné elektroforeticky rozdéleny. Vysledkem
je fingerprintovy profil, jehoZz prouzky jsou charakteristické pro jednotlivé
bakteridlni kmeny. Lze sem zafadit i metody odvozené od RAPD. Jedna se o metody
rep-PCR a BOX PCR, kdy jsou uZity primery o znamych sekvencich. Primery jsou
komplementarni k repetetivnim tsekiim bakterialni DNA tzv. REP elementim resp.
BOX sekvencim.

Makrorestrikéni Stépeni a PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) je
oznaCovana jako zlaty standard molekularné typiza¢nich metod. Narostlé bakterie
jsou zality do agarézovych diski a potom lyzovany. Genomickd DNA je naStépena
vzacné Stépici restrikéni endonukledzou, v ptipadé B. cepacia se jedna o Spel

(MAHENTHIRALINGAM et al., 2001). Takto ptipravené disky jsou naneseny a
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zality do agardozového gelu, vloZeny do specialni elektroforetické vany a podrobeny
elektroforéze v pulznim poli. Pulzni pole umoZiiuje separaci fragmentit DNA, jejichz
velikost se pohybuje v rozmezi 10 — 1 000 kb. Fragmenty jsou vizualizovany po
obarveni pomoci fluorescenéniho barviva. Metoda vykazuje vynikajici
reprodukovatelnost, rozliSovaci u¢innost a ma stanovena kritéria pro interpretaci
nalezu (tzv. Tenoverova kritéria (TENOVER et al., 1995)), ktera ostatnim metodam
chybi. Podle téchto kritérii lze jednotlivé izolaty rozdelit do nékolika kategorii: 1)
nerozliSitelné izolaty, jejich restrikéni profil je shodny, tedy shodujici se jak poctem,
tak polohou prouzk, 2) izolaty uzce ptibuzné, jejichZ profily se lisi ve dvou az tfech
prouzcich. Tyto odlidnosti odpovidaji jediné genetické zmeén¢, jako deleci, inzerci
nebo bodovou mutaci, 3) izolaty potencialné pribuzné, které vykazuji ve svém
restrikénim profilu ¢tyfi aZz Sest odliSnosti pfedstavujici dvé nezavislé genetické
zmény a konecné 4) izolaty neptibuzné, které se lisi ve vice jak sedmi prouzcich. Ty
znamenaji nejméné tfi nezdvislé genetické zmeény. Nevyhodou metody zlstava
pracnost a ¢asova naro¢nost; zpracovani jednoho setu vzorku trva tii az ctyti dny.

V ptipadé genotypizace Bce se nejcastéji uzivaji metody RAPD (COENYE et
al., 2002; MAHENTHIRALINGAM et al., 1996b; MCDOWELL et al., 2004),
BOX-PCR (COENYE et al., 2002) a PFGE (AGODI et al., 2002; COENYE et al.,
2002; HOLMES et al., 1999; MAHENTHIRALINGAM et al., 1996b; SIDDIQUI et
al., 2001).
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Vzorky od CF pacientu infikovanych B. cenocepacia

Na pritomnost bakterie komplexu B. cepacia bylo vySetieno sputum od 274
pacienti nemocnych CF. Tyto izolaty byly ziskany v letech 1997 az 2003. Vzorky
sput od 88 pacientli (32%) byly na ptitomnost této bakterie jednoznaéné pozitivni. U
26 pacientl (9,5 %) byla detekovana pouze ojedinélda pozitivita, kterd nebyla
potvrzena opakovanym testovanim odebraného sputa. Bé&hem studie bylo
analyzovano 83 klinickych vzorkl sput, které byly pozitivni na pfitomnost kmene
Burkholderia cenocepacia a patiily do RecA podskupiny A. Tyto izolaty byly
ziskdny od 67 pacient nemocnych cystickou fibrézou, z nichz 34 byli chlapci, 33
divky. Soubor téchto pacientl piedstavuje vétsSinu (94%) pacientd kolonizovanych B.
cenocepacia, kteti jsou lé€eni v prazském centru CF. Od 51 pacientii jsme ziskali
jeden vzorek. Od 16 pacientd jsme odebrali a analyzovali 2 izolaty, které byly
ziskany v €asovém rozmezi 22 — 54 mésict (primérnd doba mezi odbéry ¢inila 38

mesich).

3.1.2 Laboratorni pristroje a pomticky

Centrifuga Mini spin plus Eppendorf; Némecko
Dokumentac¢ni systém KDS 1D Kodak; Némecko
Elektroforeticka vana SHU 13 a zdroj napéti Sigma Aldrich; Némecko
Pipety Finnpipette; Finsko
Eppendorf; Némecko,
Termocycler Biometra T gradient Schoeller; Némecko
Transiluminator VL 50 Vilber Lourmat; Francie
Vortex ZX3 P-Lab; Ceska republika
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3.1.3 Spotrebni material

Mikrozkumavky

PCR desky

PCR kryci folie
Pipetovaci $picky s filtrem

Zkumavky 1,5ml

Eppendorf; Némecko
Eppendorf; Némecko
Eppendorf; Némecko
Sarstedt; Némecko

Sarstedt; Némecko

3.2 Metody

3.2.1 Extrakce DNA z kultury

e Material a chemikalie pro extrakci

1) Bakteriologické jednorazové klicky Medin; Ceska republika
2) CHELEX 100 Sigma Aldrich; Némecko
3) Snap cap zkumavky Eppendorf; Némecko

4) TSB Sigma Aldrich; Némecko

¢ Chemikalie pro ovéreni pritomnosti vyextrahované DNA

1) C-O primer mix BioTech; Ceska republika
2) DNA free MiliQ Qiagen; Némecko
3) Taq PCR Core Kit set Qiagen; Némecko.

4) Izolovana DNA

Sekvence primeru C-O mixu:
REC-5 : TGACCGCCGAGAAGAGCAA (MAHENTHIRALINGAM et al., 2000)
REC-3: CTCTTCTTCGTCCATCGCCTC (MAHENTHIRALINGAM et al., 2000)

e Postup:

Narostlé bakterie byly preockovany do snap-cap zkumavek s predplnénymi 3 ml
TSB bujonu. Bujon byl zvortexovan a pti 37°C ponechan pies noc na tiepacce.
Druhy den byl odebran 1 ml ¢&isté kultury do 1,5 ml zkumavky. Vzorky byly

nasledn¢ staeny po dobu 2 — 5 min pii 13 000 rpm. Poté byl vylit supernatant a
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srazenina byla resuspendovéana v 50 — 100 ul CHELEXu 100. Zkumavky se vzorky
byly pfeneseny do termobloku a inkubovany po dobu 5 minut. Pak byly ihned
pfeneseny na led a ponechany v lazni opét 5 minut. Proces inkubace v termobloku a
v ledové lazni byl jeSt€¢ jednou opakovan. Potom byly zkumavky se vzorky
centrifugovany po dobu 5 minut pfi 13 000 rpm. Ziskany supernatant byl pomoci

jednokolové PCR reakce zkontrolovan, zda se opravdu jedna o kulturu B. cepacia.

Tabulka 3. Rozpis reakéni smési na PCR

Chemikalie Zasobni Finalni Mnozstvi na
koncentrace koncentrace 1 vzorek
DNA free MiliQ - - 11,0 ul
PCR pufr 10x 1% 2,0 ul
MgCl, 25 mM 3mM 0,4 ul
DNTP 10 mM kazdého 0,15 mM 0,4 pl
Primer C- O 20 mM 0,7 mM 0,7 pul
Q- roztok 5 x 0,03 mM 4,0 ul
BSA 10 mg/ml 0,16mg/ml 0,32 pul
TAq polymeraza S U/ul 0,05 U/ul 0,16 pl
Vzorek DNA - - 1,0 ul
Celkovy objem - - 20 pl

3.2.2 RAPD typizace

Metoda byla pouzita k prvoscreeningu genetické piibuznosti bakterialnich
izolath komplexu B. cepacia. Pouzivana DNA byla extrahovana z kultur pomoci
CHELEXu.

3.2.2.1 PCR

e Chemikalie pro PCR:
1) DNA free MiliQ

2) Izolovana DNA

3) Primer 270 FL

Qiagen; Némecko

EastPort; Ceska republika
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4) Taq PCR Core Kit set Qiagen; Némecko

Sekvence  fluorescen¢niho  primeru FL  270:

(MAHENTHIRALINGAM et al., 1996a)

TGCGCGCGGG-Cys

Cy-5: fluorescencné znaceny cyaninovy derivat

Tabulka 4. Rozpis reakéni smési

Mnozstvi
Zasobni Finalni
Chemikalie na
koncentrace koncentrace
1 vzorek
DNA free MiliQ - - 13,5l
PCR pufr 10x 1x 2,5 ul
Q-roztok 5% 1% 5,0 ul
MgCl, 25 mM 2,5 mM 1,5 ul
0,24 mM
dNTP 10 mM kazdy 0,6 ul
kazdy
Fluorescen¢ni
_ 100 uM 1,6 uM 0,4 pl
primer
Taq polymeraza 5 U/ul 1 U/ul 0,5 ul
Vzorek DNA - - 1,0 pl
Celkovy objem - - 25 ul
e Postup:

Vsechny chemikalie byly kratce zvortexovany a zcentrifugovany. Poté byla
podle vySe uvedeného rozpisu piipravena reakéni smés. Smés byla rozpipetovana po
24 pl do jednotlivych pozic reakéni PCR desky. Do kazdé jamky byl piidan 1pl
vzorku DNA z extrahované bakterialni kultury. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
bakteridlni kmen X 123 (CCM 7292), 1232 (CCM 7291). Jako negativni kontrola
byla pouzita voda. Deska byla umisténa do bloku termocycleru, ktery byl predehraty

na 94°C. Amplifika¢ni program byl nasleduyjici.
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Amplifikaéni program: 1. 4 cykly: 94°C  S5min
36°C S min
72°C 5 min

2. 30cyklu: 94°C 1 min
36°C 1 min
72°C 2 min

3. 72°C 10 min

3.2.2.2 Kontrola produktu

Kontrola uspésné amplifikace byla provedena pomoci horizontalni elektroforézy

v 2,5% agarozovém gelu.

e Chemikalie:

1) Agardzal Amresco; USA

2) Ethidium bromid (20mg/ml) Sigma Aldrich; Némecko
3) Nanaseci pufr Sigma Aldrich; Némecko
4) Velikostni marker 2-Log DNA Ladder BioTech; Ceska republika

5) 0,5 x TBE pufr (Tris baze, kys. borita
EDTA 0,5 M, pH 8, dest. H,0)

e Postup:

Do jamek 2,5% agarézového gelu predbarveného EtBr v 0,5x TBE pufru byly
naneseny vzorky smisené s nanaSecim pufrem. K 5 pul PCR produktu bylo pfidano
5pl nanédseciho pufru (40% sachar6za a bromfenolova modr). Zaroven byl pfipraven
velikostni marker smisenim Spl nanaSeciho pufru a Sul 100bp velikostniho markeru,
ktery byl nanesen vzdy do posledni pozice piislusné fady. PCR produkty byly
rozdéleny v 0,5%xTBE pufru pfi napéti 6V/cm po dobu 45 minut. Gel byl

zdokumentovan fotografovanim na UV transiluminatoru.

