Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Gramnegativni anaerobni bakterie

Aneta Glosova

Bakalatska prace

2018



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2016/2017

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DiLA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a ptijmeni: Aneta Glosova

Osobni ¢islo: C14202

Studijni program: B3912 Speciilni chemicko-biologické obory
Studijni obor: Klinicka biologie a chemie

Néazev tématu: Gramnegativni anaerobni bakterie

Zadavajici katedra: Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani:

1. Vypracujte resersi na dané téma, nejprve se zaméite na taxonomické déleni gramnegativnich
bakterii.

2. V druhé césti se vénujte jednotlivym rodtim anaerobnich mikroorganismi, které se nejéastéji
vyskytuji v chronickych ranach.

3. V posledni ¢ésti se zamétte na detekei a identifikaci anaerobnich mikroorganismii.



Rozsah grafickych pract: dle potieby
Rozsah pracovni zpravy:
Forma zpracovani bakalarské prace: tisténa

Seznam odborné literatury:

Podle pokynu vedouciho bakalarské prace.

Vedouci bakalaiské prace: Ing. Iveta Brozkova, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani bakalaiské préace: 28. listopadu 2016

Termin odevzdani bakaldrské prace: 7. ¢ervence 2017

L.S.

prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. prof. Ing. Al¢kander Cegan, CSc.

dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28. tinora 2017



Prohlaseni

Tuto praci jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem

V praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem sezndmena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zékona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skutecnosti, ze Univerzita Pardubice ma
pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1
autorského zdkona, a s tim, Ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice oprdvnéna ode mne pozadovat
pfiméfeny piispévek na tthradu ndkladu, které na vytvoreni dila vynalozila, a to podle okolnosti

az do jejich skutecné vyse.

Beru na védomi, Ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a 0 zméné
a doplnéni dalsich zakont (zdkon o vysokych skolach), ve znéni pozdéjsich predpist, a smérnici
Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zvefejnéna v Univerzitni knihovné

a prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

Souhlasim s prezenénim zpftistupnénim své prace v Univerzitni knihovné.

V Pardubicich dne 02.07.2018

Glosova Aneta



Podékovani

Chtéla bych podékovat vedouci mé bakalaiské prace Ing. Iveté Brozkové, Ph.D. za odborné
vedeni, cenné rady a ¢as vénovany pii konzultacich. Dale bych rada pod&kovala Klate Sepsové
a Natalii Farbarové, které mi byly ochotné pti jakémkoliv problému pomoci. V neposledni fadé

chci podékovat mym piatelim a rodiné za podporu po celou dobu.


https://www.upce.cz/user/5065

Anotace

Tato bakalaiska prace se zabyva gramnegativnimi anaerobnimi mikroorganizmy a jejich
taxonomickym délenim. Zaméfuje se na mikroorganizmy, které se nejCastéji vyskytuji
V chronickych randch. V dalsi casti se prace vénuje detekci a identifikaci téchto

mikroorganizmd.

Klicova slova

gramnegativni bakterie, obligatni anaeroby, detekce, identifikace, taxonomie, chronické rany
Title

Gram-negative anaerobic bacteria

Annotation

This bachelor thesis deals with gram-negative anaerobic microorganisms and their taxonomic
division. It focuses on microorganisms that are most commonly found in chronic wounds. The

next part of this work deals with the detection and identification of these microorganisms.
Keywords

gram-negative bacteria, obligatory anaerobes, detection, identification, taxonomy, chronic

wounds



UIVOU. e 13
1 Taxonomi€ baKLETIi.......ccuivuiiiiiiiiii i 14
1.1  Pravidla pro charakterizaci Novych MO ..........cccociiiiiiiiiiiiiee 15

1.2 Klasifikace DaKLETIl.....cciueiiiiiiiiiiiie i 16

1.3 Fylogeneticky StrOM .......ccoiiiiiiiiiiieii e 17

2 G —anaerobni MO vyskytujici se v chronickych randch .........cccoooeiiiiiiiiiin, 22
2.1 BACIEIOIAES ..o 23

2.2 POIPRYFOMONGS ......oviiiiiiic et re e ens 25

2.3 Prevotella ... 26

2.4 FUSODACIEITUM ....coviiiiiic s 27

2.5 BIOPNIIA ..o s 28

2.6 VEIHIONEHA. ... 29

2.7 MODIIUNCUS ... 30

2.8 LePLOLrICRIA .oeiieii e 31

3 Detekce a identifikace MO .........cooiiiiiiiic e 33
3.1 Kultivace na pudach ........ccccoiiiiiiiiiiiii 34

3.1.1  ANACTODNT QAT ..eoviiiiiiiiiiiiciie e 34

3.1.2  ZIOUKOVY QAT ....ouieieiiicvicieieeeeiese et 34

3.1.3 Glukozovy agar s kvasniénym extraktem...........ccoceviiiiiiniiiiiiiniiieenen, 35

3.1.4 Krevni agar s ov¢i krvi, kanamycinem a vancomycinem............ccoceovenneen. 35

3.1.5 Lombardiiv-DOWellTV aGar .........ccooviviiieniiiieiieniee e 36

3.1.6  WIlKIiNS-Chalgrentiv Qgar...........coueveiieiieriesiesiesiesieeee e 36

3.1.7 Schaedlerovo anaerobni Medium ...........cccccvvvviiiiiiniiiieniee e 37

3.1.8  ZIUG-eSKULNOVY QAT ......ucvecveciecececeecee ettt 37



3.2 BioChemiCKE tESTY ..vouviiiiiiiiiiiieii s 37

3.2.1  Tvorba Katalazy ........ccocoviiiiiiiiiic e 38
3.2.2 Hydrolyza esKulinU...........coooiiiiiiiiiiii i 38
3.2.3  PrOUUKCE UTCAZY ...vveveivieiiieieiie st esie e s e e stesste e ste e staesteesaesneesreennesneenne e 38
3.2.4 Redukce dusiCnanll...........ceeiiiiiiiiiiin i 38
3.25 TVvorba indolu ..., 38
326 Tvorba HaS ..., 39
3.2.7 Hydrolyza Zelatiny..........cccveiiiieiiiiiiie e 39
3.2.8  ONPG TBSL ...t 39
3.2.9  TeSt PONYDIIVOSEE ..ot 39
3.2.10 Testy na rezistenci vi¢i antibiotiklim............ccoovveriiiinieniiiceeee, 39

3.3 Fingerprinty nukleovych KySelin ........cccovviiviiiiiiiiiiicice e 40
3.4 Plynova chromatografie (GC) ........cccovviiiiiiiiiiiiiii s 40
3.5  Polymerdzova fet€ZCOVA r€aKCE........cuiivieiiiiiiieie e 41
3.6  Denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza.............ccoocovviiiiiiiiiiiiicicne, 41
3.7 Shotgun SEKVENOVANT.......coooiiiiiiiiii e 42
3.8 DNA-DNA NYDBIAIZACE......cceiiiiiiieieee e 43
3.9 16S TRNA SEKVENOVANT .....cvviiiiiiiieieeice s 43
3.10 MALDI-TOF MBS Lo 44
B ZAVET ettt bbb bR R Rttt b ettt b bbbt e r s 48

LT o1 =] (=) 1= 49



Seznam obrazku

Obrazek 1: Hierarchie biologické klasifikace dle Carla Linneausa ............cccoccvvvvviriinieiiinenns 17
Obrazek 2: Taxonomické zafazeni vybranych rodt do jednotlivych taxonil.............cceevnnenns 18

Obrazek 3: Taxonomické zatfazeni jednotlivych druht z rodti Bacteroides, Porphyromonas a

P OV OTEIIAL. ...ttt 19

Obrazek 4: Taxonomické zatazeni jednotlivych druhd z rodd Fusobacterium, Bilophila a
VEIHTONEIIA ... 20

Obrazek 5: Taxonomické zatazeni jednotlivych druhi z rodt Mobiluncus a Leptotrichia....21

Obrazek 6: B. fragilis A-na Brucella agarti, B-obarven dle Grama............cccccocvinvniicnenn, 24
Obrazek 7: P.gingivalis na Krevnim agart.........ccocuoviieieiieniinisceseseees e 25
Obrazek 8: Prevotella spp, na Krevnim agart ..........cocveveierienininiiieeeese s 27
Obrazek 9: F. nucleatum obarven dle Grama ..........coeoeerireieine e 27
Obrazek 10: Bilophila wadsworthia na BBE agarQ ..........c.coeiiiiiiiiiiineceseceseseeees 29
Obrazek 11: Veillonella obarvena dle Grama ..........ccoceieieiineiinineeeee e 30
Obrazek 12: Kolonie L. buccaliS Na agaru ..........cocooiiieiiieiineineeeeeese s 32

ODbrazek 13: Schéma MALDI-IIMS ......oo ettt e e e e e et s e e e eeeereannes 46



Seznam zKratek a znacek

BBE zluCovo-eskulinovy agar pro bakterie rodu Bacteroides
B. fragilis Bacteroides fragilis

B. thetaiotaomikron Bacteroides thetaiotaomikron

Bi. wadsworthia Bilophila wadsworthia

CHG chlorhexidinglukonat

DDBJ Japonska databanka DNA

DGGE denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza
EMBL/EBI Evropsky institut pro bioinformatiku

EYA zloutkovy agar

F. canifelinum Fusobacterium canifelinum

F. gonidiaformans Fusobacterium gonidiaformans

F. necrogenes Fusobacterium necrogenes

F. necrophorum Fusobacterium necrophorum

F. mortiferum Fusobacterium mortiferum

F. nucleatum Fusobacterium nucleatum

F. poviforme Fusobacterium poviforme

F. russii Fusobacterium russii

F. ulcerans Fusobacterium ulcerans

F. varium Fusobacterium varium

G- gramnegativni



GC

GLC

HIV

L. buccalis

L. goodfellowii

L. hofstadii

L. hongkongensis

L. shahii

L. trevisanii
L. wadei
LKV

MIC

MO

MS

NCBI
ONPG

P. gingiualis
PCR

PYG

RA

rDNA

plynové chromatografie

plynova rozdélovaci chromatografie, plynna slozka se rozdéluje

Vv kapalinové¢ slozce

virus lidské imunitni nedostate¢nosti
Leptotrichia buccalis

Leptotrichia goodfellowii

Leptotrichia hofstadii

Leptotrichia hongkongensis

Leptotrichia shahii

Leptotrichia trevisanii

Leptotrichia wadei

krevni agar s ov¢i krvi, kanamycinem a vankomycinem
minimalni inhibi¢ni koncentrace
mikroorganizmus

hmotnostni spektroskopie

Narodni centrum biotechnologickych informaci
o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranozid
Porphyromonas gingiualis

polymerazova fetézcova reakce

Glukozovy agar s kvasniénym extraktem
revmatoidni artritida

ribozomalni deoxyribonukleova kyselina



rRNA

TSA

V. atypica
V. caviae

V. criceti

V. dispar

V. ratti

V. rodentium
V. parvula

VFA

ribozomalni ribonukleova kyselina
tryptonsojovy agar

Veillonella atypica

Veillonella caviae

Veillonella criceti

Veillonella dispar

Veillonella ratti,

Veillonella rodentium

Veillonella parvula

tekavé mastné kyseliny



Uvod

Pro tuto bakalafskou praci bylo vybrano téma Gramnegativni anaerobni bakterie a klade
si za ukol detailni popis taxonomie bakterii a zafazeni jednotlivych, niZze popsanych
bakterialnich rodi do fylogenetické klasifikace poprvé zavedené Carlem Linneausem. Prvni
kapitola pojednava zejména o vyznamnosti a pravidlech taxonomie, jelikoz spravna
charakterizace, klasifikace a nomenklatura je klicovym faktorem pro identifikaci novych ¢lenti
jednotlivych taxond. V dalsi ¢asti je vénovana pozornost jednotlivym zastupciim vyclenéné
skupiny gramnegativnich anaerobnich mikroorganismt (MO) (Bacteriodes, Porphyromonas,
Prevotella, Fusobacterium, Bilophila, Veillonella, Mobiluncus, Leptotrichia) vyskytujicich se
v chronickych ranach, vcetné jejich nejvyznamnéjSich predstaviteld a pojednava také
0 nejraznéjSich nemocech a zdravotnich komplikacich zptsobenych pfitomnosti pravé téchto

mikroorganizmi v dynamické mikrofléte zminénych chronickych ran.

