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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyva problematikou B. cepacia. Prace se zamétuje na
charakteristiku rodu, laboratorni diagnostikou a citlivost na vybrana antibakterialni lé¢iva. Déle

jsou uvedena rizika infekce pro pacienty s cystickou fibrozou.
KLICOVA SLOVA

Burkholderia cepacia, BCC, cysticka fibroza, vyuziti v zemédélstvi
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Burkholderia cepacia

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with B. cepacia. The thesis focuses on the characteristics of
the genus of the bacterium, the possibilities of its identification and with antibiotic

susceptibility. It also discusses what danger this bacterium poses to patients with cystic fibrosis.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

BCC
CF
CS
MIC
PCR
PFGE
RFLP
RND

QS

Burkholderia cepacia komplex

Cysticka fibréza

Cepacia syndrom

Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Polymerdzova fetézova reakce

Pulzni gelova elektroforéza

Polymorfismus délky restrikénich fragmentt
z angl. Resistence-Nodulation-cell Division
Quorum sensing

Oznacuje mikroorganismy patfici k rodu Burkholderia



UvVoD

Burkholedia cepacia je aecrobni gram-negativni bakterie z rodu Burkholederia, ktera je
oportunitnim patogenem lidi, zvifat a rostlin. Nejvétsi problémy tato bakterie zplsobuje
pacientim s cystickou fibrozou, kdy infekce zptsobi nekrotizujici pneumonii. Naopak
v zemédélstvi se tato bakterie ukazuje jako pomérné uzitena, a to diky svym schopnostem

odstranovat z pidy toxické latky.
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1 Rod Burkholderia

Rod patii do téidy Betaproteobacteria v ramci kmene Proteobacteria. Piivodné zastupci tohoto
rodu patiil do rodu Pseudomonas. V roce 1950 byl poprvé Burkholderem popsan druh
Pseudomonas cepacia jako puvodce bakterialni hniloby cibuli. Pfi vytvofeni rodu
Burkholderia, v roce 1992, jej tvotilo celkem sedm druhi. Béhem poslednich dvaceti let bylo
do rodu zafazeno mnoho novych druhl. Presto se ukazalo, ze né&kolik druhti bylo
charakterizovano Spatné a bylo nutné je reklasifikovat. V soucasnosti je do rodu fazeno 90
druht. Mikroorganismy, které jsou fazeny do tohoto rodu piedstavuji rychle rostouci skupinu,
vyskytujici se celosvétove ve vsech moznych prostfedich. Nékteré miizeme nalézt v prosté pudé
nebo ve sladké vodé ale vétSina se vyskytuje ve spojeni s hostiteli lidskymi, zvifecimi,

rostlinnymi a houbami [1, 9].

Burkholderia cepacia komplex (BCC) je v ramci rodu shluk blizce piibuznych druhd,
které jsou znamé jako potencialné zivot ohrozujici patogeny u pacientl s cystickou fibrézou
(CF). Zaroven jsou intenzivné studovany pro vyuziti v biotechnologiich, kde se daji vyuzit
k podpofe rustu a vynosu rostlin, biologické kontrole rostlinnych skiidcti, bioremediaci skladek,
kontaminovanych ptud a podzemni vody [1, 2].

Nékteré druhy, jmenovité B. cariophylli, B. plantarii, B. glumae a B. andropogonis jsou
rostlinnymi patogeny. OvSem vétSina burkhoderii Si S rostlinami vyvinula rizné nepatogenni

anebo prospésné interakce [9].

1.1 Charakteristika

Burkholeria (B.) cepacia komplex zahrnuje aerobni, nesporulujici, na katalazu pozitivni,
laktozu nezkvaSujici gram — negativni bakterie, které jsou si podobné svymi vlastnostmi, ale
geneticky se lisi. Komplex se sklada z deviti genomovaru (obr.1), genomovar | B. cepacia,
genomovar Il B. multivorans, genomovar Il B. cenopacia, genomovar IV B. stabilis,
genomovar V B. vietnamiensis, genomovar VI B. dolosa, genomovar VII B. ambifaria,
genomovar VIII B. anthina a genomovar XI B. pyrrocinia. Jednotlivé genomovary jsou si velmi
podobné a nejdou jednoduse rozlisit na zakladé biochemickych testd. Rychlou metodou
identifikace genomovarut je analyza polymorfismu délky restrikénich fragmentti (RFLP) genu

recA [4].
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Obrazek 1Fylogeneticky strom recA genu BCC (Mahenthiralingam et. al, 2002)

1.1.1 Faktory virulence

Faktory virulence BCC zvysuji patogenitu v riznych fazich infekce, zejména
v epitelialnich bunkach plic hostitele [6].
Lipopolysacharidy