29



3.2.2.3 Identifikace produkti na polyakrylamidovém gelu

e Pristroje a chemikalie :

1) ALFexpress I DNA Sequence Analyzer APB;Svédsko
2) Denaturaéni barvicka Sigma Aldrich; Némecko
3) Long Ranger gel 3,75% BMA; USA
4) Ovladaci software ALFwin Instrument Kontrol

Verze 2.00.15 APB; Svédsko
5) TEMED Sigma Aldrich; Némecko
6) Velikostni marker AlfExpress Sizer 50-500 APB; Svédsko
7) Vyhodnocovaci software ALFwin Fragment analyser

verze 1.00.35 APB:Svédsko
8) 10% persulfat amonny Sigma Aldrich; Némecko
9) 7 M urea ICN; USA

10) 1x TBE pufr (pH 8,4)

e Postup:

Pfiprava vzorku:

Vzorky pro naneseni na gel byly pfipraveny nasledovné: do Cistych stripti PCR
zkumavek bylo predpipetovanol,4 pl vody, 3,5 pl denaturaéni barvicky a 2,1 pl
vzorku. Poté byly vzorky denaturovany 4 minuty v predehfatém bloku termocycleru
pfi 94°C. Denaturované vzorky byly ihned pfeneseny do misky se smési ledu a vody.

Ptiprava gelu a naneseni do pfistroje:

Piiprava gelu a naneseni vzorkd do pfistroje byly provedeny dle instrukci
vyrobce. Gel byl pfipraven z 3,75% Long ranger gel, 7 M urey a 1x TBE pH 8,4.
Pfed nalevanim roztoku do pripravené kazety (ktera se sklada zvodou
temperovaného skla, kryciho skla, 0,5 mm silnych vymezovact, hiebenu se 40 zuby
a 8 svorek) bylo pridano 400 pl Cerstvé ptipraveného 10% persulfatu amonny a 40 pl
TEMEDu. Roztok byl promichan a pomoci injekéni stitkacky aplikovan do kazety.
Pak byl zasunut hieben a gel po dobu 2 hodin polymerizoval. Po polymerizaci byla
kazeta vloZzena do pfistroje Alfexpress a skla spolecné s pufrem temperovana na
teplotu 55°C. Vzorky i velikostni marker byly naneseny po 4 ul. Kazdou pozici bylo

pfed nanesenim vzorku nutné proplachnout pufrem z injekéni strikacky. Velikostni
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marker byl na gel nanesen vzdy alespon do tfi pozic. Nastaveni vlastniho b&hu
sekvenatoru bylo nasledujici:

Voltaz: 1500 V

Napéti: 60 mA

Doba separace: 1500 min.

Teplota: 55°C

Signdl byl zaznamenavan kazdé dveé sekundy.

e Vyhodnoceni vysledku
Vysledek byl analyzovan pomoci vyhodnocovaciho software na fragmentovou
analyzu. Porovnani jednotlivych profild mezi sebou bylo provadéno vizudlné,

kdy jednotlivé RAPD profily byly rozstithdny a vzdjemné porovnany.

3.2.3 Detekce BCESM

Metoda byla pouzita k piimé detekci BCESM markeru pomoci PCR
amplifikace.

e Chemikalie pro PCR amplifikaci:

1) DNA free MiliQ Qiagen; Némecko
2) dNTP (kazdy 5 mM) Qiagen; Némecko
3) Taq polymeraza Qiagen; Némecko
4) 10 xPCR Pufr Qiagen; Némecko
5) 25 mM MgCl, Qiagen; Némecko
6) 20 uM primer mix BCESM BioTech; Ceska republika
7) 0,14 uM primer mix 16S BioTech; Ceska republika

Sekvence primert pro BCESM:

BCESM 1 5- CCACGGACGTGACTAACA-3 (BALDWIN et al., 2004)
BCESM 2 5- CGTCCATCCGAACACGAT-3 (BALDWIN et al., 2004)
Sekvence primerii pro 16S rDNA:

UNI 2 GACTCCTACGGGAGGCAGCAG

UNI 5 CTGATCCGCGATTACTAGCGATTC
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Tabulka 5. Rozpis reakéni smési

Chemikilic Zasobni Finalni MnozZstvi na
koncentrace koncentrace 1 vzorek
DNA free MiliQ - - 8,4 ul
PCR pufr 10x 1x 2,0 ul
MgCl, 25 mM 3mM 2,4 ul
dNTP S mM 0,15 mM 0,6 ul
Primer BCESM 1 20 mM 0,7 mM 0,7 pl
Primer BCESM 2 20 mM 0,7 mM 0,7 pul
Primer mix 16S 0,14 mM 0,03 mM 4,0 pul
Taq polymeraza 5 U/l 0,05 U/l 0,2 pl
Celkovy objem - - 20 ul
e Postup:

VSechny chemikalie reak¢niho mixu byly zvortexovany a zcentrifugovany. Poté

byl podle vySe uvedeného rozpisu pfipraven reakéni mix. Mix byl rozpipetovan po

19 pl do jednotlivych pozic reakéni desky. Byl pfidan 1 pl extrahované DNA. Jako

negativni kontrola byla pouzita voda a vzorek jenz nenaleZel do genomovaru IIIA a

bylo znamo, Ze nenese BCESM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek ET12.

Deska byla umisténa do termocycleru a PCR amplifikace probihala podle nize

uvedeného amplifikéniho programu.

Amplifikaéni program:

1.

2. 30 cyklu:

94°C
94°C
60°C
72°C
72°C

S min
30 sec
30 sec
90 sec

5 min

Kontrola uspésné amplifikace byla provedena pomoci horizontélni elektroforézy

v 2,5% agarézového gelu (viz vySe, odstavec 3.2.1.2 Kontrola produktu). PCR

produkty byly rozdéleny v 0,5xTBE pufru pii napéti 6V/cm po dobu 30 minut. Gel

byl zdokumentovan fotografovanim na UV transiluminatoru.
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e Vyhodnoceni vysledku

Vzorek pozitivni na ptitomnost BCESM byl charakterizovan prouzkem v oblasti
1400 bp. Vzorek byl negativni na pfitomnost BCESM, pokud nemél prouzek
v oblasti 1400 bp, ale mél prouzek v oblasti cca 1100 bp, ktery ptedstavoval
16S rDNA, ktera byla pouzita jako vnitini kontrola Gspésné amplifikace. Analyzu

vzorku bylo nutné opakovat, pokud nebyl amplifikovan ani jeden z fragmentu.

3.2.4 Detekce cblA genu

Metoda byla pouzita k ptimé detekci cblA genu pomoci PCR amplifikace.

e Chemikalie pro PCR amplifikaci:

8) DNA free MiliQ Qiagen; Némecko
1) dNTP (kazdy 5 mM) Qiagen; Némecko
2) Taq polymeraza Qiagen; Némecko
3) 10 xPCR Pufr Qiagen; Némecko
4) 25 mM MgCl, Qiagen; Némecko
5) 20 mM primer cblA 3 BioTech; Ceska republika
6) 20 mM primer cblA 5 BioTech; Ceska republika
7) 0,14 uM primer mix 16S BioTech; Ceska republika

Sekvence primert pro cblA gen:
cblA 3 5-CCAAAGGACTAACCCA-3 (SAJJAN et al., 1995)
cblA 5 5-ACGCGATGTCCATCACA-3 (SAJJAN et al., 1995)
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Tabulka 6. Rozpis reakéni smési

Zasobni Finalni MnozZstvi na
Chemikalie

koncentrace koncentrace 1 vzorek
PCR voda - - 8,4ul
PCR pufr 10x 1% 2,0pl
MgCl 25 mM 3 mM 2,4pl
dNTP 5mM 0,15 mM 0,6pl
Primer cblA 3 20 mM 0,7 mM 0,7ul
Primer cblA 5 20 mM 0,7 mM 0,7ul
Primer mix 16S 0,25 mM 0,05 mM 4,0ul
TAq polymeraza 5U/ul 0,05U/ul 0,2ul
Celkovy objem - - 20ul

e Postup:

VSechny chemikalie reakéniho mixu byly zvortexovany a zcentrifugovéany. Poté
byl podle uvedeného rozpisu pripraven reakéni mix, ktery byl opét promichan a
zcentrifugovan.

Mix byl rozpipetovan po 19ul do jednotlivych pozic reakéni desky. Byl ptidan 1
ul extrahované DNA. Jako negativni kontrola byla pouzita voda a vzorek jenz
nenalezel do genomovaru IIIA. Jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek ET12.
Deska byla umisténa do termocycleru a PCR amplifikace probihala podle nize

uvedeného rozpisu.