Rychlost a spolehlivost uréeni mikroorganizmii vyskytujicich se v chronickych ranach
vedoucich k infekci a ztizenému hojeni je velmi dualezitd pii zdvaznych a zivot ohrozujicich
stavech. Rozmanité metody a techniky pouzivané k detekci a identifikaci zarucuji spolehlivé

urceni puvodce infekce.

Cilem této prace je ptfibliZit jednotlivé, nejcastéji se vyskytujici gramnegativni anaerobni
bakterialni druhy z oblasti chronickych onemocnéni a Siroké spektrum identifika¢nich metod
pouzivané v laboratofich a zdravotnickych zatizenich. V dnes$ni dobé nachdzi uplatnéni
zejména moderni metody, kterymi jsou MALDI-TOF MS a molekularné biologické metody,
zejména sekvenovani (16S rRNA, DNA nebo RNA shotgun sekvenovani). Své vyuziti maji i
klasické barvici metody a jednoduché biochemické testy poskytujici zdkladni informace o

fyziologickych vlastnostech bakterii.
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1 Taxonomie bakterii

Taxonomie se zabyva definovanim a pojmenovanim skupin biologickych organizmt na
zaklad¢ sdilenych charakteristik. Organizmy jsou seskupeny do taxont, a ty jsou zafazeny do
taxonomické pozice, skupiny dané pozice mohou byt shromazdény tak, aby tvofily
superskupinu vysSiho stupné, ¢imz vznikne taxonomicka hierarchie. V modernim pouziti
délime hlavni kategorie na fise, oddéleni, tiida, ¥ad, eled’, rod a druh. Svédsky botanik Carl
Linnaeus je povazovan za otce taxonomie, protoze vyvinul systém ke kategorizaci organizmu

a binomickou nomenklaturu pro pojmenovani organizmu.

Druh patii mezi zékladni prvek mikrobialni taxonomie, jednd Se 0 jasné ohrani¢enou
skupinu MO, které jsou V piibuzném vztahu s vysokym stupném homologie DNA a to
nad 70 %. MO stejné¢ho druhu se vyznacuji stejnymi fenotypovymi vlastnostmi, které je odlisuji

od ostatnich skupin.

Vsechny druhy jsou pfifazeny k rodu, ktery mtze byt funkéné definovan jako jeden nebo
vice druhll se stejnymi obecnymi fenotypovymi vlastnostmi, které se soucasné spole¢né

shlukuji na bazi 16S rRNA sekvence (Brenner, 2005).

Taxonomie se opirda o tii kliCové elementy, a to charakterizaci, klasifikaci
a nomenklaturu. VSechny tyto tii prvky jsou vzajemné ovliviiovany. Tedy nomenklatura je
zavisla na klasifikaci, ktera zaroven podléha charakterizaci skupiny organizmu. Zatimco
nomenklatura je fizena bakteriologickym kodem, Kklasifikace a charakterizace prokaryot jsou
oblasti, které nejsou formalné regulovany. Prave v téchto oblastech se za poslednich padesat let

uskute¢nilo mnoho zmén (Busse, 2010).

Charakterizace MO je kli¢ovym prvkem systematiky bakterii. Pfestoze se v poslednich
letech vyvinuly nové metody, ty ,tradicni® zlstavaji stale klicovymi. V ptipadé¢ znamého
taxonu muze byt pouzita vybrana sada testd k uréeni, zda byl MO identifikovan jako c¢len
stavajiciho oddé¢leni. Nicméné Vv piipadé MO nebo souboru MO ukazujicich se jako nové
taxony, je vhodné tyto bakterie charakterizovat co nejlépe. Cilem této charakterizace je umistit
je do hierarchického rdmce stanoveného bakteriologickym kdédem, a také poskytnout detailni

popis taxonu (Brenner, 2005).

Jednotlivé nové identifikované MO by mély byt pfidéleny druhlim (ptipadné

poddruhiim), ale povaha ,,nazvu druhu“ (binomicka nebo v kombinaci) uvadi, Ze musi byt
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ptidéleny také rodu. Rod mize byt bud’ jiz stavajici, nebo nove vznikly. Bakteriologicky kod
také doporucuje zminit umistnéni rodu v ¢eledi, a toto mtize byt rozsifeno na dalsi hierarchické
urovné, jelikoz se stanou definovanymi. Obecné plati, ze ¢lenové nového druhu patii do jedné
monofylitické linie, ktera byla urCena na zaklad¢ sekvenovani genu 16S rRNA. Pro
rekonstrukci fylogennich MO byly vyvinuty rizné nastroje a databaze, tak aby bylo dosazeno

v

nejspolehlivéjsi typologie (Rossello-Mora, 2015).
1.1 Pravidla pro charakterizaci novych MO

Za celem spravné a fadné charakterizace nové objevenych MO je nutné dodrzet urcité
zasady. Popis a informace o novych zkoumanych MO by mély byt co nejiplnéjsi. Mélo by byt
zahrnuto misto izolace MO (geografické odkazy mohou také zahrnovat GPS soufadnice nebo
zemeépisnou Sifku a délku, je-li to mozné), oznaceni nového MO (vcetné vSech piistupovych
¢isel pro shromazd’ovani udajt o kultute) a veskeré informace tykajici se prostredi, z néhoz byl
MO izolovan (naptiklad pH, obsah soli, teplota, chemické slozeni, prostiedi, hloubka ptidniho
profilu nebo vodniho sloupce). Je tfeba vénovat pozornost pii pouZziti nasbiranych dat
k formulovani zavéru o ekologickém vyznamu nového kmenu v Zivotnim prostiedi bez dalsich
studii. Je nepfiijatelné uvadét Cislo sbirky kultury, pokud tento MO nebyl ziskan ptimo
ze jmenované sbirky. Tyto informace mohou byt vyzadovany také ve sbirkach nebo databazich
kultur, jako je napiiklad GenBank, DDBJ nebo EBI/EMBL je odpovédnosti autorli, aby se
ujistili o konzistentnosti informaci za ucelem vyvarovani se hromadéni chyb. Soucasna politika
spolecnosti GenBank, DDBJ a EBI/EMBL je nepiijimat nové taxonomické nazvy, dokud se
neobjevi v tisku (Busse, 2010).

Data uvedena v rukopisu mohou pochdzet z mnoha riznych zdroji. Piivodni udaje by
mély vychéazet z vysledki shromaZzdénych metodami popsanymi v textu, aby bylo mozné
opakovat experimentalni praci popsanou v dokumentu. Pouzité metody by mély byt uvedeny
jasné, nebo by mél byt uveden odkaz na jinou publikaci, ve které jsou tyto metody pIn€ popsany.
Pii ziskavani udaji z literatury je tfeba uvést jasné a jednoznacné odkazy na publikace,
ve kterych byly uidaje poprvé zvefejnény. Udaje mohou poskytnout kolegové, ktefi nechtgji byt
spoluautory, ale souhlasili se zvefejnénim vysledkti nebo mohou byt poskytnuty jako soucast
veédecké sluzby. V obou piipadech by mél byt zdroj dat jasn€ a jednoznacné uveden, aby bylo

zfejmé, ze udaje nebyly shromazdény autory (Ventosa, 1982).
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Je tfeba mit na paméti, ze v taxonomii prokaryot ma klicovy vyznam zatazeni typového
MO. Ackoli to neni stanoveno bakteriologickym koédem (koéd se zabyva otazkami
nomenklatury, nikoliv zalezitostmi taxonomie), selsky rozum napovida, ze je vhodné zahrnout
vSechny typy kmenu MO relevantnich pro studii. Tam, kde jsou zahrnuty ¢lenové odlisnych
rodii, a neni mozné vzit v uvahu vSechny druhy tohoto rodu, je nesmirn¢ dulezité zahrnout
typovy druh rodu. Pfirozen¢ musi byt pouzit typovy MO tohoto druhu. Je tieba zdlraznit, ze
srovnavan novy druh, pokud je povazovan za Clena stejného rodu. Druh umistnény v novém
rodu musi byt porovnan s druhem blizce pfibuzného taxonu, ktery musi zahrnovat typovy druh
studovaného rodu. V ptipad¢ srovnavani mezi celedémi musi byt zahrnuty typovy rod i typové
MO typového druhu typového rodu. Je tieba mit na paméti diive, neZ zane vyzkum, Ze nékteré
organizmy mohou byt patogenni pro ¢loveéka, zvitata nebo rostliny, a ne vsichni védci maji

piistup k zafizenim nebo povoleni k manipulaci s takovymi organizmy (Busse, 2010).
1.2 Klasifikace bakterii

Konec 19. stoleti byl pocatkem bakterialni taxonomie a bakterie byly klasifikovany na
zaklad¢é fenotypovych markeri. Numerickd taxonomie zlepsila fenotypovou identifikaci, ale
Klasifikaci pouZivany chemotaxonomické a genotypové metody. Archea byly nejprve
klasifikovany jako samostatna skupina prokaryot v roce 1977. Soucasna klasifikace Bacteria a
Archea je zalozena na opera¢nim modelu, tzv. polyfazickém pfistupu skladajicim se z
fenotypovych, chemotaxonomickych a genotypickych dat, a také z fylogenetickych informaci.
Docasny status Candidatus byl vytvofen pro popis nekultivovanych prokaryotickych bungk,
pro které byl stanoven jejich fylogeneticky vztah a jejich autenticita byla prokazana in situ
vySetienim (Schleifer, 2009).

Konecnym cilem je dosahnout teoreticky zaloZzeného klasifikaéniho systému na bazi
fylogeneticky-evolu¢nino pojeti. V soucasné dobé vsak existuji dva protichidné nazory
ohledné budouci klasifikace Bacteria a Archea. Skupina molekularnich biologti predpoklada,
ze dosud nejasny efekt genového toku, zejména postranniho genového ptenosu, Cini linie
sestupu obtiznou, ne-li nemoznou k popsani. Avsak 1 tvaii v tvat genomové fluidity se zda, ze
typické genotypové a fenotypové charakteristiky taxonu jsou stale zachovany a jsou dostatec¢né
pro spolehlivou Kklasifikaci a identifikaci Bacteria a Archea. Existuje mnoho dobie

definovanych genotypovych klastr, které jsou shodné se zndmymi druhy vymezenymi
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polyfazickymi ptistupy. Srovnavaci sekvencni analyza urcitych jadrovych geni, vcetné gent
rRNA, mize byt uziteCna pro charakterizaci vyssich taxonul, zatimco rizné znakové geny
mohou byt vhodné jako fylogenetické markery pro vymezeni niz§ich taxond. I pfesto zde mtze

byt jesté nekolik organizmu, které uniknou spolehlivé Klasifikaci (Schleifer, 2009).
1.3 Fylogeneticky strom

Fylogeneticky strom nebo evoluéni strom je rozvétveny diagram znazoriujici evoluéni
vztahy mezi riznymi biologickymi druhy nebo jinymi entitami, jejich fylogenezi zaloZzenou na
podobnostech a rozdilech v jejich fyzickych nebo genetickych charakteristikach. VSechen zivot
na Zemi je soucasti jediného fylogenetického stromu, coz naznacuje spoleéné piedky.
Taxonomie, jak ji zname dnes, byla poprvé popsana Carlem Linneausem v roce 1758 jako
Systema Naturae (,,Systém ptirody*). Hierarchie biologického uspotfddani je zobrazena na

Obrazku 1.