Lipopolysacharidy (LPS) jsou hlavni slozkou vnéj§i membrany gram negativnich
bakterii, vyvolavajici imunitni reakce v hostiteli. Béhem kolonizace hostitele jsou LPS
rozpozndny imunitnim systémem, tomu bakterie brani modifikacemi té&chto molekul.
Modifikace zahrnuji zménu struktury a délky cukernych fetézci, nebo také modifikace lipidu
A. Béhem imunitni reakce dochazi k produkci cytokinti a chemokint, které ptitahuji bunky
imunitniho systému do mista infekce a podporuji zanét. To mize byt pro hostitele Skodlivé,
protoze zanétem zpusobené poskozeni tkan¢ mize prispét k patogenezi infekce. Interakce LPS
s receptory hostitelskych bunék usnadnuje bakteriim kolonizaci tkani. U pacientd s cystickou
fibrézou vyvolava LPS zanét a poskozeni tkané, protoze tito jedinci maji defekt v proteinu

regulatoru transmembranové vodivosti. Tim je zhorSeno odstraniovani bakterii a zanétlivych
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molekul zplic a dochazi tak ke kumulaci LPS v plicich, coz vede k pfehnané imunitni
odpovédi, naslednému chronickému zanétu, a nakonec k poklesu funkce plic [3,4].
Biofilm

BCC tvofi biofilmy na abiotickych povrsich stejné jako na biotickych. Mezi hlavni
povrchy, na kterych bakterie tvofi biofilm patfi zejména bunky plicniho epitelu, kde nejspise
hraje hlavni roli v trvalé infekci u pacientd s cystickou fibrozou. V souvislosti s touto vlastnosti
si B. cepacia vyvinula rezistenci vaci antibiotikim. Biofilmova matrice tvofena BCC
bakteriemi pravdépodobné podporuje jejich preziti v hostitelskych bunikach a zvySuje odolnost
vuci 1éCiviim. Pro vyvoj biofilmu je také dilezita adheze k povrchu bunék zejména pomoci pilt
nebo biciku, ty Casto zastavaji funkci adhezint. Bakterie BCC maji pét typu pila a to pilovité,
genem cblA (obr.2) [5, 6].

Existuje pouze malé mnozstvi inhibitort biofilmu, které ptisobi proti tvorbé biofilmu u
B. cepacia. U B. cepacia rezistentni na 1é¢iva je uvadéno, Ze tvorbu biofilmu a produkci faktort
virulence inhibuje né€kolik rostlinnych derivati, motskych bioprodukti a syntetickych
inhibitord. Naptiklad celulaza inhibuje gorum sensing (QS) a snizuje rast biofilmu a poly
(acetyl, arginyl) glukosamin (glykopolymer) zmensuje tloustku biofilmu [6].

Systém QS byl poprvé popsan u Vibrio fischeri v 60. a 70. letech minulého stoleti a
jedna se o schopnost gram-negativnich bakterii komunikovat mezi sebou pomoci signalnich
molekul autoinduktort. Jakmile se molekuly autoinduktori v médiu nahromadi, zvysi se
hustota populace bunék a bakterie ziskaji schopnost vnimat informace umoziujici sledovani
zmén V jejich poctu, upravovat genovou expresi a regulovat fyziologické funkce. QS fidi
produkci faktori virulence, toxinti, biofilmi, dale také sporulaci bioluminiscenci a je tak
dilezity pro patogenezi.

B. cepacia ma dva quorum sensing systémy které se zasadn¢ podileji na syntéze faktort

virulence a pfi vyvoji rezistence vii¢i antibiotikiim [6].
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Obrazek 2 Burkholderia cepacia exprimujici Cbi (Holmes et. al, 1998)
Siderofory

Produkce sideroforti umoziuje bakteriim vazat Zelezo v hostiteli a tim vyvolat a udrzet
infekci. B. cepacia exprimuje nejméné 3 sideroforové transportni systémy a sice pyochelin,
cepabaction a azurechelin. Pyochelin mizeme nalézt i u Pseudomonas aeruginosa, ale ten
neni chemicky piibuzny s pyochelinovym sideroforem B. cepacia. S produkci pyochelinu
souvisi i morbidita a mortalita u pacientu s CF. Schopnost B. cepacia se $ifit po celém
organismu a vyvolat vétsi zanétlivou reakci v dusledku zvétSeni plochy infekce v plicich, mtze
zvySovat pyochelin [7].

Sekrecni systém typu I11

Rada gram-negativnich bakterii vyuziva sekre¢ni systém typu III k dodavani proteint
spojenych s virulenci, oznacovanych jako efektorové proteiny, do hostitelskych bunék. Pienos
efektorovych proteinti zavisly na sekre¢nim systému typu III je spojeno i s invazi Salmonella
enterica sérovar Thyphimurium a Shigella flexneri, tvorbou 1ézi enteropatogenni Escherichia
coli, cytotoxicitou Pseudomonas aeruginosa, vyhybani se imunitni odpovédi hostitele a
fagocytdze u bakterii Yersinia spp. a Bordetella bronchoseptica a intracelularnim ptezivanim
S. enterica sérovar Thyphimurium. Dale jej také vyuziva fada fytopatogenti kK zptisobeni chorob

u nachylnych rostlin a hypersenzitivni reakci u odolnych rostlin [8].
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1.2 Vyskyt

BCC bakterie miiZzeme najit Giplné vSude v pidé, vode slané i sladkeé, rhizosféte rostlin
(obr.3), riznych druhii zvitat, lidi a v nemocni¢nim prostiedi. V kazdém z téchto prostiedi
zastava BCC jiné funkce, v pidé mohou izolaty BCC fungovat jako biologicka kontrola
rostlinnych patogenti, nebo bioremediace rekalcitrantnich xenobiotik a podpora ristu rostlin.
V lidském organismu ale funguje jako oportunitni patogen, nebezpeény zejména pro lidi

s cystickou fibrozou a jinym chronickym onemocnénim plic [9].