Amplifikaéni program: 1.94°C 5 min
2.30 cykla:  94°C 30 sec

60°C 30 sec

72°C 60 sec

3.72°C 2 min

Kontrola uspésné amplifikace byla provedna pomoci horizontalni elektroforézy

v 2,5% agarozovém gelu (viz odstavec 3.2.1.2 Kontrola produktii). PCR produkty
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byly rozdéleny v 0,5xTBE pufru pfi napéti 6 V/cm po dobu 30 minut. Gel byl

zdokumentovan fotografovanim na UV transiluminatoru.

e Vyhodnoceni vysledku

Vzorek pozitivni na ptitomnost BCESM byl charakterizovan prouzkem v oblasti
600 bp. Vzorek byl negativni pokud nemél prouzek v oblasti 600 bp, ale mél prouzek
v oblasti cca 1100 bp, ktery predstavoval 16S rDNA, ktera byla pouzita jako vnitini
kontrola uspé3né amplifikace. Analyzu vzorku bylo nutné opakovat, pokud nebyl

amplifikovan ani jeden z fragmentu.

3.2.5 PFGE typizace

Metoda byla pouzita k ovéfeni genetické pribuznosti bakteridlnich izolatu

komplexu B. cenocepacia.

e Pristroje a pomicky

Centrifuga Mini spin plus Eppendorf; Némecko
Dokumentacni systém Polaroid; Velkéa Britanie
Elektroforeticka vana CHEF-DR2 Bio-Rad; Ceska republika
Pipety Eppendorf; Némecko
Finnpipette; Finsko

Spektrofotometr BioTech; Ceska republika
Termostat Bio-Rad; Ceska republika
Vodni lazen Bio-Rad; Ceska republika
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Spotfebni material

Bakteriologické jednorazové klicky

Bunicina

Formicky na disky

Kryci sklicka

Petriho misky

Pipetovani Spicky s filtrem
Spektrofotometrické kyvety
Zkumavky 1,5ml

Ziletky

15 ml kalibrované zkumavky

Chemikalie a roztoky:
A. Chemikalie
Agardza SeaKem LE
BSA pufr
Plug Sigma VII agar6za
Proteé4za
Pulsed Field Certified Agarose
Spel enzym
Velikostni marker

Xbal enzym

B. Roztoky:

PEN pufr

50g NaOH

146g EDTA (ICN 800684)

10g N-lauroyl sarkosin (sodna sil)

794 ml destilovana voda

pH upraveno na 9,6

Medin; Ceska republika
Medin; Ceska republika
Bio-Rad; Ceska republika
Medin; Ceska republika
Gama group; Ceska republika
Sarstedt; Némecko
Eppendorf; Némecko
Sarstedt; Némecko

Astra; Ceska republika

Sarstedt; Némecko

FMC; Némecko

Biotech; Ceska republika
Sigma Aldrich; Némecko
Sigma Aldrich; Némecko
Bio-Rad; Ceska republika
NE BioLabs; Ceska republika
Bio-Rad; Ceska republika
Biotech; Ceska republika
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SE pufr
75 mM NaCl (4.38 g/l)
25 mM EDTA (50 ml 0.5M zasobniho roztoku o pH 8.0)

pH upraveno na 7.4

10x TE pufr
10 ml 1 M Tris HCI pH 8,0
2 ml 0,5 M EDTA

988 ml destilovana voda

e Postup:
A .Rust bakterii

Vzorky byly naockovany ze zamrazené kultury nebo Cerstvého vzorku na plotny

s TSA agarem a inkubovany pti 32°C po dobu 24 hodin.

B. Pfiprava diskt

Bakteriologickou kli¢kou na jedno pouziti byly narostlé bakterie Burkholderia
cepacia preneseny do 1,5 ml zkumavky. Vzorky byly resuspendovany v 1000 pl SE
pufru, tak Ze byly opakované intenzivné promichany 200 pl pipetou. Poté byly
vzorky centrifugovany 4 minuty pti 5 000 rmp. Supernatant byl vylit a zkumavky
byly kratce ponechény na buni¢iné dnem vzhuru. Pak bylo ke vzorkim pfidano 1000
ul SE roztoku a pomoci pipety a vortexu opétovné  tiikrat az Ctyfikrat
resuspendovany. Poté byla masa bakterialni kultury adjustovdna na spektometru pfi
600 nm kdy, do kyvety bylo pfedpipetovano 0,5 ml SE pufru a ptidano zhruba 60 pl
bakterialni suspenze tak aby bylo dosazeno optické denzity 0,98 - 1,02.

Naredéna bakteridlni kultura v mnozstvi 200 pl byla pfepipetovana do 1,5 pl
mikrozkumavky. K t¢mto 200 pl kultury byla pfidano 200 pl 2% Sigma VII agarozy
v SE pufru temperované na 45 - 50°C. Tato smés byla pipetou fadné promisena a
nanesena do formicek na piipravu disk ve dvou kopiich. Disky se ponechaly deset
minut tuhnout.

Ztuhlé disky byly pfeneseny do 15 ml Sroubovacich zkumavek, které byly
predplnény 10 ml PEN roztoku s Proteazou o koncentraci 1 mg/ml na vzorek. Pak

nasledovala inkubace ve vodni lazni pii 37°C pies noc.
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C. Stépeni bakterialniho chromozomu pomoci Spel nebo Xbal

Druhy den byl odstranén PEN pufr. Do jednotlivych zkumavek s disky bylo
pfidano 10 ml TE pufru a inkubovany za stalého tfepani 10 - 15 minut. Tento krok
byl 3 - 4 opakovan. Dostatecné promyti se projevovalo ulpivanim diskii na sténé¢
zkumavky.

Piiprava diskil na Sté€peni probihalo tak, Ze jeden zdiski byl vyjmut ze
zkumavky na Petriho misku a pomoci Ziletek byl z disku odfiznut slaby prouzek,

ktery byl ptenesen do smési s restrikéni endonukleazou.

Rozpis smési s restrikéni endonukledzou na 1 vzorek: Spe | 1 ml
Pufr 2 15 ml
BSA 1,5 ml
Voda 97,5 ml

Stépeni probihalo pfes noc pii 37°C. St&jné tak byly inkubovany prouzky

velikostniho markeru.

D. Pulzni elektroforéza

Separace fragmentli probihala na 1% gelu SeaKem LE agarézy 0.5 x TBE
pufru. Nejprve bylo pfipraveno 2,1 litru 0,5 x TBE. Z tohoto mnozstvi bylo 100 ml
pouzito na rozpusténi 1 g agardzy. Hotova agaroza byla ponechéna ve vodni lazni pti
50°C.

Disky byly vyjmuty z smési s restrikéni endonukledzou a opatrné osuseny
savym materialem. Pak pomoci klicky a kryciho sklicka byly poloZzeny na hieben
elektroforézy a ponechany cca 10 minut. Do prvni a posledni pozice hiebenu byl
umistén velikostni marker. Poté byl hieben polozen na formu gelu a zalit
temperovanou agarézou. Jamky vzniklé po vyjmuti hifebenu byly zality uchovanym
zbytkem agardzy. Gel byl po dokonalém zatuhnuti (cca 30min.) vyjmut z formy a

vloZen do elektroforetické vany.
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Elektroforéza byla nastavena podle nasledujicich parametrii:
Pii Stépeni Spel:
Swich time: 30 - 70 sekund po dobu 10 hodin

30 - 90 sekund po dobu 14 hodin

Uhel: 120°
Voltaz: 5 V/iem
Teplota: 14°C

Pfi $tépeni Xbal:
Switch time: 2 — 28 sekund po dobu 20 hodin

Uhel: 120°
Voltaz: 6 V/cm
Teplota: 14°C

Po uplynuti doby déleni byl gel barven v roztoku 100 ml TBE s ptidavkem
1 pl ethidium bromidu (koncentrace 1 pl/ml) po dobu 20 minut a oplachovan cca 5

minut ve vodé. Dokumentace vysledkii byla provadéna pomoci fotografického

ptistroje Polaroid.

e Vyhodnoceni vysledku:
Profily jednotlivych vzorki byly rozstithany. Jejich velikost byla adjustovana
podle velikostniho markeru, ktery byl separovan na gelu spole¢né se vzorky. Poté byl

profil kazdého vzorku porovnan s profily ostatnich vzorki.
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4 Vysledky

Soubor obsahujici 83 izolata B. cenocepacia ze sputa
67 pacienti s CF byl studovan pomoci RAPD typizace, makrorestrikéniho $tépeni
bakterialni DNA s naslednou separaci fragmentti v elektrickém pulznim poli a

priikazu markert epidemicity BCESM a cblA.

4.1 RAPD

Separace PCR produktt jednotlivych izolatl v polyakrylamidovém gelu vedla k
rozliSeni 10 — 25 prouzki, jejichz velikost se pohybovala v rozmezi
200 — 1500 bp. Byly identifikovany 4 razné typy profild. Z celkového poctu 83
izolatd jich 79 nalezelo kjednomu typu RAPD profilu. Tato podobnost byla
interpretovéana jako vyraz klonalni vazby téchto izolatli. Tento klon byl oznacen jako
CZ1. Izolaty spadajici do klonu CZ1 se navzajem ve svych RAPD profilech lisily
maximalné ve tfech prouzcich. Ve c¢tyfech pripadech vzorky poskytovaly RAPD
profily zcela odli$né od profilu CZ1 i od sebe navzajem. Tyto izolaty byly ziskany od
riznych pacientli s CF a byly oznaceny jako kmeny CZ2 — CZ4.