HIERARCHIE BIOLOGICKE KLASIFIKACE

DRUH
ROD

CELED

Obrazek 1: Hierarchie biologické klasifikace dle Carla Linneausa (pievzato z theconversation.com)

Jako graficka reprezentace taxonomického zatazeni slouzi fylogeneticky strom. V této
kapitole bude omezen pouze na gramnegativni anaeroby, které jsou predmétem této bakalarské

prace. Nasledujici stromy jsou zpracovany na zakladé dat z NCBI (NCBI, 2018).
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RIiSE ODDELENI TRIDA

-— Deltaproteobacteria
-— Actinobacteria
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Obrazek 2: Taxonomické zarazeni vybranych rodii do jednotlivych taxonii (NCBI, 2018)
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Obrdazek 3: Taxonomické zarazeni jednotlivych druhii z rodii Bacteroides, Porphyromonas a Prevotella (NCBI, 2018)
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ROD DRUH ROD DRUH

Obrazek 4: Taxonomické zarazeni jednotlivych druhii z rodit Fusobacterium, Bilophila a Veillonella (NCBI, 2018)
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ROD DRUH

ROD DRUH

Obrazek 5: Taxonomické zarazeni jednotlivych druhii z rodii Mobiluncus a Leptotrichia (NCBI, 2018)
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2 G —anaerobni MO vyskytujici se v chronickych ranach

Anaerobni bakterie jsou jakékoliv mikroorganizmy, které nevyzaduji kK svému rustu
kyslik, jelikoz je pro né toxicky. Z tohoto divodu jsou tyto mikroby naro¢né na kultivaci
a obtizn¢ izolovatelné. Jejich kultivace vyzaduje spravné metody sbéru, prepravy a péstovani.
Infekce zplisobené anaerobnimi bakteriemi jsou bézné, a jejich vyskyt je stale Castéjsi

a zminéné bakterie mohou zpisobovat vazné az zivot ohrozujici onemocnéni (Brook, 2017).

Ve skute¢nosti jsou anaerobni MO pfirozenou slozkou normalni lidské flory, kde mnoho
anaerobnich gramnegativnich bakterialnich druhtt nalezneme v ustech, hornich cestach

dychacich, stfevnim a urogenitalnim traktu (Falagas, 2000).

Chronické rany vznikaji tam, kde dochazi k naruSeni normalniho procesu hojeni. Rany,
které nedosahly pokroku za Ctyfi az osm tydntll jsou obecné pokladany za chronické. Venozni
a arteridlni bércové, tlakové a kozni viedy a diabetickd noha jsou piiklady chronickych ran
(Izadi, 2005). Nehojici rany zptisobuji obzvlasté zavazné zdravotni problémy, hlavné star§im
osobam (Harding, 2002). Patologické faktory, které brani procesu hojeni, a zaroven pfispivaji
k vyvoji nehojicich se ran, jsou rozdéleny na lokalni faktory, jako naptiklad vaskularni zasobeni
¢1 hypoxie, systémové a infekcni faktory. Mezi infekéni faktory fadime také gramnegativni
anaerobni mikroorganizmy, které se v nehojicich ranach vyskytuji (Jaul, 2009). Nejcastéji
vyskytujici se bakterie jsou z rodu Bacteriodes, Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium,
Bilophila, Veillonella, Mobiluncus a Leptotrichia.

Obecné plati, ze 1écba infekci zplisobenych anaerobnimi bakteriemi je zaloZena na dvou
zasadach, a to modifikaci prostfedi ke zpomaleni proliferace mikrobli a pouziti vhodnych
antimikrobialnich latek. Anaerobni bakterie zpiisobuji vyznamnou destrukci tkané, ¢imz
dochazi ke vzniku abscest, coz je dilezitym parametrem, ktery je tfeba vzit v tvahu pii
rozhodovani o spravné 1écbé. Modifikace mistnich stavli lze dosdhnout chirurgickym

odstranénim, odvodnénim a odstranénim obstrukce a dekompresi edematdzni tkané (Bartlett,
1982).

Nebylo dosazeno shody ohledné specifickych antimikrobialnich latek, davkovani a trvani
1é¢by anaerobnich infekci v riznych lokalitach. Vzhledem k nedostatku schvalenych metod
testovani antimikrobialni citlivosti gramnegativnich anaerobnich MO je vybé&r antibiotik

zalozen na znalosti patogentl, jejich citlivosti na antimikrobidlni latky, farmakokinetickych
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vlastnostech, vcetné¢ penetrace v urcitych oblastech, toxicité, dopadu na normalni fléru

a vynalozeni potiebnych nékladu.

Aby bylo dosaZzeno uspokojivych hladin 1éka v abscesech a ve $patné perfundovanych
nebo nekrotickych tkanich, doporucuji se nejvyssi bezpecné davky po delsi dobu spolu se
spravnou chirurgickou 1écbou. Obecné by mély byt vybrany antibiotika s dobrymi
farmakokinetickymi vlastnostmi v prostfedi s nizkym pH a napétim kysliku a se Sirokou
ucinnosti proti anaerobnim bakteriim. Mezi takové latky patii klindamycin, karbapenemy,
kombinace pB-laktami a metronidazol, ktery je preferovanym antibiotikem v piipadé

bakteriémie zptisobené druhy Bacteroides, Prevotella nebo Porphyromonas (Falagas, 2000) .
2.1 Bacteroides

Mikroorganizmy rodu Bacteroides patii do ¢eledé Bacteroidaceae (NCBI, 2018). Do
rodu Bacteroides bylo piivodné zatazeno velké mnozstvi druhd. Rod byl rozdélen nejen na
zaklad¢ vlastnosti, ale hlavné diky analyze DNA. Rod Bacteriodes zahrnuje striktné¢ anaerobni
gramnegativni (viz Obrazek 6B) nepohyblivé nesporulujici bakterie, které produkuji HaS.
Nejvyznamnéj$imi a nejcastéji izolovanymi patogeny tohoto rodu jsou druhy Bacteriodes

thetaiotaomikron a Bacteroides fragilis. (Votava, 2003).

Dale do této skupiny patii Bacteroides ovatus, B. vulgatus, Bacteroides spp., Bacteroides
caccae, Bacteroides eggerthii, Bacteroides nordii a Bacteroides splanchnicus. Organizmy jsou
nehemolytické, rostou v Sedivych koloniich, které mohou vytvéret viditelné koncentrické pasy
(viz Obrazek 6A). Ze vsSech anaerobnich bakterii je Bacteroides nejcastéji izolovanym
patogenem z klinickych vzorka, véetné krve. VSechny vySe zminéné druhy nalezneme na
povrchu sliznic a dosahuji velmi vysokych koncentraci v zubnim plaku, gingivalnich §tépech,

Vv tlustém stievé a v pochvé (Falagas, 2000).
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Obrazek 6: B. fragilis A-na Brucella agarii, B-obarven dle Grama pri 37°C, 24-48h, 5-10% CO>
(Partners Healthcare System, 2013)

Bacteroides mohou zptisobit mnoho onemocnéni. Tyto bakterie jsou bézné izolovany
od pacienttl s intraabnormalnimi infekcemi (pfevazné¢ Bacteroides fragilis), koznimi viedy,
paradentézou, endokarditidou, zdnétlivymi  onemocnénimi panve a  hnisavymi
tromboflebitidami, néktera onemocnéni mohou byt dokonce smrtelna (Falagas, 2000). Infekce
popalenim nebo fiznutim (Kenneth J. Ryan, 2004). V podstaté v§echny infekce vyvolané rodem
Bacteroides jsou zpusobené bakterialnimi kmeny pfitomnymi v téle pacienta pied zahajenim
patofyziologického procesu, ktery vede ke klinické infekci. V poslednich letech bylo
zaznamenano snizeni podilu ptipadt bakteriémii zptisobenych anaerobnimi bakteriemi, véetné
MO rodu Bacteroides, a to diky rozsifenému pouzivani antimikrobialnich latek s dobrou
anaerobni aktivitou, zlepSeni chirurgické profylaxe. AvSak Bacteroides fragilis zustava

nejcastéjsi pri¢inou anaerobni bakteriémie a ma vysokou imrtnost (Falagas, 2000).

U rodu Bacteroides je dulezitym mechanizmem antimikrobialni rezistence produkce
B-laktamaz, diky které vykazuji rezistenci vuci antibiotikim (Mikamo, 2011). Pouzitim
inhibitorti B-laktamaz a B-laktamu bylo dosazeno piekonani rezistence téchto MO (Kenneth J.
Ryan, 2004). Odolnost proti antibiotikiim je stale ¢astéji pozorovana u penicilinu, ampicilinu,
cefalotinu, tetracyklinu, piperacilinu, chloramfenikolu, kanamycinu, kolistinu, rifampicinu,
vankomycinu a aminoglykosidi (Toprak, 2005). Rezistence na tetracyklin v anaerobnich
bakteriich je zptisobena zablokovanim absorpce antibiotik. Antimikrobialni ¢inidla G¢inna proti
vice nez 99 % Kklinickych izolatd rodu Bacteroides jsou chloramfenikol, klindamycin,

metronidazol a karbapenemy, kde neenzymaticka zmeéna cilového mista je obvyklym
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mechanizmem rezistence anaerobnich bakterii na klindamycin a velmi vzacna rezistence vici
metronidazolu je pfisuzovana snizeni absorpce antibiotika a sniZeni nitroredukce sloucenin

(Nagy, 2015).
2.2 Porphyromonas

Porphyromonas patfi do &eledé Porphyromonadaceae (NCBI, 2018). Clenové druhu
P.gingivalis jsou nepohyblivé nesporulujici striktné anaerobni kokobacily, patfici mezi MO
neschopné metabolizovat sacharidy v nepfitomnosti kysliku, které musi spoléhat na jiné zdroje
uhliku pro svou energii (Votava, 2003). Pii péstovani na krevnim agaru jsou kolonie zpocatku
bilé, krémovée zbarvené. Po Case (Etyfi az osm dnti) tyto kolonie tmavnou od okraje smérem
ke stfedu, jejich barva je tmavé Cervena az Cerna (viz Obrazek 7) a koreluje s koncentraci
protohemu (komplexni Cerveny organicky pigment obsahujici Zelezo a dal$i atomy, na které se

vaze kyslik).