Obrazek 3Meékka hniloba cibule (Holmes et. al, 1998)

2 Burkholderia cepacia

2.1 Charakteristika
Burkholderia cepacia patii mezi gram negativni aerobni, nesporulujici tycky. Bakterie je

pohybliva s respiracnim metabolismem a je pozitivni na katalazu a oxidazu [2].
2.2 Onemocnéni

2.2.1 Cysticka fibroza
Cysticka fibroza, difive oznacovand jako mukoviscidéza je autozomdalné recesivni

nevylécitelné onemocnéni, postihujici hlavné dychaci cesty, plice, pankreas a dalsi organy.
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Poprvé byla popsana americkou patolozkou Dorothy Andersonovou v roce 1938. Pfi¢inou je
mutace genu pro transmembranovy regulator vodivosti (CFTR) umistény na dlouhém raménku
7. chromozomu. Mutace vede k poruse tvorby anebo funkce CFTR proteinu, ktery reguluje
pritok vody a CI” iontl v plicnich bunikach. Dysfunkce je mozné délit do Sesti tfid z nichZ jsou
I-IIT spojovany s tézkym a IV-VI sleh¢im pribéhem onemocnéni. Porucha funkce vede
K postizeni zlaz s vné&jsi sekreci a neschopnosti potnich zlaz adekvatné absorbovat NaCl. Bunky
vice absorbuji sodik a vodu a tim dochdzi k tvorbé abnormalné vazkého hlenu a v dychacim
ustroji nastdva mukostaza. Chloridové ionty zlstavaji v hlenu a tim zabrani aktivaci defenzind,
to nasledné vede k poskozeni plicnich obranych mechanismii. Na hlen nasledné nasedaji
chronické bakterialni infekce, hlavné BCC komplex, Staphylococcus aureus, Haemophilus
influenzae a Pseudomonas aeruginosa, a neutrofilni zanét. Proteazami a kyslikovymi radikaly
Z leukocytli dochédzi k poSkozeni dychacich stén srozvojem bronchiektizie, obstrukéni
ventilani poruchy (obr.4) a respira¢ni insuficience. Postizeni pankreatu je charakteristické
fibrozou a cystickou prestavbou s destrukci Langerhansovych ostrivka a rozvojem diabetes
mellitus. Pfi hepatobilidrnim postizeni dochazi k fibroze az cirhoze jater. Kongenitalni
bilateralni absence vas deferens zplsobuje obstrukéni azoospermii, coZ vede u muzl

k neplodnosti [14, 15].

Obrazek 4Rentgen plic s CF (Jakubec, 2006)
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U pacientt s cystickou fibrézou zptisobuje B. cepacia chronickou plicni infekei, ktera mtize
vyustit az v cepacia syndrom (CS). CS je akutni nekrotizujici pneumonie, projevujici se
vysokou horeckou, bakteriemii a rychle postupujicim respiraénim selhanim a ve vét$ing piipada
kon¢i umrtim. Vyskyt této komplikace je z velké ¢asti neznamy, ale predpoklada se, Ze se snizil

diky prisné segregaci pacientl v centrech pro 1é¢bu CF [29].

3 Laboratorni diagnostika

3.1 Kultivace

3.1.1 Krevni agar

Krevni agar je zékladni kultivacni pidou s ptidavkem 5-10 % defibrinované sav¢i krve,
nejcasteji jde o ovEéi nebo koniské erytrocyty. Na tomto médiu se daji kultivovat vétSina bakterit,
které se na zéklad¢ hemolyzy daji jesté dale a piesnéji zaradit.

Na krevnim agaru roste B. cepacia ve formé bilych, hladkych, obcas mukéznich a mirné
vyvySenych s nepravidelnym okrajem (obr5, 6). Mnohé kmeny B. cepacia produkuji zluty nebo
hnédy pigment a n¢které kmeny vykazuji hemolyzu nebo tvorbu hnédého pigmentu [12].

Obrazek 5 Burkholederia cepacia krevni agar 24 h (web Microbe canvas)

19



Obrazek 6 Burkholderia cepacia krevni agar 48 h (web Microbe canvas)

3.1.2 MacConkey agar

Jde o selektivni a diferen¢ni médium pro gram-negativni bakterie, které se dale na tomto
agaru rozliSuji podle schopnosti fermentovat laktéozu. Pfi fermentaci laktdzy tvofi bakterie
organické kyseliny, které snizuji pH pudy a ta se zbarvuje do rizova. Bakterie, které nemaji
schopnost fermentovat laktozu rostou ve formé neprihlednych bélavych kolonii [13].