U Sestndcti pacientl byly vySetieny dva vzorky. U patnacti z nich byla infekce v
obou ptipadech zptsobena klonem CZ1. V jednom piipadé bylo zjisténo, ze pacient
byl plvodné infikovan unikatnim kmenem B. cenocepacia a nasledné doslo k

infekci klonem CZ1.
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Obrazek 2. Vysledek RAPD typizace B. cenocepacia. Potadi izolath je nasledujici:
v pozici 1 je nanesen velikostni marker; v pozici 2, 3 jsou vzorky RAPD 01 spadajici
do referenéniho kmene C5635 a C6965, v pozicich 4-6 jsou naneseny izolaty
Ceskych pacientli s CF s majoritnim klonem CZ1, v pozicich 7 — 9 jsou naneseny
unikatni kmeny CZ2 - CZ4, vpozici 10 je izolat referenéniho kmene

ET 12 C5424.

1500 bp - ——
1100 bp - =
800 bp - —— o

4.2 Makrorestrik¢ni analyza

Stépenim pomoci restrikéni endonukleazy Spel a naslednym délenim vzniklych
fragmentl v pulznim poli byly ziskany tzv. pulzotypy. Jeden pulzotyp obsahoval 15
— 20 prouzkd. Jednotlivé pulzotypy byly vizudlné vzdjemné porovnany kazdy
s kazdym a bylo zjisténo, ze 77 izolati ma podobny pulzotyp.

Makrorestrikénimu $tépeni pomoci Xbal bylo podrobeno 62 izolatd. Jednotlivé
fragmenty mély krat3i délku neZ fragmenty vzniklé $tépenim Spel. Jejich maximalni
délka dosahovala 400 bp. Sest izolati mélo unikatni Xbal pulzotyp. Téchto Sest
vzorkli poskytovalo unikatni profil i po $tépeni pomoci Spel. Zbyvajici izolaty
vykazovaly podobny motiv ve svém pulzotypu. Celkova variabilita pulzotypi Xbal u
zbyvajicich izolatd byla niz8i nez u pulzotypi Spel. Urceni podobnosti bylo
komplikovano vysokym stupném diverzity mezi jednotlivymi profily. V nékolika

ptipadech se profily liSily az vSesti a vice prouZcich. Vzhledem k velkym
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odlisnostem jednotlivych pulzotypli nebylo mozné aplikovat tzv. Tenoverova kritéria
pro uzce pribuzné kmeny. Kritéria pro interpretaci vysledku tedy byla modifikovana
tak, Ze nejprve byly porovnavany fragmenty o kratsi délce (150 — 500 kb).
Fragmenty v této oblasti byly rovnomérné rozdéleny, a piestoze i zde se nachazely
odlisnosti v jednom az tfech prouzcich, bylo mozné identifikovat podobny motiv
jednotlivych pulzotypi. U izolati s podobnym motivem v oblasti krat$ich fragmentd
byla porovnana oblast delSich fragmentl (vice nez 600 kb). Pti porovnavani této
oblasti nebyla vénovana pozornost t¢ém prouzkim, u kterych byla patrna casta
variabilita. Pouzitim modifikovanych kritérii pro hodnoceni pulzotypt bylo 77
izolatti zatazeno k jednomu typu. Sest izolatl vykazovalo zcela odlisny pulzotyp od

pulzotypu ptevladajiciho klonu.

Obrazek 3. Priklad vysledku PFGE po Stépeni Spel. V pozici 1 je velikostni
marker, v pozici 2 — 9 jsou naneseny izolaty Ceskych pacientt s CF, které patii do
dominatniho klonu CZ1, v pozici 10 je profil unikatniho kmene CZ3, v pozici 11-12

jsou referen¢ni kmeny C5635 a C6965, spadajici do kmene RAPD 01

485kb -

242kb -

48 kb -
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Obrazek 4. Ukazka vysledku PFGE po §tépeni Xbal. V pozici 1-2 jsou referen¢ni
kmeny RAPD 01, v pozici 3-9 jsou izolaty majoritniho klonu CZ1 a v pozici 10 je

velikostni marker.

®) 12 3 4 5 6 7 8 910

-97kb

-48kb
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Obrazek 5. Ukazka porovnavani fingerprintovych profild ziskanych
metodou PFGE (neni-li k dispozici software pro hodnoceni fingerprinti).
V naSem piipadé by vzhledem k velké variabilité mezi jednotlivymi profily, nemohl
byt dany software vyuZit, protoZe by doslo k chybnému vyhodnoceni.

Na obrazku jsou znazornény profily osmi izolatd, které béZely na riznych
elektroforetickych gelech. Po adjustaci jejich velikosti byl kazdy izolat srovnavan se
v§emi ostatnimi. Ve sloupcich 3 az 6 jsou zastupci epidemického klonu CZ1, kteri
sdileji stejny motiv, i kdyZz mezi profily mizeme nalézt rozdily v Sesti 1 vice
prouzcich. Ve sloupcich 1 a 2 je zachycen kanadsky kmen RAPD typu 01, ve sloupci
8 epidemicky kmen ET12. Klinicky izolat s odliSnym pulzotypem, neZ ma kmen CZ
1, je pod cislem 7. Ve sloupci 1 je velikostni marker, ktery byl pouzit k adjustaci

velikosti jednotlivych fragmenti.
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4.3 Porovnani RAPD a PFGE

Vysledky RAPD metody i metody PFGE, kromé dvou ptipadl, prokazaly
ptislusnost izolati k majoritnimu klonu CZ1. Pomoci metody PFGE u zminénych
dvou izolatl nebyla pfislusnost k CZ1 potvrzena, piestoze RAPD profily odpovidaly
klonu CZ1. U ¢&tyf pacientli byly pomoci RAPD i PFGE identifikovany unikétni
kmeny CZ2 — CZ4. Celkem 77 izolati bylo pomoci obou molekularné genetickych

metod zafazeno do dominantniho epidemického klonu.

4.4 Detekce genu cblA a BCESM

Detekce epidemickych markerd pomoci PCR technik byla provedena u 83
izolati. VSechny izolaty byly negativni na ptitomnost cblA genu. BCESM byl
prokazan u 81 izolatd. Dva zbyvajici izolaty byly BCESM negativni. Tyto 1zolaty
nendlezely do epidemického klonu CZ1, ale do kmene CZ3. Izolaty, pattici do
epidemického klonu CZ1 a do kment CZ2 a CZ4 byly BCESM pozitivni.

4.5 Porovnani klonu CZ1 s ostatnimi znamymi epidemickymi
kmeny

Vzhledem k tomu, Ze v ¢eské populaci CF pacientti infikovanych B. cenocepacia
se vyskytuje genomovar IIIA, ktery je BCESM pozitivni, bylo mozné predem
vylou¢it ~ pifibuznost  skmenem  oznatovanym  jako = PHDC,  ktery
predstavuje genomovar 1B a je negativni na pfitomnost obou markert epidemicity.

Ziskany profil obou fingerprintovych technik ptrevladajiciho epidemického klonu
CZ1 byl porovnan s profily popsanych epidemickych kmend. Tyto kmeny jsou podle
svého RAPD profilu oznacovany jako RAPD 01, 02 (ET 12), 04 a 06 a naleZi do
genomovaru IIIA (SPEERT et al., 2002). Porovnanim profild bylo zjisténo, ze
fingerprintovy profil se velmi podoba kanadskému epidemickému kmeni, ktery je
v literatufe charakterizovan profilem RAPD 01 a ktery zodpovida za rozsev infekce

predevsim v CF centru v kanadském Vancouveru.
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Zjisténim nepiitomnosti cblA genu u izolatd spadajicich do CZI, ktery se
vyskytuje se vnasi CF populaci, bylo mozné vyloucit pfibuznost s vysoce

nebezpe¢nym, epidemickym klonem ET12.

Tabulka 7. Rozdéleni izolatu do jednotlivych genomovaru

Pocet vzorkt
Celkem| CZ1 CZ2 CZ3 CZ4 |Neidentifikovano
Metoda
RAPD 83 79 1 2 1 -
PFGE Spel 83 77 1 2 1 2
PFGE Xbal 62 56 1 2 1 2

Tabulka 8. Vysledky detekce markeru prenosnosti

Pocet vzorku
Celkem |Pozitivni |Negativni

Marker
cblA 83 0 81
BCESM 83 81 2
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5 Diskuze

5.1 Epidemicky kmen CZ1

5.1.1 Nalez nového epidemického kmene B. cenocepacia

Nase prace prokazala, ze bakterialni populace komplexu B. cepacia je u ¢eskych
pacientii s CF homogenni nejen na drovni genomovaru (DREVINEK et al., 2002),
ale 1 na irovni kmene.

Piitomnost epidemického kmene v populaci naSich pacientl s CF naznacovaly
nékteré neprimé dikazy. V prvni fadé to byla vysoka prevalence. Prazské centrum
pro 1é¢bu CF ma ve svém registru piiblizné 30% pacienti kolonizovanych
komplexem B. cepacia. Z literatury bylo znamo, Ze vysokou prevalenci (az 50 %)
udavaji centra pro léébu CF, kde byly identifikovany pienosné kmeny (centra v
Torontu, Edinburghu nebo Manchesteru, kde byl identifikovan ET 12, dale pak ve
Philadelphii a Washingtonu, DC, kde se potykaji s PHDC). Po vzoru zapadnich
center pro lécbu CF, byla u pacientim infikovanych timto patogenem, provedena
identifikace jednotlivych genomovart. Identifikace byla provadéna pomoci citlivych
PCR reakeci, pii kterych byly pouzity primery specifické pro jednotlivé genomovary.
U deviti desetin pacientd byl identifikovan genomovar III, rec4 skupina A, ktery je
povazovan za nejrizikovéjsi variantu Bcc (MAHENTHIRALINGAM et al., 2001).