Obrazek 7: P.gingivalis na krevnim agaru pri 37°C, 24-48h, 5-10% CO, (How, 2016)

Druhy produkuji velky pocet enzym a bilkovin a jejich kone¢né produkty metabolizmu
jsou ucinné proti Sirokému spektru hostitelskych proteinti a poskozuji obranyschopnost
hostitele. Tyto posledné zminované slouceniny zahrnuji inhibitory protedz, imunoglobuliny,
bilkoviny obsahujici zelezo, baktericidni proteiny, proteiny extraceluldrni matrice a proteiny
uzce spojené s fagocytarni funkcei, jako je fixace komplementu a koagulace (Potempa, 1995).
Zatimco mnoho potencialné jedine¢nych enzymii je buinikou asociovano nebo vylucovano,

studie pouzivajici molekularni a imunologické postupy ukéazaly, ze vétSina enzymatické
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aktivity je zpusobena produkci cysteinovych proteaz. Metabolicka schopnost P.gingiualis
vylucovat tyto cysteinové protedzy v hostiteli poskytuje velké vyhody pro jejich preziti a rust,

v&etné schopnosti pouzivat proteiny hostitele pro sviij rist a metabolizmus (Holt, 1999).

Nékteré druhy rodu Porphyromonas zahrnuji infekce parodontu a kofenového kanalku,
stejné jako jinych orofaryngealnich infekci. Dale jsou bakterie tohoto rodu bézn¢ izolovany od
pacient s infekcemi mékkych tkani, infekcemi souvisejicimi s aspiraci nebo mozkovymi
abscesy. Asi 20 % druhtt Porphyromonas produkuje B-laktamazu, u které bylo prokazano, ze
hraje hlavni roli v rezistenci na B-laktam u anaerobnich gramnegativnich bakterii (Falagas,

2000).
2.3 Prevotella

Rod Prevotella fadime do celede Prevotellaceae (NCBI, 2018). Ptibuzny rodu
Bacteroides, Prevotella, jsou fermentujici anaerobni gramnegativni bakterie (SHAH, 1990).
Nejcastéji detekované druhy jsou Prevotella oris, Prevotella buccae, Prevotella dentalis,
Prevotella melaninogenica a Prevotella copri. Prvotella spp. na krevnim agaru je zobrazena
na Obrazku 8. Bakterie rodu Prevotella jsou soucasti oralni, stfevni a urogenitalni flory. Tyto
bakterie mohou zpusobit infekce dychacich cest, zejména aspira¢ni pneumonii, plicni absces,
plicni empyém a chronické zanéty stfedniho ucha a sinusitidu (Votava, 2003). Bakterie byly
izolovany z abscest a popalenin v blizkosti ust, po kousnuti, pfi infekcich mocovych cest,
z mozkovych a parodontalnich abscest (Scher, 2013). Dale byly bakterie rodu Prevotella
izolovany =z klinickych vzorkii Zen s infekcemi genitalniho traktu, vcetné zanétlivych
onemocnéni panve, endometritid a infekci ran, které vznikly jako komplikace pti porodnickych

postupech nebo gynekologickych operacich (Falagas, 2000).

Prevotella copri koreluje s nastupem revmatoidni artritidy (Scher, 2013). Revmatoidni
artritida (RA) je vysoce rozsitené systémové autoimunitni onemocnéni postihujici hlavné
klouby. RA miize vést k chronické deformité kloubii, postizeni zplisobujiciho caste¢nou nebo
celkovou imobilizaci, v nejhorsim pfipadé muze vést az ke smrti. Navzdory nedavnym

pokrokiim v porozuméni patogeneze ziistava etiologie RA nejasna (Mclnnes, 2011).

Piiblizné polovina druht Prevotella je pozitivnich na tvorbu B-laktamazy, ktera je
U anaerobnich gramnegativnich bakterii dilezita z hlediska rezistence na B-laktam (Falagas,
2000).
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Obrdzek 8: Prevotella spp, na krevnim agaru pri 37°C, 24-48h, 5-10% CO, (Gokale, 2010)

2.4 Fusobacterium

Bakterie rodu Fusobacterium jsou fazeny do ¢eled¢ Fusobacteriaceae (NCBI, 2018). Rod
Fusobacterium zahrnuje druhy F. necrophorum, F. nucleatum, F. canifelinum, F.
gonidiaformans, F. mortiferum, F. poviforme, F. necrogenes, F. russii, F. ulcerans, F varium
Puvodné do této Celedi byly zafazeny druhy Fallow Filipactor, Faecalibacterium prausnitzii
a Eubacterium sulci. Ptirozené se vyskytuji v hornich dychacich cestach, gastrointestinalnim
a genitalnim traktu. Pouze F. canifelinum se pfirozené nevyskytuje ve flofe gastrointestinalniho
traktu, pfesto se mohou objevit infekce po kousnuti psem. Fusobacterium jsou anaerobni
gramnegativni nesporulujici bakterie. Tyto bacily se barvi nepravidelné, maji protahly tvar
bunky se zkosenymi konci nebo mizou vykazovat znamky pleomorfizmu (viz Obrazek 9)

(Pathogen Regulation Directorate, 2010).

N
\

Obrazek 9: F. nucleatum obarven dle Grama (Miller, 2017)
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Kyselina maselna je primarnim produktem metabolizmu rodu Fusobacterium. Nejcasté&ji
byva detekovan druh F. nucleatum, ktery zptsobuje napiiklad plicni abscesy, nekrotizujici
a aspiracni pneumonie, jaterni abscesy, septické artritidy, chronické sinusitidy a jiné. Déleni F.
nucleatum na poddruhy neni dulezité pro diagnostiku, avsak u F. necrophorum je tato blizsi
specifikace ve smyslu déleni na poddruhy opodstatnéna. DEli se na F. necrophorum
a F. funduliforme. Tento druh mtze byt pivodcem zavaznych onemocnéni, zejména rozli¢nych

tkanovych 1ézi a jaternich abscest (Votava, 2003).

Lécba infekci zptisobenych bakterii rodu Fusobacterium zavisi na misté zanétu. Mize
byt provedena chirurgicka drenaz nebo lécba vhodnymi antibiotiky. Metronidazol, piperacilin,
tazobaktum, tikarcilin, klavulanat, amoxicilin, sulbaktum, ampicilin, sulbaktum, ertupenem,
imipenem, meropenem, klindamycin a cefoxitin se terapeuticky pouzivaji k 1éc¢be infekci
spojenych s touto bakterii (Riordan, 2007). Fusobacterium muze byt rezistentni na penicilin a
ma roz§ifené spektrum rezistence na erythromycin a dal$i makrolidy (Nagy, 2015). Pokud je
zjisténa infekce zpisobena F. nucleatum nebo F. necrophorum, 1é¢ba by méla byt zahajena
okamzité, protoZe tyto dva druhy jsou spojeny s imrtim v dtsledku tézkych piipadti Lemierrovy
nemoci (Riordan, 2007).

Lemierrav syndrom je Zivot ohrozujici septikemické (invaze a pifetrvavani patogennich
bakterii ve shlucich v krevnim feciSti) onemocnéni s metastatickymi abscesy, sekundarni
septickou tromboflebitidou vnitini jugularni (hrdelni) Zily. Nemoc obvykle postihuje diive
zdravé mladé dospélé, ktefi nemaji identifikovan zadny rizikovy faktor pro invazivni
bakterialni infekci. Onemocnéni bylo popsano jako nezameénitelné, pokud je pfitomen cely
rozsah symptomu a piiznakt (Aliyu, 2004). Horecka, bolest a otok krku, plicni piiznaky

a artralgie predstavuji klasické pfiznaky Lemierrova syndromu (Boothroyd, 2000).
2.5 Bilophila

Bilophila se tadi do celed¢ Desulfovibrionaceae (NCBI, 2018). Ptestoze lidsky
gastrointestinalni trakt obsahuje malé mnozstvi Bilophila wadsworthia, fadi se mezi treti
nejbeznéjsi anaerobni bakterii ziskanou z klinického materidlu, od pacientli z perforovanou
nebo gangren6zni apendicitidou. Od svého objevu v roce 1988 byla Bi. wadsworthia ziskana z
klinickych vzorka spojenych s fadou infekci, vCetné sepse, jaternich abscesti, bakteriémii,
empyému, perikarditidy, artritidy, cholecystitidy, Fournierovy gangrény, meékkych tkanovych

abscestl, osteomyelitidy, apendicitidy, mozkovych abscesti, nekrotizujici fascilitidy nebo

28


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=194924&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock

dekubitu (Feng, 2017). Tento organizmus je také pfitomen v malém mnozstvi v normalni
stievni flofe (Falagas, 2000). Tato bakterie je gramnegativni, striktné anaerobni, naro¢na a
neschopna rozkladat sacharidy na energii. Dv¢ kliCové vlastnosti jsou produkce H»S a silna a
rychla pozitivni katalazova reakce (Feng, 2017). Tyto bakterie vyristaji na agaru jako malé a

prisvitné kolonie (viz Obrazek 10).

Obrdzek 10: Bilophila wadsworthia na BBE agarii pri 35°C, 18-24h, 5-10% (LabCE, 2017)

Vétsina druhd je pozitivni na uredzu a negativni na indol. Obecné netvofi 3-laktamazy,
pokud se péstuji na médiich obsahujicich pyruvat, tak jeji produkci vykazuje vice jak 85 %
druhti. Fylogenetické studie rRNA ukazuji, ze Bilophila je homogenni druh, nejvice pfibuzny
druhtim Desulfovibrio. Byla pozorovana jak adherence k lidskym buiikam, tak k endotoxinu,
a predbézna prace naznaCuje, ze elementarni zelezo hraje roli u projevu proteind vnéjsi

membrany. Druhy Bilophila jsou inhibovany in vitro vétSinou antibiotik (Baron, 1997).
2.6 Veillonella

Celed’, pod kterou spada Veillonella se jmenuje Veillonellaceae (NCBI, 2018). Bakterie
rodu Veillonella jsou striktné anaerobni nepohyblivé malé kulovité gramnegativni koky, které

se objevuji jako dvojice nebo tvoii kratké fetizky (viz Obrazek 11).
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Obrazek 11: Veillonella obarvena dle Grama (LabCE, 2017)

Tyto bakterie jsou dale charakterizovany tim, Ze nejsou schopné fermentovat glukézu ani
jiné sacharidy a neprodukuji ani indol ani oxidazu. Na rozdil od toho produkuji H2S a redukuji
dusi¢nany. Propionova a octova kyselina, CO2 a Hz jsou produkovany z laktatu béhem ristu
bakterii. Kyseliny pyrohroznova, oxaloctovd, jablecnd, fumarovd a jantarova jsou
metabolizovany ,,resting cells“ (burika, ktera neni v procesu dé€leni aktivni), ale citronové,

izocitronové a malonové kyseliny metabolizovany nejsou (Washio, 2014).

Do tohoto rodu patii V. parvula, V. atypica, V. dispar, V. criceti, V. ratti, V.rodentium
a V. caviae. V soucasné dob¢ je identifikace Veillonella na trovni rodu relativné ptimocara,
zatimco identifikace na rovni druhii zlstava kvili nedostatku konvencnich fenotypovych
a biochemickych diskriminaénich testll nejistd a nepiehlednd. Proto molekuldrni metody
zalozené na sekvencich 16S rDNA jsou stale vice vyuzivany k identifikaci. Tyto metody byly
kritizovany kvili nizké rozmanitosti sekvence u nékterych druhid. V. atypica, V. dispar
a V. parvula se nachazi hlavné v lidské flote nebo v klinickych vzorcich odebranych béhem
infekénich procest. Ostatni ¢tyfi druhy byly nalezeny pouze u zvifat, s vyjimkou jednoho
izolatu, V. ratti, ktery byl izolovan z lidského spermatu a identifikovan po sekvenovani
16S rDNA. Tti druhy vykazovaly citlivost na kanamycin, metronidazol, vankomycin a kolistin
(Jumas-Bilak, 2004).