Po 4 - 7denni inkubaci se ¢asto objevuji kolonie tmave rizové az ervené barvy, protoze

bakterie oxiduji laktozu (obr. 7) [12].
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Obrazek 7 Burkholderia cepacia McConkey agar (web Microbe canvas)

3.1.3 Cokoladovy agar

Tato ptida je modifikaci krevniho agaru, kteréd se pripravuje smichanim agaru o teploté
80 °C s krvi. Erytrocyty horkem lyzuji a uvoliiuji do ptdy riistové faktory jako naptiklad NAD
a hemin, je tedy vhodny ke kultivaci naro¢néjsich mikroorganismu jako je Haemophilus
influenzae.

B. cepacia roste na CA ve formé hladkych, lesklych kolonii s nepravidelnym okrajem,

tvoricich zeleny pigment (obr.8) [10].

Obrazek 8 Burkholderia cepacia ¢okoladovy agar (Landes et. al, 2016)
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3.1.4 Burkholderia Cepacia Selektivni Agar (BCSA)

Médium obsahuje jako nutri¢ni slozky kvasni¢ny extrakt a kaseinovy pepton, chlorid
sodny pro udrzeni osmotické rovnovahy a agar. K inhibici ristu jinych mikroorganisml
nachdzejicich se v respiracnich sekretech obsahuje agar krystalovou violet, polymyxin B,
gentamicin a vankomycin. Pro obohaceni a diferenciaci je v médiu sachar6za a laktoza

s fenolovou cerveni jako indikatorem pH. Bakterie BCC rostou na tomto agaru ve Zlutych

koloniich (obr.9) [10].

Obrazek 9 Burkholderia cepacia BCSA (Landes et. al, 2016)

3.2 ldentifikace
3.2.1 Mikroskopie

V mikroskopu mohou byt pozorovany rizové gram-negativni ty¢inky o velikosti 1-
2,8 um na 0,8 pm se zaoblenymi konci vyskytujici se jednotlivé nebo ve dvojicich. Na obrazku
10 je mozné vidét B. cepacia ve svételném mikroskopu, obarvené Gramovym barvenim, na
obrazku 11 je B. cepacia v elektronovém mikroskopu Sipka s oznacenim F na obrazku ukazuje

na bicik, ktery bakterie vyuziva k pohybu [16].
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Obrazek 10 Burkholderia cepacia Gramovo barveni prevzato (Nimri, 2017)
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Obrazek 11 Burkholderia cepacia, elektronova mikroskopie (Hirsch, 2019)

3.2.2 Biochemické vlastnosti

Testovani biochemickych vlastnosti se bézné¢ vyuZivalo v rutinnich klinickych
laboratotich k identifikaci BCC. Ackoli z divodu vysoké podobnosti biochemickych vysledka
nebylo dosazeno druhové identifikace. Devanga Ragupathi et al., (2019) ve své studii uvadeéji,
ze automatizované systémy jako Phoenix, VITEK 2 dokazi identifikovat BCC, bakterie
nepatiici k BCC a bakterie nepatfici do rodu Burkholeria s riiznou specifitou. Podle této studie
jednoduché biochemické testy nejsou schopny rozlisit BCC od bakterii nepatticich do

komplexu z duvodu piekryvajicich se biochemickych profild. Systém Phoenix chyboval v 23 %
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ptipadt identifikace BCC, VITEK 2 chybn¢ identifikoval BCC pouze ve 12 % piipadu.

V tabulce 1 jsou uvedeny biochemické vlastnosti genomovart B. cepacia [31].

Tabulka 1 Biochemické vlastnosti Burkholderia cepacia komplexu (Devanga Ragupathi et. al., 2019)

Burkholderia cepacia - genomovar
Test I I Il v \Y VI VII
Oxidaza + + + + + + +
Sachardza +/- - +/- - + . +
Adonitol +/- + +/- +/- - + +
Laktoza +/- + +/- + + + +
Lysin dekarboxyldza + +/- + + + - +
Ornitin dekarboxylaza +/- - +/- + - - -
Zkapalnéni zelatiny +/- - +/- + - - +
Hydrolyza eskulinu +/- - +/- - - - +/-
Aktivita B — galaktosidazy + + + - + + +
Rast pii 42 °C +/- + +/- - + + +/-
B-hemolyza - - - - +/- - +/-

Vysvétlivky: + pozitivni reakce, - negativni reakce, +/- variabilni reakce

V tabulce 2 jsou uvedeny vysledky testu NEFERMtest 24 od firmy MIKROLATEST®,

souprava je pouzivana k rutinnimu stanoveni gram-negativnich nefermentujicich bakterii ¢eledi

Vibrionaceae, Aeromonadaceae a druhu Plesiomonas shigelloides. Celkem souprava umoziuje

pomoci 24 testi v mikrotitracni desticce urcit 40 druhti. Vysledky testu se hodnoti po

24hodinové inkubaci [37].
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Tabulka 2 Biochemické viastnosti komplexu Burkholderia cepacia (MIKROLATEST®)

Burkholderia cepacia komplex
Testovana vlastnost Vysledek testu Testovana vlastnost Vysledek testu
Katalaza + Xyloza +/-
Oxidaza (+) Arabin6za +/-
Ureaza ) a-galakrosidaza )
Arginin - B-galaktosidaza +
Ornitin +/- Malonat +
Lysin +/- Galaktoza +
Acetamid +/- Maltoza +
B-glukosidaza +/- Celobioza +
NAG +/- Sachar6za +/-
Simmons citrat + Inositol +/-
Laktoza + v-glutamyltrasferaza +
Manitol +/- Fosfataza +
Trehaloza (+) Eskulin )