Logickym pokradovanim analyzy ¢eskych kmend komplexu B. cepacia byla
molekularni typizace. Jejim ukolem bylo zjistit, zda uvnitf genomovarové
homogenni skupiny (tj. v ramci genomovaru B. cenocepacia recA skupiny A) je
ptitomen epidemicky kmen ¢i nikoliv. Klinické vzorky patfici do genomovaru I1I A
byly podrobeny dvéma fingerprintovym technikdm RAPD a makrorestrikénimu
Stépeni s naslednou separaci fragmentd v pulznim poli. I pfes interpreta¢ni uskali
vysledkit PFGE jsme identifikovali epidemicky klon sdileny vétSinou pacientl s
infekei B. cenocepacia. Znamena to, Ze vysoka prevalence infekce je dana rozsevem

epidemického kmene v populaci pacientli nemocnych CF (viz obrazek 5).
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Obrazek S. Struktura zastoupeni pivodct infekce Bec u ¢eskych pacientd s CF. Graf

naznacuje vysoky stupeinl uniformity uvnitt bakterialni populace.

Zastoupeni

5 . Zastoupeni B. ) L
Pocet pacientl epidemického klonu

cenocepacia recA sk. A

s infekci Bee CZ 1 mezi
mezi pacienty s CF
30% Z1 pacienty izolaty III — A
90%
96%

5.1.2 Porovnani se znamymi epidemickymi kmeny

Na§ epidemicky kmen CZ 1 je velmi podobny kanadskému epidemickému
kmeni RAPD 01. Toto zji§téni bylo prekvapujici, vzhledem ke znaéné vzdalenosti
obou zemi a faktu, Ze tento kmen nebyl doposud nalezen v zadné zemi, ktera je
Kanad¢ geograficky blize. Uréitd pravdépodobnost pfenosu je dana kontaktem
ceskych a kanadskych pacientii s CF na mezinarodnich taborech, pofadanych v 90.
letech minulého stoleti; jednoznaéné¢ dokumentovat takovy kontakt jiz ovSem neni
mozné. Je znamo, Ze kondni taborli uzce souvisi s pfenosem a roz$ifenim infekce
komplexem B. cepacia (GOVAN et al., 1993; PEGUES et al., 1994). Alternativnim
vysvétlenim, jak mohlo dojit k roz§iteni tak geograficky vzdaleného epidemického
kmene, je pfitomnost kmene v prostiedi (ptid¢) jak v Kanad¢, tak v nasi zemi. Pfenos
z prostiedi byl jiz popsan napiiklad u epidemického kmene PHDC (LIPUMA et al.,
2002), nikoli vSak v ptipad¢ kmene RAPD 01.
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Nas epidemicky klon byl porovnan s dal$imi publikovanymi epidemickymi
kmeny ET 12, RAPD 04 a RAPD 06. RAPD i PFGE profil klonu CZ1 se od jejich
profild vyrazné odliSoval. Nezvratny dikaz, Ze se vSak jedna o epidemicky kmen, byl
podan detekci markeru pienosnosti BCESM, na ktery je CZ1 pozitivni. Naproti tomu

neptitomnost cblA genu u CZ1 definitivné vyloucila podobnost s ET 12 linii.

5.1.3 Situace v kanadskych centrech pro lé¢bu CF

Situace v téchto centrech je ponékud odlisna. Prevalce infekce komplexem B.
cepacia je v Kanad¢ taktéz vysoka (22%). Plnych 83% ptipadl infekce je zplisobeno
genomovarem III A. Pomoci molekularné typiza¢nich metod byla zjiSténa distribuce
jednotlivych epidemickych kmend vramci genomovaru III recA skupiny A.
Majoritnim epidemickym kmenem v Kanade¢ je ET 12, ktery byl identifikovan u 73%
pacientli s CF infikovanych genomovarem III A. Epidemicky kmen RAPD 01 je zde
pfitomen v mnohem mensi mife neZ u nas (pouhych 4,6% infekci). Tento fakt je
zfejmé dan tim, ze epidemicky kmen ET 12 je mnohem virulentnéjsi, agresivnéjsi a

prenosnéjsi nez jiné epidemické kmeny.

5.1.4 Pri€iny rozsevu B. cenocepacia

Rozsiteni klonu CZ1 u velkého po¢tu pacientd je pravdépodobné zplisobeno
pozdnim zahdjenim separacniho systému v ¢eskych centrech pro lécbu CF a
nedostatecnymi  protiepidemickymi opatfenimi. Mikrobiologickd diagnostika
patogenu zaloZena pomoci kultivaénich metod byla zavedena az v roce 1994, tedy
v dobé, kdy zapadni centra CF jiz védéla o vyskytu epidemickych kmeni a reagovala
na né separaci pacientll podle typu kolonizace. Striktni izolace nekolonizovanych
pacientd od pacientll kolonizovanych komplexem B. cepacia byla zahajena
v prazském centru v roce 1997. Toto rozdé€leni se ale pozdé€ji ukazalo jako neptilis
St'astné. V ramci tohoto rozélenéni se setkavali pacienti s CF, ktefi byli kolonizovani
jak pfenosnym tak nepfenosnym kmenem B. cepacia. Timto opatfenim se usnadnilo
Sifeni pfenosné¢ho kmene. Prenosna varianta kmene B. cepacia je ve své podstaté
povaZovéana za vice nepfiznivou formu, kterd mize vytésnit nepienosnou formu B.
cepacia a svou vys§i virulenci zhorsit stav pacienta (MAHENTHIRALINGAM et

al., 2001). Jak se podaiilo zjistit, infekce epidemickym kmenem CZ1 alesporn u
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jednoho pacienta nahradila infekci zpisobenou unikatnim kmenem. Stav z minulosti
nam sice neni znam, ale vzhledem ke zna¢né genetické uniformit€ klinickych vzork
v celé Ceské populaci pacientll s CF, lze pfedpokladat, Ze k podobné situaci doslo u
vétsiho poctu pacientd (pouze tii pacienti byly infikovani unikdtnim kmenem
bakterie B. cenocepacia).

Na zakladé znalosti genomovaru a pozdé€ji 1 fingerprintového profilu
kolonizujici B. cenocepacia zacal tym klinickych pracovniki centra pro 1écbu CF ve
Fakultni nemocnici Motol aplikovat nova pravidla protiepidemického rezimu.
V soucasné dob¢ jsou separatné vedeny skupiny nemocnych, ktefi (i) maji
epidemicky klon CZ1 B. cenocepacia, (i1) maji B. cenocepacia jiného pivodu nez
CZ1, (ii1) maji jiny genomovar nez B. cenocepacia a (iv) vykazuji pozitivitu na
infekci Bee pouze pti pouziti citlivé metody PCR, nikoliv méné¢ citlivé kultivace.

Separace pacientd s pozitivnim PCR nélezem, ale negativhim nalezem
kultivaénim. PCR vySetfeni dava informaci soucasné nebo nedavné piitomnosti
bakterie komplexu B. cepacia v dychacich cestach — nicmén¢ bakteridlni izolat neni
k dispozici. Tato nejistota vede k tomu, Ze skupina PCR pozitivnich a zaroven
kultivaéné negativnich pacientll je vymezena jak vi¢i negativnim pacientiim, tak
vici pacientim kultivaéné pozitivnim.

Trend v incidenci infekce Bce naznacuje, Ze nastoleny protiepidemicky systém
bude efektivni. V roce 2004 byly diagnostikovany ¢tyfi nové pripady infekce B.
cepacia. Tti z nich byly jsou zpisobené genomovarem III A. Pti 30% prevalenci
infekce lze povazovat za uspéch, protoze v dfivéjSich letech byl pocet nové
diagnostikovanych infekci podstatné vyssi a ptevazna vétSina z nich byla zptisobena
genomovarem Il A (viz. tabulka 9). Usp&snost protiepidemického systému je
podpoiena i faktem, Ze v poslednich letech se objevuji mezi novymi ptipady infekce
Bce zastupei jinych genomovart, kteti nehrozi epidemickym Sifenim infekce.
Pacienti je pravdépodobné ziskavaji ze zevniho prostedi a takovou cestu infikovéani

nemuzeme hygienicko-epidemiologickym rezimem ovlivnit.
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Tabulka 9. Nové identifikované piipady infekce Bcc (rozdélené podle
jednotlivych genomovartt) v letech 1994 - 2004. Tabulka zahrnuje noveé
identifikované infekce Bcc u pacientl navstévujici prazské centrum pro lécbu CF.

Identifikace byla provadéna pomoci PCR diagnostiky.

Rok I1 I1-A I11-B IV |Neurcen* P().(':et .
pacientu
1995 0 11 0 0 3 14
1996 0 8 0 0 1 9
1997 0 4 0 0 1 5
1998 0 11 0 0 2 13
1999 0 10 0 0 1 11
2000 2 4 1 1 0 8
2001 0 4 1 0 0 5
2002 0 4 2 1 1 8
2003 0 0 1 0 0 1
2004 0 3 0 0 1 4
1994 2004 2 56 5 2 9 78

*) PrisluSnost bakterie ke genomovaru nebyla stanovena z ddvodu neuchovani
izolatu pro PCR analyzu, negativniho vysledku na vSechny vysetfované genomovar-
specifické reakce nebo z divodu, Ze infekce byla detekovana pouze PCR metodou

nikoli kultiva¢né.

5.1.5 Infekce Bcc u pacientii nemajici CF

Infekeci Bcec nejsou ohrozovani pouze pacienti s cystickou fibrézou. Jako
oportunni patogen je B. cepacia detegovana téz u primarné ¢i sekundarné
imunokompromitovanych pacientti (non CF pacienti). Jen za obdobi tnor - ¢ervenec
2002 byla bakterie zachycena u 48 non CF pacientd hospitalizovanych ve Fakultni
nemocnici Motol (pfedevSim na oddélenich Anesteziologicko-resuscitatnim
oddéleni, novorozenecké Jednotce intenzivni péle, na plicni a gynekologicko-
porodnické klinice). Nabizela se logicka otazka, zda existuje epidemiologicka

souvislost mezi témito izolaty akmeny, které infikuji CF pacienty. Vysetfeni
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jednotlivych vzorkl na typ genomovaru prokézalo, Zze mezi CF populaci a pacienty
s jinymi diagnézami ,,necirkuluje* tataz bakterie. Zatimco pacienti s CF jsou osidleni
predevSim bakteriemi genomovaru IIIA, u non CF nemocnych pievladal nélez

genomovaru [V.