2.7 Mobiluncus

Celed’ Actinomycetaceae zahrnuije bakterie rodu Mobiluncus (NCBI, 2018). Clenové rodu

jsou mikroorganizmy spojené s bakterialni vaginézou, syndromem dfive znamym jako
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»hespecifickd vaginitida®“. Tato infekce postrada typické ptiznaky zanétu, pfi¢emz v populaci
vaginalnich bakterii existuje radikalni zména. Chybi pfirozené se vyskytujici bakterie rodu
Lactobacilus, které jsou nahrazeny anaerobnimi druhy véetné Mobiluncus spp. Bakterialni
vaginoza je také spojena s endometritidou, salpingitidou, recidivujicimi infekcemi mocovych
cest, chorioamnionitidou a porodnimi a postnatalnimi komplikacemi. Navic nitrosaminy
produkované anaerobnimi bakteriemi jsou povazovany za potencialni karcinogeny (Gatti,
2000). V malém mnozstvi byly identifikovany i v chronickych ranach (Martin, 2010).
Mobiluncus spp. jsou gramnegativni (nebo gramvariabilni) anaerobni, ve tvaru zakiivené ¢arky
se zkosenymi konci, které pouzivaji k pohybu. Rod Mobiluncus zahrnuje dva druhy:
Mobiluncus curtisii a Mobiluncus mulieris (Gatti, 2000). Zastupci rodu Mobiluncus jsou citlivé
na metronidazol a fermentuji rib6zu a xylozu. Jejich rist je na tekutych médiich znaéné horsi

a pomalejsi nez na pevnych médiich (Meltzer, 2008).
2.8 Leptotrichia

Leptotrichia je jeden ze ¢&tyf rodt v Celedi Leptotrichiaceae (NCBI, 2018). Popis
Leptotrichiaceae je zalozen na fylogenetické analyze sekvenci 16S rRNA genu (Guerrero-
Preston, 2016). Druhy Leptotrichia jsou anaerobni (ackoli existuji urCité dikazy
0 aerotoleranci) gramnegativni (nékteré druhy jsou gramlabilni) ty¢inky, Které obyvaji Gstni
dutinu, stfeva a urogenitdlni systém. Jsou nepohyblivé, fermentuji sacharidy a produkuji
kyselinu mléénou jako svij hlavni kone¢ny metabolicky produkt. Nekteré druhy jsou naroéné
a vyzaduji pro rust krev nebo sérum. L. buccalis (viz Obrazek 12) byl po staleti jedinym
znamym druhem Leptotrichia, ale nyni byly formalné pfijaty nové druhy, mezi néz patii

L. goodfellowii, L. hofstadii, L. shahii, L. trevisanii, L. wadei a L. hongkongensis (Eribe, 2008).

31



Obrazek 12: Kolonie L. buccalis na krevnim agaru pti 37°C, 24-48h, 5-10% CO, (Cho, 2017)

Stejné jako u ostatnich ¢lend oralni kompenzaéni mikroflory jsou druhy Leptotrichia také
spojeny s periodontalnimi chorobami a abscesy ustni dutiny a patii mezi typicky oportunni
patogeny. Byla vSak také popsana izolace druhti Leptotrichia od pacientl s nekrotizujici
viedovou gingivitidou, Vincentovou anginou, bakterialni vagindzou, neutropenii, virem HIV,
leukémii, infekéni endokarditidou s normalné fungujicim imunitnim systémem a s mnoha

dal$imi chorobami. Druhy Leptotrichia mohou zpusobit bakteriémie (Eribe, 2017).
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3 Detekce a identifikace MO

Identifikace bakterii je obecné zalozena na konvekénich fenotypovych metodach
zahrnujicich kultivaci a rGst modelovych kolonii na specifickych médiich a morfologické
biochemické vlastnosti. Testy mohou byt tézko interpretovany a vyzaduji odborny personal.
Dale se vyuzivaji molekularni metody pro mikrobidlni identifikaci, jako je PCR, sekvencni
nebo mikroskopické analyzy. Tyto metody vSak neposkytuji kompletni feSeni pfi rutinnich
bakterialnich identifikacich. Dal§i moznosti je mikrobidlni stanoveni zalozené na druhové
specifickych spektrech peptidii a proteini pomoci hmotnostni spektrometrie. V poslednich
letech je nejvice vyuzivanou metodou hmotnostni spektrometrie s detekci matrixovou
laserovou desorpéni ionizaci (MALDI-TOF MS), coz je rychla, piesnd a snadno proveditelna

metoda pro identifikaci mikroorganizmui (Van Veen, 2010).

V mikrobiologické laboratofi hraje identifikace bakterii kli¢ovou roli pii poskytovani
informaci o infekcich. Hlavni patogeny nebo skupiny mikroorganizmi, které musi
mikrobiologicka laboratoi rutinné detekovat a hlasit jsou pigmentované gramnegativni
anaeroby (Prevotella a Porphyromonas spp.), nepigmentované gramnegativni anaeroby

(primarn¢ Bacteroides, Prevotella a Fusobacterium spp.) a dalsi.

Zavedeni mikroorganizmii do dfive sterilniho mista, jako je rana, se oznacuje jako
infekce. Druhy, které jsou schopné piezit, se aktivné mnozi a kolonizuji tak ranu. Kolonizace
nemusi vzdy vést k infekci. To, které z kolonizacnich bakteridlnich druhti se nakonec objevi
jako skute¢ny piivodce infekce, zavisi na jejich virulenci, relativnich poctech a na selektivnich
faktorech, jako je prostfedi v ran¢ a antibiotika. Bakteridlni flora oteviené rany je ziidka
statickd; obvykle se méni, objevuji se nové organizmy v ranach a staré mizi. Tyto patogeny

zpusobuji opozdéné hojeni a infekce (Bowler, 2001).

Odbér vzorkt vyzaduje specialné provadéné klinické techniky, tak aby byl vyhodnocen
co nejlepsi laboratorni nalez. Z tohoto ditvodu je nutné dodrzovat urcité zasady, mezi které patii
pouziti sterilnich néstrojii pro odbé&r, u anaerobt je nejlepsi pouzit injekeni stfikacku, tak aby
kyslik nemél piistup ke vzorku, poptipadé ho okamzité odstranit, protoze predevSim

vy

jelikoZ malé mnozZstvi nemusi zajistit pfitomnost patogentl. Poté musi byt vzorek co nejrychleji

v

transportovan do laboratofe. Pro anaeroby je nejsnadnéjsi jehlu obsahujici vzorek zabodnout
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do gumové zatky. VSechny vzorky musi byt oznacené stitkem s udaji (Borgan, 1983; Julak,
2003).

Bakterialni identifikace a veskeré typizaéni postupy (biochemické, fyziologické atd.) jsou

taxonomickymi klasifikacemi na urovni druhu ¢i poddruhu.
3.1 Kaultivace na pudach

Anaerobni mikroorganizmy potiebuji zvlastni podminky pro kultivaci, a proto existuje
fada postupti pro snizeni obsahu Oz v médiich. N¢které metody jsou jednoduché, ty jsou

24

pro rust piisnych anaerobd.
3.1.1 Anaerobni agar

Tento agar je medium pro kultivaci anaerobnich mikroorganizmu bez potieby anaerobni
nadoby, jelikoz pouziva specialné navrzeny Brewerove misky s hermetickym uzavérem. Jedna
se o neselektivni médium. Anaerobni agary se doporucuji pro péstovani anaerobnich bakterii
z klinickych a neklinickych vzorkt. pH agaru je 7,2 + 0,2 pti 25 © C. Obsahuje thioglykolat
sodny a formaldehydsulfoxylat sodny, poskytujici diky svym redukénim schopnostem
adekvatni anaerobiozu indikovanou methylenovou modii pfitomnou v médiu, kterd poskytuje
modré zabarveni média. Trypton a dextroza poskytuji zékladni Ziviny, a to konkrétné dusik,
vitaminy, aminokyseliny (trypton) a uhlik (dextr6za), zatimco chlorid sodny udrzuje
osmotickou rovnovahu. Nejlepsi vysledky jsou dosazeny za pouziti pérovitych desek (HiMedia
Laboratories, 2018). Tento agar ma nizky oxida¢né-reduk¢ni potencial. Anaerobni agar je

modifikaci pivodni Brewerovho agaru (HiMedia Laboratories, 2018).
3.1.2 Zloutkovy agar

Zloutkovy agar se znadi zkratkou EYA z anglického egg yolk agar. EYA je obohacené,
neselektivni a diferencidlni médium doporucené pro pouziti pii detekci produkce enzymi
lecithinazy, lipazy a proteolytické aktivity nékterych obligatnich anaerobt a pfti predpokladané
identifikaci rodu Fusobacterium a Prevotella spp. EYA je médium doplnéné suspenzi
vaje¢ného zloutku a obohaceno heminem a vitaminem K. Vaje¢ny Zloutek dodava lecitin a

volné tuky, substraty potiebné k detekci lecithinazy a lipazy diky proteolytické aktivité. Hemin
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a vitamin K jsou sou¢asti média, aby zvysily rust striktnich anaerobnich mikroorganizmi (Tille,

2017).

Mikroorganizmy, které maji enzym lecithindzu, rozkladaji lecitin na nerozpustny
diglycerid a fosforylcholin. Nerozpustny diglycerid vytvaii bilou neprihlednou zénu, ktera se
rozprostira kolem kolonie. Lipaza hydrolyzuje volné tuky na glycerol a volné mastné kyseliny.
Nerozpustné volné mastné kyseliny vedou k tvorbé lesku (jako u oleje ve vodé), které 1ze vidét,
kdyz je deska drZena pod thlem vici svételnému zdroji. Ve srovnani s lecithinazou lipaza
nedifunduje a produkuje reakci pouze na povrchu agaru v bezprostiedni blizkosti kolonie.

Proteolyza je zaznamenana vyvojem ¢irych zon v prostiedi kolem kolonie (Tille, 2017).
3.1.3 Glukézovy agar s kvasni¢nym extraktem

Peptonovy kvasni¢ny bujon s glukozovym extraktem (PYG) je obohacené, neselektivni
médium uréené ke kultivaci a biochemické identifikaci striktné¢ anaerobnich mikroorganizmt
a bakterii identifikovanych plynovo-kapalinovou chromatografii (GLC) vyuzivajici analyzy
mastnych kyselin s kratkymi fetézci, které byly ziskané fermentaci glukézy. PYG usnadiiuje
obnoveni naroénych mikroorganizmt jako je Prevotella, Porphyromonas a Bacteriodes.
Médium muze byt pouzito pro uchovani anaerobnich izolati nebo pro chromatografické

analyzy metabolickych produktt ziskanych fermentaci glukézy (Tille, 2017).