Vysvétlivky: + pozitivni reakce, - negativni reakce, +/- variabilni reakce, (+) vétSinou pozitivni,

(-) vétsinou negativni, NAG = N-acetyl-p-D-glukosaminidaza

3.2.3 MALDI-TOF/MS

Tato metoda se vyuzivd v mnoha oblastech od analytiky aZ po klinickou diagnostiku.
V klinické mikrobiologii je tato metoda vyuzivana ptevazné k identifikaci bakterii. Proces
identifikace se da timto zpiisobem mnohonéasobné urychlit a bakterii jsme schopni identifikovat
do hodiny od vyhodnoceni narustu na plotné. Samotna analyza je velmi jednoduchd, kolonie
Z plotny je ptfenesena na jamku analytické destiCky, kde je po zaschnuti smichana s matrici,
ktera napomaha desorpci a ionizaci vzorku absorpci energie laseru. Desticka je nasledné
umisténa do hmotnostniho spektrometru pfistroje MALDI-TOF, kde je smés vzorek-matrice
pulznim laserem odpafena a ionizovéana. Ionizované molekuly jsou po urychleni v elektrickém
poli poslany letovou trubici k detektoru. Detektor zaznamenava cCas, za ktery ion proletél
trubici. Specializovany software pak porovna namétené spektrum s referen¢nimi databazemi a
identifikuje mikroorganismus [32].

Studie z roku 2022 podrobila analyze 53 kolonii naznacujicich pfitomnost BCC

identifikaci pomoci MALDI-TOF. V této studii se metoda osvédcila jako velmi ucinna pro
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rozliseni jednotlivych druhtt BCC. Kdy na rodovou troven bylo uréeno 100 % vzorki a na
druhovou troven 96,2 % (51/53) [33].

3.2.4 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda zaloZzena na komplementarité dvou
DNA primert s templatovou DNA. Kodujici fetézec DNA je komplementarni s nekodujicim
primerem a naopak nekodujici fetézec DNA je komplementarni s kodujicim primerem.
Primery maji obvykle délku 20 nukleotidt. Pti polymerazové reakci vznikaji nové fetézce diky
katalytické aktivitt DNA polymeraz ve sméru 5- 3. Nové fetézce mohou po tepelné
denaturaci hybridizovat s druhym pouzitym primerem. Vicenasobnym opakovanim denaturace,
po které dojde k ochlazeni, mohou teplotn¢ stalé primery opétovné hybridizovat s DNA
(annealing) a polymeraza vzdy zdvoji pocet fetézcu (extenze, elongace). Opakovanim téchto

fazi ziska polymerazova reakce in vitro cyklicky charakter (obr.12) a oznacuje se jako PCR

[34].
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Obrazek 12 Pritbeh polymerazové retézové reakce (Berdnek, 2016)

Identifikace B. cepacia je zaloZena na analyze gent 16S rRNA a recA. Primery
vyuzivané k amplifikaci gent jsou rizné a lisi se v zavislosti na laboratofi. Ve studii Seo et
Tsuchia (2004) byly pro amplifikaci gent vyuzity tyto primery, UNI1 a UNI2 pro 16S rRNA a
BCR1 a BCR2 pro recA. Analyza polymorfismu délky restrikénich fragmentt (RFLP) genu
16SA rRNA rozdélila 119 testovanych kment do dvou vzort. Vzor 1 odpovidal B.

vietnamiensis, vzor 2 obsahoval kmeny B. cepacia, B. cenopacia a B. stabilis.
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Pii recA PCR bylo sedmdesat tfi kment identifikovano jako B. cepacia, 33 jako
B.cenopacia, tii jako B. stabilis a jeden jako B. vietnamiensis. Sekvence primert pouzitych ve

studii jsou uvedeny v tabulce 3, tak jak byly navrhnuty Mahenthiralingam et al., (2000) [35].

Tabulka 3 Prehled specifickych primerit pro analyzu Burkholderia cepacia komplexu (Mahenthiralingam et. al., 2000)

. - . Délka
Specifita a nazev primeru Sekvence (5°-3") oroduktu
UNI2  GACTCCTACGGGAGGCAGCAG 1020 bp
Univerzdlni 168 rDNA primer |\ . CTGATCCGCGATTACTAGCGATT
C
5 cenacia Komblex recA BCR1 TGACCGCCGAGAAGAGCAA 1043 bp
- CeP P BCR2  CTCTTCTTCGTCCATCGCCTC
A selvenic orimmer BCR3 GTCGCAGGCGCTGCGCAA 532 bp
venwielp BCR4 GCGCAGCGCCTGCGACAT 527 bp
5 cooaciacenomovar | BCRG1L  CAGGTCGTCTCCACGGGT 492 bp
-cepaciag BCRG13  CACGCCGATCTTCATACGA
5 multivorans BCRBML  CGGCGTCAACGTGCCGGAT 714 bp
' BCRBM2  TCCATCGCCTCGGCTTCGT
BERSSA GeTeeaceTTCAATATGEC 378 bp
B.cepacia genomovar I11-A
BCRZG3A TCGAGACGCACCGACGAG
. BCRG3B  5CTGCAAGTCATCGCTGAA 781 bp
B. cepacia genomovar I, RG- 1
B BCR2G3B TACGCCATCGGGCATGCT
B. cepacia genomovar 1V, RG- BCRG41 ACCGGCGAGCAGGCGCTT 647 bp
4 BCRG42  ACGCCATCGGGCATGGCA
5 vietnamionsis. R.py  BCRBV1  GGGCGACGGCGACGTGAA 378 bp
' ! BCRBV2  TCGGCCTTCGGCACCAGT