5.4 Metodicke aspekty

5.1.6 RAPD

Metoda RAPD byla primarné¢ vybrana pro svou jednoduchost provedeni a
uspokojivou rozliSovaci schopnost. Vétsina vzorkd vykazovala shodny profil na
RAPD. Zvolili jsme detekci zaloZenou na scanovani fluorescenéné znacenych RAPD
fragmentd. Diky vyuziti fluorescenéniho znaceni fragmenti jsme docilili vys$si
rozliSovaci schopnosti a tim vétSiho poc¢tu prouzkii v rameci jednotlivych profili.
Pomoci pocitatového programu bylo mozné provést detailn€jsi hodnoceni
nascanovanych prouzkid, kdy jsme posuzovali jak jejich intenzitu, tak pfesnou
polohu. Taktéz bylo moZné porovnavat pouze urcité useky profili. Tato metoda také
vykazovala vysokou reproducibilitu, ktera byla demonstrovana tak, Ze jsme
opakovan¢ za stejnych podminek analyzovali stejné vzorky ve stejném pfistroji a
ziskané profily danych vzorkd byly shodné. Prestoze RAPD vysledky potvrdily nasi
domnénku, Ze v ¢eské CF populaci je pfitomen pievladajici epidemicky kmen, chtéli

jsme potvrdit tyto vysledky dalsi molekularné typiza¢ni metodou.

5.1.7 Makrorestrikéni Stépeni Spel, Xbal a PFGE

Tato metoda, 1 pres svoji ¢asovou narocnost, je oznacovana jako zlaty standard
fingerprintovych technik pro svoji vynikajici reprodukovatelnost, rozliSovaci
uc¢innost a definovana kritéria pro interpretaci vysledku. Na rozdil od RAPD metody,
kdy jsme ziskali jednotny RAPD profil pfevladajictho klonu, pulzotypy
analyzovanych izolatd byly odli$né az v osmi prouzcich. Pivodné jsme se domnivali,
enzymu Spel. Proto byly vzorky analyzovany znovu, tentokrdt pomoci restrikéni
endonukleazy Xbal. Vysledek byl ale podobny jako v ptipadé Spel.

K vyhodnoceni vysledki PFGE separace se vyuziva Tenoverovych pravidel,
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ktera tikaji, Ze za uzce ptibuzné lze oznacit takové izolaty, jejichZ profily se odlisuji
v jednom az tfech prouzcich (TENOVER et al., 1995). Pokud by tedy hodnoceni
probihalo pfesné podle Tenoverovych pravidel, nemohli bychom potvrdit pfitomnost
epidemického kmene v ¢eské CF populaci. Jak bylo pozdéji zjisténo a potvrzeno,
Tenoverova pravidla je mozné uspé$né aplikovat pouze na skupinu vzorkd, ktera
byla sesbirdna v ramci jednoho outbreaku napt. pti studiu bakterie Staphylococcus
aureus (MCDOUGAL et al., 2003). Pokud vsak analyzujeme vzorky, které byly
shromazdény béhem delsiho casového obdobi, je zde moznost vzniku ndhodnych
mutaci vramci celého bakteridlniho genomu. Diky témto mutacim pak
epidemiologicky pfibuzné izolaty mohou vykazovat odliSnosti ve svém pulzotypu.
V ptipad€é B. cenocepacia je pravdépodobnost vzniku ndhodnych mutaci zesilena
ptitomnosti multireplikonového genomu s velkym poétem inzer¢nich sekvenci.

Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé profily vykazovaly zna¢nou heterogenitu jak
v kvalit¢ obrazu tak samotném fingerprintu, nebyly vysledky vyhodnocovany
pomoci pocitacové analyzy. Pocitaové zpracovani by pravdépodobné vedlo
k zavadéjicimu tfidéni naSich vzorkl. Jednotlivé pulzotypy tedy byly porovnany
vizualné. Behem vizualniho hodnoceni byly jednotlivé profily porovnavany mezi
sebou. I béhem tohoto vyhodnocovani vznikly problémy zpisobené odlisSnou
kvalitou profild jednotlivych izolatt, které byly rozdélovany na riznych gelech.
Dalsi komplikace byla dana nutnosti adjustovat kazdy profil podle zebricku
ptislusného gelu. Vysledky PFGE se ve vétS§iné shodovaly s vysledky RAPD
analyzy. Rozpor nastal pouze ve dvou pfipadech, kdy vzorky vykazovaly unikatni
PFGE profil, ale RAPD profil byl shodny s profilem ptevladajiciho epidemického
kmene. Unikatni profil vykazovaly tyto dva vzorky jak pii S$tépeni Spel tak Xbal.
Tato odchylka miize byt zpisobena vyraznou rozliSovaci silou, ktera mize vést k
falesné neshodé v ptipadé dvou izolatu.

Celkové vysoka shoda vysledki obou analyz ukazuje, Ze méné pracné a ¢asové
méné narocnd RAPD analyza je spolehlivym méfitkem pro prvni analyzu rozsahlé
kolekce vzorkl. Naproti tomu mimotadna rozliSovaci sila PFGE miize zpisobit
riziko faleSného oznaceni nékterych vzorkl jako nepfibuzné. Jako ptiklad lze uvést
dvojice vzorki od sedmi pacientll, které byly izolovany v c¢asovém odstupu
minimalné pul roku. Tyto vzorky vykazovaly shodny RAPD profil, ale PFGE profily
po makrorestrikénim $tépeni se vzdjemné lisily az v osmi prouzcich. Nase poznatky

s analyzou PFGE pro vétsi sbirku vzorkt nashromazdénych béhem delsiho ¢asového
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obdobi se shoduji se studii, kterd porovnavala vhodnost jednotlivych
genotypizacnich metod pro studium B. cepacia (COENYE et al., 2002). V této praci
autofi navrhuji jako vhodné métitko pfo studium S$irSich a delSich epidemiologickych

studii metodu BOX — PCR.
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6 Zaveér

Infekce bakteriemi komplexu B. cepacia je velmi zavazny faktor ovliviiujici
zdravotni stav pacientll s cystickou fibrézou. U vétSiny nemocnych infekce
nepfiznivé ovliviiuje celkovou prognézu onemocnéni. Ke sledovani cest pfenosu
infekce mezi jednotlivymi nemocnymi byly vyuzity fingerprintingové metody, které
dokazi urcit konkrétni plivod urcité zjisténé bakterie.

Analyzou vysledka prazského centra pro 1é¢bu cystické fibrozy bylo prokéazano,
Zze vnaSich podminkach byl hlavnim divodem rozsifeni infekce, zpusobené
epidemickym kmenem CZ 1, pfenos mezi jednotlivymi pacienty. V tom je situace
ziejm¢ odlisna proti nékterym jinym zemim, kde v minulosti nedochdzelo k tak
intenzivnimu pofadani rehabilitaénich a rekondi¢nich pobytl, jako tomu bylo v
Ceskoslovensku a pozdéji v Ceské republice. Tyto aktivity se bohuzel pozdgji
ukazaly jako vyznamny epidemiologicky rizikovy faktor, ktery usnadnil rozsifeni
epidemického kmene CZ 1 v populaci pacientd s cystickou fibrézou. Jednim z
vystupll nasi prace jsou preventivni opatieni v ramci péce o nemocné CF, ktera by
méla vést ke sniZeni rizika ziskani zdvazné bakteridlni infekce. Prvni vysledky
klinické analyzy dokazuji, Ze od doby, kdy doslo k zpfisnéni a duaslednéjsimu
dodrzovani protiepidemiologickych opatfeni, je mozné pozorovat ur€ité zlepSeni v

incidenci infekce i v zavaznosti jejiho dopadu na stav nemocnych CF.

Jak uz zde ale bylo zminéno, pacienty s cystickou fibr6zou neohrozuji pouze
bakterie komplexu B. cepacia. Za vysoké procento infekci je zodpovédna
Pseudomonas aeruginosa, a predmétem zajmu odbornikd se stale vice stava
Stenotrophomonas maltophilia. Hygienicko-epidemiologicky rezim by tedy nemél
byt zaméfen pouze proti bakteriim komplexu B. cepacia, ale také proti dalSim
patogenim, u kterych zatim nezname pozadi infekce ve smyslu jejiho mozného
epidemického Sifeni.

Objektivni a presné informace o mikrobiadlni kolonizaci nemocnych CF jsou
zakladnim predpokladem Uspésné komplexni péée o nemocné CF. Jen péce zalozena
na véasné a presné identifikaci zavaznych patogennich mikrobu, fizena dale podle
funkénich parametrt, podle pravidelného sledovani stavu vyzivy spolu s jeho
aktivnim ovliviilovanim a s uplatnénim vSech modernich postupt je jedinou cestou k

ovlivnéni prognozy této dosud nevylécitelné zavazné nemoci.
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The morbidity and mortality rates in patients with cystic fibrosis (CF) are significantly affected by
infections with Burkholderia cepacia complex. In a Czech CF Centre, the prevalence of the infection
reached up to 30 %, with the majority of patients found to be infected with Burkholderia cenocepacia
(formerly genomovar Il of the Burkholderia cepacia complex). Since B. cenocepacia is associated
with patient-to-patient transmission and epidemic outbreaks among CF patients, this study sought
to examine the epidemiological relatedness between the Czech isolates belonging to the
genomovar-homogeneous group. Eighty-three clinical isolates recovered from 87 CF patients were
analysed using a random amplified polymorphic DNA (RAPD) assay and macrorestriction typing
(Spel and Xbal) followed by PFGE. A single predominant banding pattern shared by multiple isolates
was detected, although Spel-generated PFGE results yislded a higher rate of inter-pattern variability
in comparison to the more uniform RAPD and Xbal-generated PFGE results for this clone. Both
typing systems also showed that only three out of 67 patients harboured strains distinct from the

major strain type. The dominant clone was characterized by PCR positivity for the B. cepacia
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epidemic strain marker, PCR negativity for the cable pilin subunit gene and close genetic
relatedness to the epidemic strain of RAPD 01 type previously identified in Canada.