PYG obsahuje kvasni¢ny extrakt, ktery poskytuje dusikaté slouceniny a vitamin B
pottebny pro rast; dale L-cystein, ktery je redukénim ¢inidlem stimulujici rlst anaerobnich
mikroorganizmii; glukézu, ktera je zdrojem energie a ristové faktory hemin a vitamin K, které
jsou potiebné pro rist mnohych naro¢nych anaerobti a k produkci pigmentu u nékterych druhti
bakterii. Sodné, draselné, vapenaté a hofecnaté soli slouzi jako stabilizatory pH, které pomahaji

udrzovat osmotickou rovnovahu a poskytuji ionty vyuzivané pti transportu (Tille, 2017).
3.1.4 Krevni agar s ov¢i krvi, kanamycinem a vancomycinem

Tento agar je znamy pod zkratkou LKV z anglického laked blood with kanamycin and
vancomicin agar. LKV agar z ov¢i krve s kanamycinem a vancomycinem se doporucuje pro
selektivni izolaci a ¢aste€nou identifikaci obligatnich anaerobnich gramnegativnich bacild, jako
je Prevotella spp. a Bacteroides spp., a také pro organizmy rezistentni na kanamycin.
Brucellovy agar je zakladem pro agar LKV. Dextroza, peptony, kvasnicny extrakt, hemin,

vitamin K a ov¢i krev patii mezi ziviny obsazené v tomto médiu. Glukoza slouzi jako zdroj
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energie; peptony poskytuji dusikaté slouceniny a kvasni¢ny extrakt dodava vitamin B. Chlorid
sodny je zaclenén do média, aby poskytoval zakladni elektrolyty. Ptida se disulfid sodny,
redukcni latka, kterd pomahd udrzovat nizké pH. Rustové faktory vyzadované nékterymi
anaerobnimi bakteriemi jsou poskytovany ov¢i krvi. Hemin a vitamin K zlepSuji rast druhi
inhibuje rust grampozitivnich mikroorganizma a Porphyromonas spp. Kanamycin inhibuje
veétsSinu  gramnegativnich fakultativné anaerobnich tyCinek, aerobnich a anaerobnich

gramnegativnich ty¢inek s vyjimkou Prevotella a Bacteroides spp (Akhi, 2017)
3.1.5 Lombardiv-Dowelliiv agar

Lombardtv-Dowelltiv agar nebo LD agar slouzi pro kultivaci a identifikaci naro¢nych
anaerobnich bakterii. Agar se pouziva k hodnoceni stupné¢ rlstu anaerobt a také k hodnoceni
indolu a produkce katalazy Bacteroides a Fusobacterium. Tento agar obsahuje kaseinovy
enzymaticky hydrolyzat, hemin, vitamin K1, L-cystin a kvasni¢ny extrakt. Toto médium
obsahuje rizné vyzivné latky, které mohou podporovat riist narocnych anaerobnich bakterii.
Kaseinovy enzymaticky hydrolyzat a kvasni¢ny extrakt poskytuji nezbytné dusikaté ziviny,
zatimco hemin a vitamin K1 dodavaji dalsi rustové faktory. L-cystin a L-tryptofan slouzi jako
zdroje aminokyselin. Siran sodny je antioxidantem. Chlorid sodny udrzuje osmotickou
rovnovahu média. Kataldza pozitivni reakce nemusi byt zjevna 30 sekund az 1 minutu po

aplikaci 3 % peroxidu vodiku (Votava, 2000).
3.1.6 Wilkins-Chalgrenuav agar

Agar dle Wilkins-Chalgrena obsahuje extrakt z kvasnic, ktery dodava esencialni
vitaminy, puriny a pyrimidiny pro zvyseni rustu Prevotella melaninogenica a pyruvat sodny
pro podporu rustu Peptostreptococcus anaerobius a asacharolytickych organizmi, jako je
Veillonella spp. Arginin se pfidava ke zlepSeni ristu Eubacterium lentum. Glukoéza slouzi jako
zdroj energie. Hemin a vitamin K podporuji rist organizmd Bacteroides fragilis spolu s
Prevotella melaninogenica. Chlorid sodny je izotonickym c¢inidlem (Hardy Diagnostics,
1996a). Agar je citlivy na svétlo, teplotu, vihkost a mraz. Pouziva se také tekuta puda (bujon),

ktera neosahuje pouze agar jinak ma stejné slozeni.
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3.1.7 Schaedlerovo anaerobni medium

Ackoli je thioglykolat Siroce pouzivan v anaerobnich médiich, kde snizuje redoxni
potencial, aby podpofil rist anaerobnich organizmd, ale na druhou stranu u nékterych anaerobt
se projevil jako inhibitor. Zakladem je tryptonsojovy bujon. Schaedleriv anaerobni bujon dale
obsahuje cystein, proteozovy pepton, glukdzu, kvasni¢ny extrakt a hemin. Tento bujon slouzi
ke kultivaci obligatnich anaerobt (napt. Bacteroides) a ke stanoveni MIC ktera urcuje citlivost
vuci antimikrobialnim latkam. Také se vyuziva i stejnojmenna pevna puda, ktera ma shodné

slozeni akorat je obohacena o agar. (Votava, 2000).
3.1.8 Zlué-eskulinovy agar

Pro Zlu¢-eskulinovy agar se pouziva zkratka BBE z anglického Bacteroides bile esculin
agar. BBE agar je ur¢en pro rychlou izolaci a identifikaci zejména Bacteroides fragilis, ale je
vyuzivan i pro Bacteroides splanchnicus, Fusobacterium mortiferum, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus sp. Zakladni médium se sklada z TSA a je doplnén o 20% zIu¢ (oxgall) stimulujici
rast B. fragilis, zatimco inhibuje ostatnich anaeroby; eskulin a citrat amonno-zelezity za uc¢elem
detekce hydrolyzy eskulinu; hemin slouzi jako ristovy faktor a umoziuje testovani produkci
katalazy, gentamycin, ktery inhibuje vétSinu fakultativnich anaerobi. Pivodné byl za ucelem
inhibice rastu vétsiny fakultativnich anaerobl pouzivan kanamycin, ale pozd¢ji byl nahrazen
gentamycinem. Ten se ukazal byt jeho u¢innou nahradou, jelikoz neztraci svou aktivitu pti
vyssich teplotach inkubace a muze byt zaclenén do agaru BBE pied autoklavovanim (Tille,
2017).

Skupina B. fragilis hydrolyzuje eskulin za vzniku glukozy a eskuletinu. Tato sloucenina
reaguje s ionty Zeleza obsaZzenymi v médiu a obarvuje médium kolem kolonii tmavé hnédou
az Cernou barvou. Tudiz tolerance vici zlu¢i a hydrolyza eskulinu poskytuji prostredky
k pfedpokladané identifikaci skupiny B. fragilis. Je doporu¢eno provadét biochemické,
imunologické, molekularni testy nebo hmotnostni spektrometrii z ¢isté kultury pro uplnou

identifikaci bakterie (Tille, 2017).
3.2 Biochemické testy

K identifikaci anaerobnich bakterii se vyuzivaji také jednoduché, rychlé a citlivé

biochemické testy na hydrolyzu eskulinu, produkce uredzy, redukci dusi¢nanti, tvorbu indolu,
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hydrolyzu zelatiny a test pro méfeni hydrolyzy o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranozidu (ONPG)

beta-galaktozidazou. Tyto testy jsou doplikové a slouzi k pfesnéjS§imu zafazeni v taxonomii.
3.2.1 Tvorba katalazy

Nekteré bakterie produkuji kataldzu, kterd je odpovédna za rozklad peroxidu vodiku
na vodu a kyslik. Dtikaz se provadi na Zivném agaru, ktery obsahuje H202. Pfitomnost katalazy

se projevi unikem plynu (Votava, 2010).
3.2.2 Hydrolyza eskulinu

Eskulin se hydrolyzou rozklad4 na glukézu a eskuletin. Stépeni se projevi hnédym az

¢ernym zbarvenim pidy, jelikoz eskuletin reaguje s ionty Zeleza (Qadri, 1980).
3.2.3 Produkce ureazy

Produkce uredzy je detekovéana barevnou zménou indikatoru, kterym je fenolova Cerven.
Syté rizové az Cervené zbarveni znaci pozitivni uredzu. Barevna zména se projevi diky zvyseni

pH zapii¢inéného rozkladem mocoviny, pfi kterém vznika amoniak a CO2 (Dahlén, 2018).
3.2.4 Redukce dusi¢nani

Bakterie mohou redukovat dusi¢nany na dusitany nékolika zplsoby, mezi které patii
asimilace, kdy kromé dusitanii vznika amoniak; disimilace, kdy je akceptorem nitrat namisto
kysliku; a denitrifikace, kdy dochazi k redukci na dusik. Redukce se provadi na tuhé padé

Grissovym ¢inidlem, kde pozitivni vysledek znaci ¢ervené zbarveni (Tille, 2017)
3.2.5 Tvorba indolu

Pii metabolické Cinnosti nékterych bakterii dochazi dekaroboxylaci peptidi k tvorbé
indolu, ktery vznika z tryptofanu, obsazeného v nadbytku v zivném médiu, ptisobenim enzymu
tryptofanazy, za soucasné nepiitomnosti glukozy, nebot’ glukéza produkei indolu inhibuje.
Indol se detekuje pomoci p-dimetylaminobenzaldehydu za pouZiti Ehrlichova, Bohmova nebo
Kovacsova c¢inidla. Pozitivni reakci ndm znaci z€ervenani reagujicich latek ve vrstvé nad

médiem (Di Martino, 2003).
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3.2.6 Tvorba H.S

Sulfan je uvoliiovan nékterymi bakteriemi, jejichz aminokyseliny obsahuji siru. Dikaz
H2S Ize provést nékolika zpisoby. Prvni moznost je pouziti papirku napusténého octanem
olovnatym. Dalsi variantou je ockovani na Sikmy TSI agar nebo pouziti tekuté pady s obsahem
soli tézkych kovu (Pb, Bi, Fe). Za pozitivni vysledek lze povazovat ve vSech pouzitych
metodach z¢ernani. Pokud nedochazi k barevné zméng, jedna se o negativni vysledek (Shatalin,

2011).
3.2.7 Hydrolyza Zelatiny

U testu na hydrolyzu zelatiny pozorujeme proteolytickou aktivitu, kde se po nao¢kovani
bakterii do Zelatinového média po inkubaci sleduje ztekuténi substratu, coz znaci produkci
protedz a peptiddz, jelikoz plisobenim téchto enzymu ztraci Zelatina svoji gelujici schopnost

(Tille, 2017).
3.2.8 ONPG test

ONPG test slouzi k diikazu produkce B-galaktosidazy, prostiednictvim barevné zmény
o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranozidu, ktery se pfi pozitivni reakci méni hydrolyzou na zluty

o-nitrofenol. Tento test zna¢i opozdéné §tépeni laktozy (Votava, 2010).
3.2.9 Test pohyblivosti

Pohyblivost bakterii mize byt jednoduSe urc¢ena po hlubokém vpichu do polotuhého
zivného agaru v U-trubici. V pfipadé, Zze je kmen pohyblivy lze kolem vpichu pozorovat
zakaleni ve formé& zon nebo vybézki. Nepohyblivé kmeny pudu nezakali, tudiz zistava ¢ira

a kmen roste pouze na linii vpichu (Mitchell, 2006)
3.2.10 Testy na rezistenci vii¢i antibiotikiim

Stanoveni citlivosti bakteridlniho kmene vii¢i antibiotikiim se provadi pomoci
antibiotickych diagnostickych diskd. Agarova difizni metoda nam urc¢i, zda je kmen
k antibiotiku citlivy nebo rezistentni. Na tuhé pud¢ v okoli diagnostickych diskd se pozoruje
primér inhibi€nich zon, ktery se srovnava s priméery minimalnich inhibiénich zén danych pro
konkrétni antibiotikum. Pokud je primér inhibi¢nich z6n mensi, je MO vici antibiotiku

rezistentni. V pfipad¢, Ze jsou zony vEtsi, jsou bakterie na antibiotika citliva. Mezi antibiotika,
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ktera se pouzivaji k testovani citlivosti patfi naptiklad kanamycin, vankomycin, sulfonamidy ¢i

kolistin (Votava, 2010).
3.3 Fingerprinty nukleovych kyselin

Tato metoda poskytuje informace na urovni poddruhi a druhd. Vyuziva se nékolik
technik, mezi které patii napiiklad amplifikované fragmentové polymorfni PCR,
makrorestrikéni analyza po pulzni gelové elektroforéze, analyza ndhodné amplifikované
polymorfni DNA nebo repetitivni extragenni palindromicka PCR. Velkou nevyhodou
nékterych z téchto fingerprintovych metod je, ze vysledky jsou casto obtizné srovnatelné,
pokud byly ziskdny v rGznych laboratotfich kvili nedostatku standardizace. Vyjimkou je
amplifikované fragmentové polymorfni PCR, protoze tento piistup zajistuje dostatecnou
standardizaci. Fingerprintové metody DNA maji pro popis druhit omezeny vyznam, ale pfi
spravném pouziti mohou byt cenné pro identifikaci na urovni druhd a poddruhti. Tyto
typografické techniky jsou velmi uzitecné k prokazani, zda jsou izolaty nového taxonu Cleny

klonu (Busse, 2010).
3.4 Plynova chromatografie (GC)

Po dlouha Iéta byla analyza mastnych kyselin s kratkym fetézcem (t€¢kavé mastné
kyseliny, VFA) bé&zné pouzivana pii identifikaci anaerobnich bakterii. V mnoha védeckych
dokumentech, mastné kyseliny s délkou devét az dvacet uhlikti charakterizuji zejména rody

a druhy nefermentujicich gramnegativnich bakterii (Jantzen, 1974).