3.2.5 Pulzni gelova elektroforéza

Jedna se o vykonnou genotypizacni techniku pouzivanou k separaci velkych molekul
DNA po jejich natraveni jedine¢nymi restrik¢nimi enzymy a naneseni na gelovou matrici pod
elektrickym polem, které periodicky méni smér. Pulzni gelova elektroforéza (PFGE) je
variantou elektroforézy v agar6zovém gelu, kterd umoziuje analyzovat fragmenty DNA o tad

vétsi nez pii bézné analyze restrikénimi enzymy [36].

3.3 Citlivost na antibiotika

Citlivost bakterii k antibiotikiim vyjadiuje, jak efektivné antibiotikum ptisobi na danou
bakterii tzn. bakterie je citliva. Antibioticka rezistence je stav, kdy si baterie vyvine schopnost

vyhnout se latkam, které je maji nicit. Infekce zptisobené rezistentnimi kmeny bakterii jsou
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hute 1éc¢itelné, nebo se nedaji 1é¢it vitbec, a v soucasnosti piedstavuji velkou hrozbu pro verejné
zdravi [18,30].

Bakterie vyuzivaji k rezistenci riizné mechanismy. Mezi tyto mechanismy patii vylouceni
latky z bunky nebo jeji sniZzeny prunik do bunky omezenim zprostfedkovanym bunécnym
obalem, aktivni eflux z buiiky, enzymaticka inaktivace latky, bud’to st€penim substratu, nebo
chemickou modifikaci (acetylace, fosforylace). Dale zména cile pomoci bodovych mutaci DNA
a vzacnéji deleci. Citlivy cil mize byt zaménén za cil rezistentni pomoci metabolického
bypassu, bakterie také muze zacit nadprodukovat cile pomoci zvySené transkripce nebo
zmnozenim genu. Jako posledni mechanismus je na obrazku 13 uvedena sekvestrace latky z

bunky specifickymi vazebnymi proteiny [19].
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Obrdzek 13 Mechanismy ATB rezistence (Rhodes et. al, 2016)

BCC bakterie vyuZivaji mechanismy rezistence zminéné vySe. Konkrétné sniZuji
permeabilitu bakteridlni membranové struktury, nadmérné exprimuji RND efluxni systém,
provadi zmény v cilovém misté¢ a produkuji penicilindzy PenA, indukovatelné B-laktamazy
tiidy C a enzym dihydrofolatreduktazu (rezistence na trimethoprim/sulfametoxazol) [20].

Pfi terapii se jako prvni volba vyuziva trimethoprim/sulfametoxazol, v ptipad¢ rezistence
se jako alternativa vyuziva ceftazidim a meropenem bud samostatné nebo v kombinaci
s aminoglykosidy ¢i minocyklinem. Rzné studie vSak ukazuji, ze izolaty BCC jsou rezistentni
vici polymyxinim, aminoglykosidim a vét§iné B-laktaméaz (hlavné cefalosporinim 1. a 2.
generace). Tyto rezistence spolu s faktem, ze rezistence se vyviji i béhem terapie, znacné zté€zuji
1écbu [20].
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3.3.1. Metody urcovani antibiotické citlivosti
Diskova difuzni metoda

Metoda je zalozena na sledovani inhibi¢ni zony ristu kolem papirového disku
napusténého antibiotikem. Na agarovou plotnu je nao¢kovana suspenze bakterii a poté jsou na
naockovanou plotnu rozlozeny disky s antibiotiky. Po inkubaci trvajici 18-24 hodin pii 37 °C,
se zméfi inhibi¢ni zony kolem disku. Je-li zona vétsi nebo rovna hodnoté z tabulek je bakterie
vuci antibiotiku citlivd. Tato metoda je kvalitativni a fika pouze jestli je bakterie citlivd nebo

rezistentni [21].