INTRODUCTION

Infections with micro-organisms from the Burkholderia
cepacia complex (Bcc) are highly problematic for patients
with cystic fibrosis (CF). These infections represent burdens
not only for individual infected patients but also for the CF
community as a whole since certain Bcc strains have the
capacity of patient-to-patient transmission (Mahenthiralin-
gam et al., 2002).

Most transmissible strains have been identified within the
recently designated species Burkholderia cenocepacia (geno-
movar III of the Bee) (Vandamme et al., 2003). For example,
strains from the cable-pilus-encoding ET12 lineage have
been responsible for epidemic outbreaks in a Toronto CF
centre, and subsequently were spread to the UK (Johnson
et al., 1994; Sun et al., 1995). Other transmissible strains
within B. cenocepacia but distinct from the ET12 lineage have
been identified in Canada {strain types designated RAPD 01,
04 and 06 (Speert et al., 2002); belonging to recA-derived
subgroup I1IA] and in the USA [PHDC strain (Chen et al.,
Abbreviations: Bcc, Burkholderia cepacia complex; BCESM, B. cepacia
epidemic strain marker; CF, cystic fibrosis; RAPD, random amplified
polymorphic DNA.

2001) and Midwest clone (LiPuma et al., 1988); belonging to
recA group I1IB]. Recently published data on PHDC and its
presence in Europe indicate that transatlantic spread of the
Bcce is not a feature exclusive to the ET12 lineage (Coenye
et al., 2004).

The Czech CF community represents a CF population with
high Bcc prevalence, reaching up to 30% during the late
1990s (P. Drevinek, unpublished data). Such a high figure
may indicate that transmissible strains of the Bcc are present
within the patient population. This assumption was further
emphasized by assignment of more than 90 % of isolates into
the B. cenocepacia recA I11A category (Drevinek et al., 2003).
However, to reveal the true epidemic origin of the infection,
further analysis of the genomovar-homogeneous groups was
necessary.

In this study, we performed random amplified polymorphic
DNA (RAPD) analysis (Mahenthiralingam et al., 1996) and
macrorestriction typing followed by PFGE (Mahenthiralin-
gam et al,, 2001) to investigate genetic relatedness between
Czech clinical isolates and to compare them with major
epidemic strains from other CF centres. In addition, the
isolates were also screened for the presence of genetic markers
of strain transmissibility, i.e. the B. cepacia epidemic strain
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marker (BCESM) (Mahenthiralingam et al., 1997), a com-
mon genetic marker present in several well-described B.
cenocepacia epidemic strains, and the cblA gene (Sajjan et al.,
1995) specific for the ET12 strain.

METHODS

Patlents and bacterlal strains. Over the period 1997-2003, a total of
83 B. cenocepacia clinical isolates recovered from 67 CF patients had
been stored. These 67 patients (34 males, 33 females; age 9-31 years)
represented the majority (94 %) of Bcc-infected patients attending the
Prague CF Centre. Single isolates were archived from 51 CF patients and
two serial isolates recovered with a mean time interval of 38 months
(range 22-54 months) were available from sixteen additional patients.

To check the accuracy of culture-based identification and to determine
the genomovar status of the Bcc, extracted DNA from each isolate was
subject to generic and genomovar-specific PCRs as described previously
(Drevinek et al, 2002). All the isolates were assigned to B. cenocepacia,
recA group IlIA. For further comparative analyses, the B. cenocepacia
strains of several epidemic lineages were included in the analysis (Speert
etal., 2002): C5635 and C6965 (RAPD type Ol strains), C5424 and J2315
(RAPD type 02, ET12 lineage), C5726 and C6433 (RAPD type 04), and
C8182 and C7748 (RAPD type 06).

RAPD typing. For PCR-based typing, bacterial DNA was extracted
from fresh overnight cultures using the QlAamp DNA Mini kit
(Qiagen). RAPD assays were performed according to a previously
described protocol (Mahenthiralingam et al., 1996) with slight mod-
ifications based on the use of a fluorescently tagged (Cy-5) primer 270
that enabled visualization of the amplification products on an ALFex-
press II DNA sequence analyser (Pharmacia). The fragments were
separated in 3:75 % Long Ranger gels (BMA) with 7 M ureaand 1 X TBE
buffer (pH 8-4) at 55 °C and 1500 V for 10 h. In-house-made PCR
fragments of 800, 1100 and 1500 bp in length were used as molecular size
standards. Banding patterns were compared visually.

PFGE typing. Prior to processing for PFGE, bacterial cultures were
grown in Tryptone soya broth with shaking (200 r.p.m.) at 37°C
overnight. The density of harvested bacteria was adjusted to ODjgyo 0-8—
0-9 and thereafter culture cells were embedded in plugs with low gelling
temperature agarose type VII (Sigma). The plugs were lysed overnight
with 1 % N-lauroyl sarcosine sodium salt and 0-1 % Pronase (Roche).
Macrorestriction of genomic DNA was performed using either 3 U of
Spel or 2:5 U of Xbal enzymes at 37 °C overnight. Fragments were
separated on a 12 % agarose gel with 0-5X TBE running buffer at 14 °C
and 6 V cm™! on a CHEF-DR2 device (Bio-Rad). For Spel-digested
DNA, PFGE conditions were as follows: 1 to 40 s for 10 hand 3010 90 s
for 14 h. Xbal-digested DNA was separated under the ramp conditions
of 2to 28 s for 20 h. A lambda ladder was used as a standard size marker.
Banding patterns were compared visually and defined criteria (Tenover
et al., 1995) were used to determine the pulsotype of each isolate.

Epidemic strain-specific PCR. PCR assays targeting two markers of
transmissibility, cblA and BCESM, were performed in accordance with
published protocols (Sajjan et al., 1995; Mahenthiralingam et al., 1997).
In addition, PCR detecting cubacterial 16S rDNA sequence was
included in each PCR reaction as an internal control of successful
amplification (primers published by Mahenthiralingam et al., 2000).

RESULTS AND DISCUSSION

The high prevalence of B. cenocepacia-infected patients
present in the Czech CF community was a cogent reason
for performing active surveillance using genotyping meth-

ods. To assess the genetic relationship between B. cenocepacia
isolates, two widely used fingerprinting techniques were
applied. RAPD typing was primarily chosen for its unques-
tionable advantage of ease of performance and its expected
satisfactory discriminatory power when analysing large
populations of micro-organisms collected over extended
periods of time. A higher discriminatory power can be
achieved by PFGE analysis, which also disposes excellent
reproducibility with narrow inter-gel variability (Coenye et
al., 2002; Tenover et al., 1995). Therefore, PFGE as a gold
standard of bacteriological typing was used to check the
propriety of the RAPD results and of their interpretation.

RAPD of B. cenocepacia isolates

Separation of fluorescently labelled RAPD products in an
acrylamide gel, which was scanned by an ALFexpress 11
sequencer, led to clear distinction of between 10 and 25 bands
over a size range of 200 to 1500 bp for each Bcc isolate
examined. Excellent reproducibility of banding patterns with
only minor variations in particular band intensities was
demonstrated when applied to the same samples on repeated
occasions.

A total of four RAPD types were identified among the 67 CF
patients studied. Seventy-nine of the 83 isolates analysed
showed a single dominant RAPD typing pattern, designated
type 1 (Fig. 1). The RAPD patterns of four isolates, each
recovered from a different CF patient, were distinct from the
type 1 pattern and represented different types (types 2-4;
type 3 was found in two of these four isolates).

One CF patient, originally infected with a unique strain, was
subsequently superinfected with a strain of RAPD type 1
when examined 2 years later. The remaining 15 patients for

1 2 3 4 5 (] 7 8 9 10
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Fig. 1. RAPD typing of B. cenocepacia. RAPD-generated polymorph-
isms are displayed as a graphical output from the sequence analyser.
Samples in each lane are as follows: 1, molecular size markers; 2 and
3, RAPD type 01 reference strains C5635 and C6965, respectively;
4-6, Czech CF patient isolates of the dominant clone CZ1; 7-9,
unique Czech strains CZ2, CZ3 and CZ4, respectively; 10, ET12
reference strain C5424.
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the multireplicon genome of B. cenocepacia that harbours a
high-copy-number of insertion-sequence elements (Lessie
etal., 1996; Liu et al., 2003). Their presence in the dominant
clone CZ1 may have promoted genomic rearrangements that
were detected by macrorestriction with Spel, but not ob-
served by either Xbal analysis or RAPD typing.

Overall high concordance between PFGE and RAPD results
showed that the less laborious RAPD analysis was a reliable
tool for the first screening of our large isolate collection,
corroborating the results observed in other studies that
have used this technique to type Pseudomonas aeruginosa
(Mahenthiralingam et al., 1996). In contrast, the excessively
high discriminatory power of PFGE (specifically with Spel)
conferred the risk that isolates belonging to a common
lineage but recovered over extended periods of time would be
deemed unrelated. This oversensitivity of PFGE might be a
reason for the discrepancies observed in two clinical samples,
which were assigned to the unique strain group by PFGE,
while RAPD analysis revealed no major differences between
their patterns and the pattern of the dominant clone. Our
experience with PFGE for the analysis of larger sets of
B. cenocepacia isolates is in agreement with a comparative
study of B. cenocepacia genotyping methods (Coenye et al.,
2002). In this study, the authors proposed BOX-PCR
fingerprinting as a more appropriate molecular tool for
global epidemiological studies.

CblA and BCESM detection

The clone CZ1, shared by multiple Czech CF patients, and the
CZ4 strain were PCR positive for the auxiliary marker of
transmissible B. cenocepacia strains (BCESM), but PCR
negétive for the genetic indicator of the ET12 strain (cblA).
Strains CZ2 and CZ3 were both BCESM- and cblA-negative.