Vice nez 300 mastnych kyselin a pifibuznych sloucenin bylo nalezeno u bakterii
analyzovanych v MIDI Research a ve vyvojové laboratofi. Nezmérna hodnota informaci
obsazenych v téchto slou¢eninach mize byt zméfena nejen piitomnosti nebo nepiitomnosti
kazdé kyseliny, ale spociva zejména v kvantit¢ udaju. Systém Sherlock MIS je mikrobialni
identifikacni systém, ktery predstavuje rychlé, presné a levné feSeni pro identifikaci vice nez
1500 mikrobialnich druhtli, mastnych kyselin a PLFA pomoci analyzy GC-FAME a pfi jeho
pouziti neni zapotiebi zadné zkusenosti GC. Tento systém ma schopnost rozlisovat mezi 2%
riznymi kombinacemi mastnych kyselin a tento rozsahly pocet vytvaii skvélou ,,jmenovaci”
silu. Sherlock MIS pouziva k identifikaci mastné kyseliny o délce devét az dvacet uhlika.

Naméfené piky jsou automaticky pojmenovany a kvantifikovany systémem. Kyseliny s

rozvétvenym fetézcem prevazuji U grampozitivnich bakterii, zatimco hydroxykyseliny s
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kratkym fetézcem charakterizuji lipopolysacharidy gramnegativnich bakterii (MIDI Inc.,
2018).

Je dilezité poznamenat, Ze slozeni mastnych kyselin Vv raznych bakteriich zavisi
na kultiva¢nich podminkach, a to zejména na pouzitém kultivatnim agaru a teploté ristu

(MIDI, 2001).
3.5 Polymerazova retézcova reakce

Polymerazova fetézcova reakce (PCR) umoziuje rychlou a specifickou detekci Sirokého
spektra bakterialnich druhti a stala se kliCovym postupem pro detekci mikroorganizmd.
Principem PCR je rychld a snadnd replikace nukleovych kyselin pifi detekci bakterii
V heterogennich vzorcich. Nejvice se vyuzivd k monitorovani bakterii (napfiklad rody
Bacteriodes, Fusobacterium) in vitro semikontinualnich kultivaénich systémech na bazi
lidského gastrointestinalniho traktu. PCR, ktera se vyuziva pro specifikaci anaerobnich bakterii,
je zalozena na 16S rRNA genovych sekvencich specifickych pro urcité anaerobni bakterie,
které byly pfevazné vyvinuty v intestinalnim traktu, kde ziskané vysledky jsou porovnavany
s informacemi ziskanymi z jinych technik analyzujicich vzorky. Napiiklad rod Fusobacterium

ur¢ovany pomoci metody PCR vykazuje titry s vy$§imi hodnotami ve vzorcich (Radha, 2013).
3.6 Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza

Molekularni pfistup k analyze genetické rozmanitosti komplexnich mikrobialnich
populaci predstavuje denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) amplifikovana
polymerazovou fetézcovou reakci. Tato technika je zaloZena na separaci fragmentii gent
kodujicich 16S rRNA, které maji stejnou délku. DGGE se znaéné€ vyuZziva ke studiu mikrobidlni
diverzity a sledovani mikrobialni rozmanitosti biofilmt (Muyzer, 1993). Pocet pasem
pozorovanych v gelu mize v mnoha ptipadech poskytnout relativni miru poctu ptfitomnych
bakterii, kde kazdé z pasem vidéné v gelu DGGE muze ptedstavovat vice druhi, a zaroven
tentyZz druh miZe byt reprezentovéan ve vice pasmech. Pfevladajici druh kazdého pasma je poté
naklonovan do vektoru, kde je sekvenovan a identifikovan. Jednou z vyhod pouziti DGGE pro
srovnavaci analyzu paralelnich vzorkd je nizka cena a rychld vizualni interpretace (Dowd,
2008).

Bonin et al. ve své studii popsali degradaci skvalenu denitrifikacnimi anaerobnimi MO

pomoci DGGE analyzy DNA fragmentl znasobenych PCR. Jednotlivé MO byly identifikovany
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po vyfiznuti DGGE past a naslednym porovnanim jejich sekvenci se sekvencemi dostupnymi
v databaze GenBank. Vétsina identifikovanych MO byla z oddéleni Proteobacteria, mezi
kterymi bylo izolovéano a charakterizovano sedm novych denitrifika¢nich bakterii schopnych

pouzivat skvalen jako jediny zdroj uhliku (Bonin, 2002).

Kombinace PCR amplifikace 16S rRNA gent s analyzou denaturacni gradientni gelové
elektroforézy byla pouzita k odhaleni kompozic a dynamiky bakterialnich komunit v ¢isticce
odpadnich vod. Hlavni skupiny vzorkti kalu DGGE byly dale sekvenovany a fylogeneticka
afinita ukazala, Ze vétSina ziskanych sekvenci byla spojena s bakteriemi Actinobacteria,

Bacteroidetes a Proteobacteria (Hesham, 2011).
3.7 Shotgun sekvenovani

Shotgun sekvenovani patfi mezi sekvenovani celkové DNA ziskané z celé komunity,
které ma za nasledek ziskani celkového metagenomu mikrobti, nebo velké casti genomi.
Shotgun sekvenovani ma nekolik piistupti. Prvni je zalozeny na poskytovani taxonomického
profilovani komunity na niz$§i taxonomické urovni, nez je cilené profilovani taxonu. Gen
16S rRNA miiZe byt stejny nebo podobny pro vzdalené piibuzné €leny stejného druhu, aniz by
ovliviioval niz$i taxonomické urovné, a proto se pro kvantifikovani druhl na trovni celého
genomu vyuziva shotgun sekvenovani. DalSi moZnosti je ziskani genetického dopliku
mikrobialni komunity a nésledné odvozeni individualniho zafazeni mezi organizmy v rdmci
komunity. VyuZziva se také funkéniho profilovani komunit zaloZeném na piedpokladané funkci
gent, jako je pfitomnost enzymu nebo pocetnost. Posledni moznosti je charakterizace
nebakteridlnich slozek mikrobiomu, kde shotgun sekvenovani je obzvlast’ uzite¢né pro studium
virovych komunit. Jelikoz viry neobsahuji univerzalni fylogeneticky marker (16S rRNA), tak je

pro ziskani rozmanitosti virovych komunit tato metoda jediny mozny zptsob (Mitreva, 2017).

Nevyhodou této metody je vysoka nékladnost, hlavné diky vysoké lidské genomové
,kontaminaci®. U vzorkil s vysokou kontaminaci Ize hiife ur¢it mikrobialni vlastnosti, a proto

je potiebné hlubsi pokryti fylogenetického a funkcéniho profilovani mikrobialni komunity.

Analyza shotgun sekvenovanim probiha srovnanim (mapovéanim) s referenénimi genomy
nebo funkénimi databazemi a de novo sestaveni genti pomoci vyslednych sestav. Metoda pro
urceni mikrobialnich komunit je zalozena na databazi a pouziva dostupné sekvence, coz je
dilezité pro uspésné definovani struktury nebo funk¢nosti mikrobialni komunity, avSak plné

tento piistup zavisi na Giplnosti referenénich genomi a funkénich databazi (Niranjan, 2013).
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3.8 DNA-DNA hybridizace

Cela genomova DNA-DNA hybridizace byla pouzivana pro bakteridlni genotypickou
charakterizaci po dlouha desetileti, coz zvySuje kvalitu a mnozstvi informaci uzite¢nych pro
identifikaci, ktera byla diive omezena na fenotypové vlastnosti (Rossello-Mora, 2001). DNA-
DNA hybridizace byla jednim z prvnich molekularnich vyzkumii a dosud zlstava zakladnim
kamenem pro vymezeni bakterialnich druht (Stackebrandt, 2002). Tato standardni technika
umoziuje porovnat a méfit genomové podobnosti mezi celkovym genomem dvou druht
za standardizovanych podminek. Skupina druhu vykazujicich vice nez 70 % podobnost mezi
DNA-DNA se povazuje za organizmy stejného druhu (Janda, 2007). Nicméné tato metoda
nezavisi ve své schopnosti vyhodnotit skute¢nou sekvenéni podobnost mezi dvéma celymi
genomy a vhodnym popisem bakteridlnich druhti. Kromé toho jsou studie hybridizace DNA-
DNA casové naro¢né; umoznuji studium pouze nékolika bakteridlnich kolonii a nejsou
pouzitelné pro nekultivované organizmy, které predstavuji vétSinu zivych prokaryot. | pres
bakteridlnich druhii. Vzhledem k vyznamné tloze testu DNA-DNA hybridizace a obtiZznosti
provedeni této techniky v rutinnich laboratofich byly navrzeny nové a alternativni metody

(Pontes, 2007).

3.9 16S rRNA sekvenovani

N¢kolik vlastnosti genu 16S rRNA je diillezitym nastrojem pro stanoveni fylogenetickych
vztahli mezi bakteriemi, a proto je tento gen uZitenym ukazatelem pro jejich klinickou detekcei
a identifikaci. Prvnim dileZitym rysem je, Ze gen 16S rRNA je pfitomen ve vSech bakteriich,
tedy je univerzalnim cilem pro identifikaci. Druhym podstatnym znakem je to, Ze funkce tohoto
genu zistava konstantni po dlouhou dobu, takze zmény sekvence pravdépodobné odrazeji
nahodné zmény, které by mohly zménit funkci molekuly (Patel, 2001). Gen 16S rRNA je
dostatecné velky (pfiblizné¢ 1500 bp), aby obsahoval statisticky vyznamnou sekvencni
informaci, ale dulezitéjsi je, Ze molekula je sloZena z pfiblizn€ 50 funk¢nich domén. Pocet
domén je dillezity, protoze zavedeni vybranych zmén v jedné domén¢ nema vyznamny vliv na
sekvence v jinych doménach. Vzhledem k tomu, Ze pocet domén se zvySuje, jsou vybrané
zmény fylogenetickych vztahli méné ovliviiované. Diky témto dllezitym rysim se zacalo
pouzivat 16S rRNA genové sekvenovani pro studium bakteridlni fylogeneze a taxonomie

(Patel, 2001).