E — test

Jde o kvantitativni alternativu diskové metody, kdy se na naockovanou plotnu polozi
porézni papirovy prouzek, napustény antibiotikem s klesajici koncentraci. Po inkubaci se kolem
prouzku vytvoii kapkovitd zoéna inhibice. V misté, kde zona protne prouzek odecitdme
antibiotika. Tato metoda je velmi ndkladna a v rutinni praxi ne moc pouzivana [21].
Bujonova dilu¢ni metoda

Tato kvantitativni metoda slouzi K zjisténi miry citlivosti k antibiotiku. Do roztoku
antibiotika o pfesné znamé koncentraci, postupné fedéného bujonem (vznikd tada tedéni
s klesajici koncentraci), se naoCkuje bakterialni suspenze. Po inkubaci sledujeme zakal
Vv jednotlivych fedénich, tam kde se zakal nevytvofil, zabranilo antibiotikum ristu bakterii. Tato
metoda slouzi k ur€eni minimalni inhibi¢ni koncentrace. V soucasnosti je metoda soucasti
automatizovanych pfistroju, slouZzicich k identifikaci bakterii [21].
Citlivost Burkholderia cepacia komplex na antibiotika

ProtoZe neexistuje Zadna dohoda o tom, jak4d metoda testovani antibiotické rezistence je
nejvhodngjsi, vydavaji Institut klinickych a laboratornich standardt (CLSI) a Evropsky vybor
pro testovani antimikrobialni citlivosti (EUCAST) rtizna doporuceni pro testy. Podle CLSI je
pro testovani ceftazidimu, chloramfenikolu, levofloxacinu, meropenemu, minocyklinu,
ticarcilin/clavulanatu a trimethoprim/sulfametoxazolu nejvhodnéjsi agarova dilu¢ni a bujonova
mikrodiluéni metoda. Zatimco diskova difuzni metoda je vhodnd k zjisténi citlivosti
k ceftazidimu, meropenemu, minocyklinu a trimethoprim/sulfametoxazolu.

Studie Fehlberg et al., (2016) se zabyvala testovanim citlivosti BCC bakterii u 82 izolatt

sesbiranych béhem let 1995-2018 ve dvou brazilskych fakultnich nemocnicich, izolaty byly ze
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sputa, krve, trachealniho aspiratu, katetri, moci a jinych. VSechny byly odebrany od pacientii
s cystickou fibroézou a identifikovany jako bakterie BCC. Tato studie vyuzivala k testovani
antimikrobialni citlivosti tyto metody: agarova dilu¢ni metoda, bujonova mikrodulu¢ni metoda,
E-test a diskova difuzni metoda. Vysledky jednotlivych metod byly nasledné porovnavany mezi
sebou. Z porovnani metod bylo usouzeno, Ze pro testovani citlivosti BCC bakterii jsou
nejvhodnéjsi agarova diluéni a bujonovd mikrodiluéni metoda, naopak u diskové difuzni
metody byla prokdzana vysoka mira chyb. Vysledky MIC antibiotik na B. cepacia ziskané

riznymi autory jsou uvedeny v tabulce 4 [20].

Tabulka 4 MIC antibiotik inhibujici Burkholderia cepacia (mg/l)

Antibiotikum 1 2 3 4 5 6
Ceftazidim 8 >16 12 5,98 16 16
Chloramfenikol 32 >16 10 13,3 - 128
Levofloxacin 4 >4 - - 8 8
Meropenem 4 >8 26 0,9 - 4
Minocyklin 4 - 25 - - 8
ticarcilin/clavulanatu - >64 - - - -
Piperacilin/tazobactan 32 >64 9 - - -
trimethoprim/sulfametoxazolu >1 >2/38 - 0,5 - 2

Legenda k tabulce:
1. Daleetal, 2017 (pouzitda metoda — bujonova mikrodilu¢ni metoda)
Mahendra et al, 2015 (pouzita metoda — mikrodiluéni metoda)
Zhou et al, 2007 (pouzita metoda — bujonova mikrodilué¢ni metoda)

2

3

4. Rose et al, 2009 (pouzita metoda — bujonova mikrodilu¢ni metoda)

5. Traczewski et al, 2006 (pouzita metoda — bujonova mikrodilu¢ni metoda)
6

Fehlberg et al, 2016 (pouzita metoda — bujonova mikrodiluéni metoda)

4 Infekce spojené se zdravotni péci

V nemocnicich piedstavuje B. cepacia hrozbu pro pacienty s CF a imunokompromitované.
U pacientt bez CF byla tato bakterie poprvé popsana v 50. letech minulého stoleti jako patogen
zpusobujici endokarditidy. Od té doby je spojovana s katétrovymi infekcemi mocovych cest,
infekci ran a bakteriémiemi spojenych s intravendznimi katetry. Béhem vojenskych cviceni na
severu Floridy v roce 1971 byla oznacena za puvodce ,,hniloby nohou* u vojakt. V 80. letech

narostl pocet infekci B. cepacia hlavné ve spojitosti s plicnimi infekcemi. V nemocnicich, kde
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se epidemie tykaly pacientll bez CF, byly zptisobeny kontaminaci bézného zdroje (dezinfekéni
ptipravky, intravendzni roztoky). B. cepacia najdeme u pacientll bez CF velmi vzacné, ale
pokud jsou nakazeni mohou pusobit jako pienaseci na pacienty s CF. Tento pfenos je spojovan
se zavaznymi onemocnénimi a smrti [22].