Comparison of the clone CZ1 with other epidemic
strains

Based on characteristics of the other epidemic strains, we
compared the Czech clone CZ1 with Canadian epidemic
strains of RAPD 01, 04 and 06 types (Speert et al, 2002) as
well as with the ET12 lineage, since the cblA-negative ET12
strain has been recently observed (McDowell et al., 2004).
Close similarity between CZ1 and Canadian RAPD 01 was
detected by both fingerprinting systems (RAPD and PFGE
data are shown in Figs 1 and 2, respectively). Examination of
clone CZ1 and the Canadian RAPD type as part of a Bcc
multilocus sequencing typing scheme has also demonstrated
that they are the same strain type (A. Baldwin, C. Dowson,
E. Mahenthiralingam, unpublished data). This was a rather
surprising finding. It is certainly possible that social contact
between Czech and Canadian CF patients during the early
1990s may have occurred as a result of international CF
camps held at that time. Attendance of CF camps has been
linked to the spread of Bcc infection (Govan et al., 1993;
Pegues et al., 1994); however, no direct epidemiological link
between Czech and Canadian patients was found in the
records available at our centre. An alternative explanation for

the prevalence of a single strain type may lie in the occurrence
of the strain in the proximate environment of CF patients
acting as a primary source of the infection. The isolation of
the epidemic PHDC strain in soil serves as a precedent for the
existence of epidemic strains in natural niches (LiPuma et al.,
2002).

Infection control in Bee-positive patients

A strict isolation policy of cohorting Bcc-infected patients
aimed at preventing further spread of B. cenocepacia infection
among patients of the Prague CF Centre was introduced in
1997. However, keeping patients colonized with Bcc apart
from the others has turned out to be an inadequate control
measure. This measure does not reflect a risk of strain
replacement with epidemic clones within the group of Bcc-
infected patients, which is considered an unfavourable
phenomenon because a transmissible strain is likely to be
more virulent than a non-transmissible one (Mahenthira-
lingam et al., 2001; Speert et al., 2002). As documented in this
study, the epidemic clone CZ1 had replaced a unique strain
in at least one patient since 1997. We can speculate that more
patients may have suffered from such superinfection events
in the past, since genetic uniformity of clinical isolates
throughout the Czech CF population was very high (only
three out of 67 patients harboured unique strains).

It is therefore highly advisable to include the epidemicity
status of isolates into rational cross-infection control guide-
lines and to segregate patients infected with epidemic strains
of B. cenocepacia from those infected with sporadic unique
strains. Although many CF centres practice individual
segregation of patients as a means of infection control
(Saiman & Siegel, 2003), this practice is difficult in clinics
where resources and space are limited. Hence, understanding
the risk posed by the epidemic strains can still be useful for
implementing infection control policies in centres that
experience such problems. It is worth noting that identifica-
tion of transmissible strains should be based on genotyping
methods and not be confined to markers of transmissibility
as they are not absolute markers for epidemic strains (Chen
et al., 2001; McDowell et al., 2004). Lack of these markers for
definitive identification was also indicated during our study
where one sporadic isolate with a unique banding profile (i.e.
CZ4) yielded a BCESM-positive result, but demonstrated no
evidence of spread between patients.

In summary, we have identified a BCESM-positive cblA-
negative epidemic clone that has been responsible for the
spread of B. cenocepacia infection among Czech patients with
CF. The clone, which is genetically closely related to the
Canadian epidemic strain of RAPD 01 type found in multiple
patients from British Columbia, Alberta and Quebec pro-
vinces, might be, in addition to the ET12 strain and the
recently described PHDC second transatlantic clone (Coenye
et al., 2004), another representative of an intercontinental
epidemic lineage. Two isolates of the clone CZ1 have been
deposited in the Czech Collection of Microorganisms
(CCM7291 and CCM7292).
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whom serial specimens were available were all infected with
strains of the same RAPD pattern (i.e. type 1) at both
sampling points.

PFGE of B. cenocepacia isolates

Although RAPD results were indicative for the occurrence of
a major B. cenocepacia transmissible strain within the Czech
CF population, we sought concordance of our findings with
an additional molecular typing method before drawing
conclusions (Goering, 2004). Therefore, all isolates were
subjected to Spel enzyme restriction followed by PFGE,
which generated bands up to 1 Mb in size, and the
fingerprints obtained were compared visually. Comparing
each of the banding patterns with all the others, in total 77 out
of 83 isolates yielded similar banding patterns. However, the
comparison was complicated by a relatively high diversity
between individual patterns, reaching up to eight fragment
differences in several cases. The relative degree of similarity
was validated with respect to isolates sharing banding motifs
at the lower size range of macrorestriction fragments where
bands were well separated (150500 kb), and by ignoring the
most frequently observed variability in larger fragments
(above 600 kb). When these modified criteria were applied,
six out of 83 isolates had patterns significantly different from
the predominant one. An illustration of PFGE fingerprint
variability detected within isolates of the dominant type is
shown in Fig. 2(a); dissimilarity among patterns is shown
even comparing two isolates recovered in a 3-year interval
from a single patient (lanes 2 and 3). Owing to a number of
band differences, computer-assisted analyses predicted low
similarity values and misleading clustering of isolates (data
not shown).
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Xbal-based macrorestriction typing was primarily per-
formed as an additional method for 62 isolates to evaluate
the significance of Spel-digested fragment diversity. Smaller
macrorestriction fragments with a maximum size of 400 kb
were derived from this analysis. Six isolates differed in their
profiles from the major Xbal-generated pulsotype, each of
which corresponded to one of the six isolates of unique Spel
types detected. Significantly less variation was seen in isolates
representative of the dominant RAPD type where consider-
able variation in Spel fingerprints had been observed (56 out
of 62 isolates examined by Xbal; see Fig. 2b).

Comparison of RAPD vs PFGE resuits

The results of RAPD fingerprinting corresponded to those of
PFGE for all but two clinical isolates. Seventy-seven of 83
isolates were shown to be closely related by both typing
methods and designated the dominant clonal type CZl;
other strains were designated CZ2, CZ3 and CZ4, corre-
sponding to RAPD types 2, 3 and 4, respectively. The shared
consensual Spel-generated pulsotype of CZ1 showed higher
inter-pattern divergence compared to the uniform predo-
minant RAPD pattern. Hence, the indicative value of PFGE
for detecting epidemic strains conflicts with the only
reported criteria. for visual PFGE interpretation (Tenover
etal.,, 1995). Nevertheless, these Tenover rules were set up for
analysis of a small set of samples that were related to a single
epidemic outbreak. They are not appropriate for large-scale
studies (Goering, 2004; Tenover et al., 1995) when more
random mutation events can be expected throughout a
bacterial genome over a study period and even epidemiolo-
gically related isolates may express more pattern heteroge-
neity. Moreover, a higher mutation rate is likely to occur in
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Flg. 2. PFGE of (a) Spel-digested and (b) Xbal-digested genomes of B. cenocepacia. (a) Samples in each lane: 1, molecular size
marker (lambda concatemer); 2-9, Czech CF patient isolates of the clone CZ1; 10, unique Czech strain CZ3; 11 and 12, RAPD type
01 reference strains C5635 and CE965, respectively. (b) Samples in each lane: 1 and 2, RAPD type 01 reference strains C5635 and
C6965, respectively; 3-9, patient isolates of the clone CZ1; 10, molecular size marker. Both parts of composite gels were matched to

appropriate size using molecular size markers as a standard.
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7.2 obsah ustniho sdéleni

Pifednaska byla prezentovdna vramci 14. evropského kongresu klinické
mikrobiologie a infekénich nemoci (ECCMID) v Praze, abstrakt v Clinical
Microbiology and Infection, 2004, Suppl 3:0 184.

Czech epidemic strain of
Burkholderia cenocepacia does
not belong to ET 12 lineage

S. Vosahlikova, H. Reitzova,
O. Cinek, P. Drevinek

Department of Pacdiatrics, 2nd Medical School, Chatles
University, Prague, Czech Republic

Burkholderia cenocepacia:

m Gram-negative

m Belongs to the B. cepacia complex
(comprising 9 closely related species)

® B. cenocepacia = genomovar 111

Human pathogen causing chronic lung
infection particularly in cystic fibrosis
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Cystic fibrosis (CF):

CF is an autosomal recessive disease (1:2,500)
caused by defect in the chloride channel

!

« imbalance in the salt concentration
- thick mucus production in airways

|

susceptibility to infections with S. aureus,
P. aueruginosa, S. maltophilia,
B. multvorans or B. cenocepacia

B. cenocepaciais
a dangerous pathogen in CF:

m Resistant to broad spectrum of antibiotics

m Causes serious infections worsening the lung
function

m Capable of patient-to-patient spread

Epidemic strains exist within the B. cenocepacia
species

The most severe and virulent

epidemic strain: ET 12
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m Epidemic outbreaks in Canada
and the United Kingdom

m Positive for both markers of transmissibility:
cblA BCESM

(U.S. Sajjan et al, 1995) (A. Baldwin et al, 2004)

There is an epidemic strain in

In the Czech CF population, the epidemic strain
within B. cenocepacia has been identified

Reference method for identification of ET 12 is
detection of highly specific cblA
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|

To determine if the epidemic strain present in the
Czech patients with CF belongs to ET 12 lineage

65 CF patients infected with B. cenocepacia
81 isolates collected 1997 - 2003

PCR targeting cblA PCR targeting BCESM

(U.S. Sajjan et al, 1995) (E. Mahenthiralingam et al, 1997)

. PCNC _— SE e
16S tRINA » wes «o -

16S rRNA
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Results

All 81 isolates were:

m cblA negative m BCESM positive

!

The Czech epidemic strain is not ET 12

1. The Czech CF population does not confront with
highly virulent variant of transmissible

B. cenocepacia strain ET 12: the Czech strain is
cblA-negative.

2. The epidemic origin of the Czech B. cenocepacia
strain was confirmed by its BCESM positivity
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