43



Identifikace zalozena na sekvenovani se pouziva v klinické praxi. Laboratofe primarné
identifikuji izolaty, kterymi jsou bud pomalu rostouci bakterie, nebo bakterie, které jsou
obtizn¢ identifikovatelné pomoci béznych technik. V roce 1980 ve schvalenych seznamech
bylo uznano 1 791 platnych druhi. Dnes se diky snadnému provadéni studie sekvenovani genu
16S rRNA pocty rozpoznanych taxoni zvysily na ¢tytikrat vyssi hodnoty, na rozdil od tézsich

manipulacnich studii zahrnujicich vysetfovani DNA-DNA hybridizace (Janda, 2007).

Ptestoze bylo prokazano, ze udaje o sekvenci 16S rRNA genu jednotlivych druhii
s nejbliz§im sousedem vykazujicim podobnost < 97 %, znamena to, ze pfedstavuji novy druh,
vyznam podobnosti > 97 % neni tak jasny (Reller, 2007). Tato hodnota miize pfedstavovat novy
druh anebo alternativné naznacovat sluCovani v ramci diive definovaného taxonu. Studie
hybridizace DNA-DNA jsou tradi¢né vyzadovany, aby poskytly koneéné odpovédi na tyto
otazky v ur€eni taxonomie. Zatimco data sekvence genu 16S rRNA mohou byt pouzity pro
mnoho ucelt, pro hybridizace DNA neexistuji definované ,,prahové hodnoty* podobnosti, nad

nimiz by existovala univerzalni shoda o pfesvédéivém zatazeni do druhu (Janda, 2007).

Nejveétsi potencial vyuziti informaci z 16S rRNA genového sekvenovani je poskytnout
identifikaci genii a druhti pro izolaty, které neodpovidaji Zddnym zndmym biochemickym
profilim a také pro druhy, které vytvareji pouze ,,nizkou pravdépodobnost® nebo ,,ptijatelnou
identifikaci podle komer¢nich systému. Dalsi moznosti je identifikace taxond, které jsou zfidka
spojeny s lidskymi infek¢nimi chorobami. Kumulativni vysledky z omezeného poctu studii
doposud naznacuji, ze sekvenovani genu 16S rRNA poskytuje identifikaci rodu ve vétSing
pripadd (> 90 %), ale méné u druhli (65-83 %), izolatd, které zlstaly po testovani
neidentifikovany je pouze minimum (1-14 %) (Mignard, 2006).

3.10 MALDI-TOF MS

K identifikaci anaerobnich bakterii lze vyuzit desorpéni metodu s destiCkami
s matricovou podporou a identifikaci hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF MS) (Veloo,
2017). Zobrazovani pomoci této metody nam poskytuje informace o distribuci bakterii spole¢né
s distribuci 1€kt a metabolitd (Hamerly, 2015). Hlavni poznatek je, Ze identifikace ziskana
pomoci MALDI-TOF MS je nadfazena fenotypovym metodam tykajicich se spolehlivosti
identifikace. Ve srovnani s fenotypovymi metodami je tato metoda vhodna pro svou vysokou
propustnost, je mnohem rychlej$i a levnéjSi a miizeme ji povazovat za alternativu pro bézné

biochemické a molekularni identifikaéni systémy v mikrobiologické laboratofi, jelikoz
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diferencia¢ni konven¢ni metody se opiraji o biochemicka kritéria a vyzaduji dalsi pfedbézné
testovani a zdlouhavé inkubacni postupy, naopak metoda MALDI-TOF MS dokéze
identifikovat bakterie a kvasinky b&hem nékolika minut pfimo zkolonii péstovanych
na kultiva¢nich plotnach, a to ji ¢ini metodicky jednoduchou a piistupnéjs$i metodou, vzhledem
ke snizenym nakladiim na spotiebni material a uSetieného ¢asu pii diagnostice (Wieser, 2012).
Vzhledem Kk tomu, ze pro analyzu je potfebny pouze minutovy vzorek (minute sample), je
MALDI-TOF MS zvlast¢ uziteCny pro identifikaci ndrocnych a Spatné rostoucich druhi.
Identifikace anaerobnich bakterii je hodnotnéjsi, pokud je databaze MALDI-TOF MS doplnéna
referencnimi spektry druhd, které chybi v databazi nebo jsou nedostate¢né zastoupeny (Veloo,

2017).

Spolehlivost a pfesnost metody byla prokdzana v fad€ studii a riizné systémy jsou jiz
komeréné dostupné (Wieser, 2012). Pomoci MALDI-TOF MS bylo analyzovano velké
mnozstvi klinicky vyznamnych anaerobnich izolatd. Na izolovanych koloniich se
bezprostiedné po izolaci provadi ethanolové srazeni, kterym se stabilizuji a poté identifikuji
pomoci protokolu pro identifikaci mikroorganizmi (Nagy, 2012). Rovnéz jsou zkoumany nové
aplikace systému kromé identifikace irovné mikrobidlnich druht, to zahrnuje detekci patogenti
Z pozitivnich krevnich kultur, nebo pfimo ze vzorkil pacienta, jako je moc. Pokud jde
0 fenotypovou detekci, tak 1 zde dochdzi k vyvoji MALDI-TOF MS, a to konkrétné pfi
identifikaci urcitych antibiotickych rezistencnich mechanizmt, naptiklad p-laktamaz

a karbapenemaz (Wieser, 2012).

Hmotnostni spektrometrie je analyticka technika pouzivana k analyze poméru hmotnosti
k naboji riznych sloucenin, kde nejrozsifenéjsi metodou pro analyzu biomolekul je laserova
desorpéni/ionizacni spektrometrie doby letu, MALDI-TOF MS, s matricovou podporou. Tato
metoda je zaloZena na ionizaci kokrystalizovaného vzorku pomoci kratkych laserovych
impulzi. Ionty se zrychluji a jejich doba letu se méti ve vakuové trubici. MALDI-TOF MS se
uspésné pouziva ve vyzkumu k urceni hmotnosti proteinti a peptidi. Tato technika pfispéla
prostiednictvim identifikace specifickych biochemickych markerti k diagnostice nédort,
revmatoidni artritidy, Alzheimerovy choroby a alergii (Marvin, 2003). Vyuziti MALDI-TOF
MS v identifikaci mikroorganizm umoznilo analyzu pomérné velkych biomolekul, véetné
vetsich ribozomadlnich proteinti, kdy identifikace MO je méné ovliviiovana kultivacnimi
podminkami, mezi které patii variabilita zpisobena ristovymi podminkami a pouzitim riznych

médii, oproti metodam klasické hmotnostni spektrometrie. Diky témto skutecnostem je
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MALDI-TOF MS v poslednich letech implementovana v rutinnich laboratofich a je pouzivana

jako zcela novy pristup k identifikaci bakterii a kvasinek (Wieser, 2012).

Pti této technice se matrix aplikuje na tkan. Pti vystaveni UV zafeni laseru se analyty
ionizuji a nasledné se méii na hmotnostnim spektrometru. Tim, ze laser projde tkani a méfti
pocet iontll v kazdém bod¢, miize byt vytvoren dvojrozmérny obraz zalozeny na intenzit¢ iontt.
Ziskané dvourozmérné obrazy rany nam pomuzou pochopit procesy hojeni ran. Pii kombinaci
s laserovou desorpcni ionizaci s matrici asistovanou ionizaci Sirokého spektra molekul je
zobrazovaci hmotnostni spektrometrie silnym néstrojem biomedicinského vyzkumu. Avsak se
tato technika zatim nepouzivd k vySetieni bakteridlni kolonizace ran nebo distribuce
antimikrobidlnich latek na tkan. Za timto Uucelem byla zkouména distribuce
a perzistence antimikrobialniho ¢inidla chlorhexidinglukonatu (CHG) na modelové lidské
tkani. Byla rovnéz feSena schopnost detekovat a lokalizovat Staphylococcus aureus na stejném
modelu tkané. Tato metodika je uziteCna pifi vyvoji obvazii na rany se zlepSenymi
antimikrobidlnimi vlastnostmi. Dale nam zajistuje dukladngj$i analyzu koncentrace
antimikrobidlnich ¢inidel nezbytnych pro prevenci tvorby biofilmu a perzistenci (Hamerly,

2015).
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Obrazek 13: Schéma MALDI-IMS (Hamerly, 2015)
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Schéma metody analyzy vzorkl tkan¢ pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou
desorpci / ionizaénim zobrazenim (MALDI-IMS) s matrici asistovanou vazbu je zndzornéna
na Obrazku 12. Tkanové vzorky obsahujici bakterie, které byly osetfeny CHG jsou potazeny
zelatinou pro kryosekci. Sekce jsou umistény na specialnich sklickach mikroskopu MALDI
a jsou potazeny oxidem (indium-titanium oxide). Posuvny komponent je potazeno v matrici pro
analyzu MALDI a po suseni jsou do MALDI-MS umistény skli¢ka s tkanémi. Laser poté rozlozi
celou tkanovou sekci a generuje kazdé spektrum. Tyto spektra jsou pak analyzovéna tak, aby
generovaly obraz ionti, kde intenzita barvy indikovala, kolik z tohoto konkrétniho iontu je vidét

na libovolném misté na tkani (Hamerly, 2015)
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4 Zavér

V této bakalafské praci byly popsané gramnegativni anaerobni bakterie vyskytujici
se v chronickych ranach, jejich detekce, identifikace a v neposledni fad¢ i taxonomie. Infekce
zpusobené anaerobnimi MO jsou bézné, jejich vyskyt je stale Castéjsi a infekce zplisobené
zminénymi bakteriemi mohou zpusobovat vazné az Zivot ohrozujici onemocnéni. Z tohoto

davodu je dilezita jejich vcasna detekce a identifikace pomoci Sirokého spektra metod.

Prvni ¢ast prace pojednava o taxonomii jako takové a zatrazeni bakterii vybranych pro
tuto praci do hierarchie biologické klasifikace. K vidéni je rozsahly fylogeneticky strom
ur€ujici presné zafazeni vybranych bakterii do jednotlivych taxont. V dalsi ¢asti byly podrobné
popsany gramnegativni anaerobni mikroorganizmy vyskytujici se v chronickych ranach, jejich
zakladni vlastnosti a nejvyznamnéjsi predstavitelé vcéetné nemoci, které mohou zptsobovat.
Bylo vybrano a popsano osm rodu bakterii, a to konkrétné Bacteroides, Porphyromonas,
Prevotella, Fusobacterium, Bilophila, Veillonella, Mobiluncus a Leptotrichia. Zastupci z fad
téchto rodi se prirozené vyskytuji v chronickych ranach a jsou ptivodci zavaznych zdravotnich

komplikaci a onemocnéni.

V posledni ¢asti této prace byly popsany jednotlivé kultivacni, biochemické
a instrumentalni metody slouzici k jednoznacné a spolehlivé identifikaci mikroorganizma.
V ramci kultiva¢nich metod bylo popsano slozeni a principy tuhych i tekutych pid pouzivanych
ke kultivaci jednotlivych mikroorganizmi. Klasické biochemické testy vykazuji schopnost
rychlé a jednoduché identifikace fyziologickych vlastnosti ur¢ovanych bakterii. Byl kladen
diiraz zejména na testy piimo se tykajici vyc€lenéné skupiny gramnegativnich anaerobi, jako
jsou naptiklad testy na tvorbu katalazy, ureazy, indolu, HzS a hydrolyzu eskulinu, zelatiny atd.
Instrumentalni metody identifikace mikroorganizmt patfi k nejmodernéjSim technikam

Ve svém oboru a jsou Siroce vyuzivane.
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