Abdallah et al., (2018), ve studii zabyvajici se ohnisky BCC mezi pacienty bez CF na
jednotkach intenzivni péce mezi lety 1994-2017, bylo zjisténo, ze z 36 ptipadu propuknuti
infekce BCC, byla nejc¢astéjsim puvodcem B. cepacia a to v 21 ptipadech. Bakterie byla
izolovéana z krve, dychacich cest, moci, stolice, ran a abscesi, identifikace byla nejcastéji
provadéna gelovou elektroforézou v pulznim poli. Studie také identifikovala zdroje nakazy ve
22 ptipadech. Jednalo se o kontaminované zdravotnické prostiedky. Kontaminace byly
rozd€leny na vnéjsi (vnesena béhem pouzivani) a vnitini (kontaminace byla pfitomna uz pii
pfijmu prostfedku do nemocnice). Mezi vnitiné kontaminované produkty pattily kozni
antiseptikum, intraveno6zni kofein citrat, gaumové zatky lahvicek s lipidovou emulzi, ustni voda
bez alkoholu, ultrazvukovy gel a hydrata¢ni t€lovy krém. Externé kontaminované byly lahvicky
s infuzni tekutinou S chloridem sodnym i 5 % dextrdzou, pouzivané k piipravé parenteralni
vyZivy novorozencu, roztok pro nebulizaci albuterolu, barvivo indigokarmin a destilovanou
vodu pouzivanou pii nebulizaci, proplachovani orogastrickych sond a zvlh¢ovani kysliku. Dalsi
zdroje BCC byly kontaminované gumové zatky vicedavkovych lahvi¢ek s amikacinem,
mechanicky ventilator a analyzator krevnich plynu [23].

Dale studie shrnuje tidaje o rizikovych faktorech bakteriemie B. cepacia u kriticky
nemocnych pacientli bez CF. Jako faktory nezavisle spojené s bakteriemii uvadi zavedeni
centralniho Zilniho vstupu, selhani ledvin na hemodialyze, vice bronchoskopickych zakroku a
nedavné biisni operace. Jako ochranny faktor oznaCuji autofi pfitomnost perkutanni
endoskopické gastrostomické sondy, jeji ucinek nejspiSe souvisi s jeji vyznamnou roli pfi
snizovani aspirace zaludku a zaroven minimalizuje pouZzivani nazogastrickych sond, ¢imz

omezuje kolonizaci dychacich cest, ktera mize vést k pneumonii [23].

5 Vyuziti Burkholderia cepacia v zemédélstvi a ekologii

B. cepacia se ukazala jako velmi zajimava z pohledu zeméd¢lstvi jako prostfedek pro
biologickou kontrolu a biologickou degradaci. Jeji metabolickd vSestrannost ji umoznuje
rozkladat chlorované aromatické substraty, toxické slozky v pesticidech a herbicidech, a
vyuZzivat je jako zdroj uhliku. Pro Zivotni prostfedi je zdsadni, ze dokaZe rozlozit 2,4-
dichlorfenoxyoctovou kyselinu, silny herbicid dlouho zistavajici v pud¢. Dale dokaze potladit

rast riznych rostlinnych patogenti, hlavné houbam rodu Alternaria, které zptsobuji plisen listi
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a stonku. B. cepacia brani jejich rdstu a Sifeni, inhibici kli¢eni spor. B. cepacia také kontroluje
plisiiové choroby zpiisobované Alternaria solani, Alternaria brassicae a Alternaria brassicola,
postihujici olejniny (fepka olejka a kanola). Také dokdze zabranit napadeni rostlin Zensenu
Alternaria panax a je ucinna proti houbé Aphanomyces euteiches, ktera zptisobuje hnilobu
kofent hrachu, vojtésky a fazoli). B. cepacia tedy nabizi zdanlivé ekologickou alternativu k
potencialné toxickym pesticidim. Také lesnicky primysl nachazi pro B. cepacia vyuziti, a to
jako ochranu semen stromi pied houbovymi chorobami. Siroce rozsifené houby jako Fusarium,
Pythium, Rhizoctonia, Cylindrocarpum a Botrytis zpusobuji velké ztraty sazenic v lesnich
Skolkach a specialn¢ vyvinuty kmen B. cepacia potlacuje rist téchto hub u riznych druhd
jehli¢nanu [22].
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ZAVER

Bakalarska prace se zabyva rodem Burkholeria, komplexu BCC. Rod sam o sob& nema
ptilis dlouhou historii, byl zaveden v roce 1992, kdy byla B. cepacia na zaklad¢ analyzy
genomu piefazena z rodu Pseudomonas.

Identifikace samotné B. cepacia je na zakladé biochemickych vlastnosti slozita, hlavné
protoze ptislusi do komplexu bakterii, které jsou si vlastnostmi velmi podobné, ale geneticky
se li$i. Z toho diivodu je jednodussi identifikovat B. cepacia jinymi metodami, nez je testovani
biochemickych vlastnosti.

Rezistence B. cepacia viéi riiznym antibiotikim pfedstavuje problém v 1é¢bé infekcei u
pacientd s cystickou fibrézou a imunokompromitovanych pacienti. V obou ptipadech mtize
nelécend infekce skoncit smrti pacienta.

I pfes rizika pro pacienty s cystickou fibrozou a oslabené pacienty by bylo vhodné
vyuziti tohoto bakteridlniho druhu v zemédélstvi. Diky svému metabolismu dokaze vyuZzivat
pesticidy jako zdroj uhliku, také podporuje rist plodin a pusobi jako inhibitor ristu hub, které
by jinak napadaly zemédélské plodiny a stromy.
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