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v chronických ranách. V další části se práce věnuje detekci a identifikaci těchto 
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Úvod 

Pro tuto bakalářskou práci bylo vybráno téma Gramnegativní anaerobní bakterie a klade 

si za úkol detailní popis taxonomie bakterií a zařazení jednotlivých, níže popsaných 

bakteriálních rodů do fylogenetické klasifikace poprvé zavedené Carlem Linneausem. První 

kapitola pojednává zejména o významnosti a pravidlech taxonomie, jelikož správná 

charakterizace, klasifikace a nomenklatura je klíčovým faktorem pro identifikaci nových členů 

jednotlivých taxonů. V další části je věnována pozornost jednotlivým zástupcům vyčleněné 

skupiny gramnegativních anaerobních mikroorganismů (MO) (Bacteriodes, Porphyromonas, 

Prevotella, Fusobacterium, Bilophila, Veillonella, Mobiluncus, Leptotrichia) vyskytujících se 

v chronických ranách, včetně jejich nejvýznamnějších představitelů a pojednává také 

o nejrůznějších nemocech a zdravotních komplikacích způsobených přítomností právě těchto 

mikroorganizmů v dynamické mikroflóře zmíněných chronických ran. 

Rychlost a spolehlivost určení mikroorganizmů vyskytujících se v chronických ranách 

vedoucích k infekci a ztíženému hojení je velmi důležitá při závažných a život ohrožujících 

stavech. Rozmanité metody a techniky používané k detekci a identifikaci zaručují spolehlivé 

určení původce infekce. 

Cílem této práce je přiblížit jednotlivé, nejčastěji se vyskytující gramnegativní anaerobní 

bakteriální druhy z oblasti chronických onemocnění a široké spektrum identifikačních metod 

používané v laboratořích a zdravotnických zařízeních. V dnešní době nachází uplatnění 

zejména moderní metody, kterými jsou MALDI-TOF MS a molekulárně biologické metody, 

zejména sekvenování (16S rRNA, DNA nebo RNA shotgun sekvenování). Své využití mají i 

klasické barvící metody a jednoduché biochemické testy poskytující základní informace o 

fyziologických vlastnostech bakterií. 
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1 Taxonomie bakterií  

Taxonomie se zabývá definováním a pojmenováním skupin biologických organizmů na 

základě sdílených charakteristik. Organizmy jsou seskupeny do taxonů, a ty jsou zařazeny do 

taxonomické pozice, skupiny dané pozice mohou být shromážděny tak, aby tvořily 

superskupinu vyššího stupně, čímž vznikne taxonomická hierarchie. V moderním použití 

dělíme hlavní kategorie na říše, oddělení, třída, řád, čeleď, rod a druh. Švédský botanik Carl 

Linnaeus je považován za otce taxonomie, protože vyvinul systém ke kategorizaci organizmů 

a binomickou nomenklaturu pro pojmenování organizmů. 

Druh patří mezi základní prvek mikrobiální taxonomie, jedná se o jasně ohraničenou 

skupinu MO, které jsou v příbuzném vztahu s vysokým stupněm homologie DNA a to 

nad 70 %. MO stejného druhu se vyznačují stejnými fenotypovými vlastnostmi, které je odlišují 

od ostatních skupin. 

Všechny druhy jsou přiřazeny k rodu, který může být funkčně definován jako jeden nebo 

více druhů se stejnými obecnými fenotypovými vlastnostmi, které se současně společně 

shlukují na bázi 16S rRNA sekvence (Brenner, 2005).  

Taxonomie se opírá o tři klíčové elementy, a to charakterizaci, klasifikaci 

a nomenklaturu. Všechny tyto tři prvky jsou vzájemně ovlivňovány. Tedy nomenklatura je 

závislá na klasifikaci, která zároveň podléhá charakterizaci skupiny organizmů. Zatímco 

nomenklatura je řízená bakteriologickým kódem, klasifikace a charakterizace prokaryot jsou 

oblasti, které nejsou formálně regulovány. Právě v těchto oblastech se za posledních padesát let 

uskutečnilo mnoho změn (Busse, 2010). 

Charakterizace MO je klíčovým prvkem systematiky bakterií. Přestože se v posledních 

letech vyvinuly nové metody, ty „tradiční“ zůstávají stále klíčovými. V případě známého 

taxonu může být použita vybraná sada testů k určení, zda byl MO identifikován jako člen 

stávajícího oddělení. Nicméně v případě MO nebo souboru MO ukazujících se jako nové 

taxony, je vhodné tyto bakterie charakterizovat co nejlépe. Cílem této charakterizace je umístit 

je do hierarchického rámce stanoveného bakteriologickým kódem, a také poskytnout detailní 

popis taxonu (Brenner, 2005). 

Jednotlivé nově identifikované MO by měly být přiděleny druhům (případně 

poddruhům), ale povaha „názvu druhu“ (binomická nebo v kombinaci) uvádí, že musí být 
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přiděleny také rodu. Rod může být buď již stávající, nebo nově vzniklý. Bakteriologický kód 

také doporučuje zmínit umístnění rodu v čeledi, a toto může být rozšířeno na další hierarchické 

úrovně, jelikož se stanou definovanými. Obecně platí, že členové nového druhu patří do jedné 

monofylitické linie, která byla určena na základě sekvenovaní genu 16S rRNA. Pro 

rekonstrukci fylogenních MO byly vyvinuty různé nástroje a databáze, tak aby bylo dosaženo 

nejspolehlivější typologie (Rosselló-Móra, 2015). 

1.1 Pravidla pro charakterizaci nových MO 

Za účelem správné a řádné charakterizace nově objevených MO je nutné dodržet určité 

zásady. Popis a informace o nových zkoumaných MO by měly být co nejúplnější. Mělo by být 

zahrnuto místo izolace MO (geografické odkazy mohou také zahrnovat GPS souřadnice nebo 

zeměpisnou šířku a délku, je-li to možné), označení nového MO (včetně všech přístupových 

čísel pro shromažďování údajů o kultuře) a veškeré informace týkající se prostředí, z něhož byl 

MO izolován (například pH, obsah solí, teplota, chemické složení, prostředí, hloubka půdního 

profilu nebo vodního sloupce). Je třeba věnovat pozornost při použití nasbíraných dat 

k formulování závěru o ekologickém významu nového kmenu v životním prostředí bez dalších 

studií. Je nepřijatelné uvádět číslo sbírky kultury, pokud tento MO nebyl získán přímo 

ze jmenované sbírky. Tyto informace mohou být vyžadovány také ve sbírkách nebo databázích 

kultur, jako je například GenBank, DDBJ nebo EBI/EMBL je odpovědností autorů, aby se 

ujistili o konzistentnosti informací za účelem vyvarování se hromadění chyb. Současná politika 

společností GenBank, DDBJ a EBI/EMBL je nepřijímat nové taxonomické názvy, dokud se 

neobjeví v tisku (Busse, 2010). 

Data uvedená v rukopisu mohou pocházet z mnoha různých zdrojů. Původní údaje by 

měly vycházet z výsledků shromážděných metodami popsanými v textu, aby bylo možné 

opakovat experimentální práci popsanou v dokumentu. Použité metody by měly být uvedeny 

jasně, nebo by měl být uveden odkaz na jinou publikaci, ve které jsou tyto metody plně popsány. 

Při získávání údajů z literatury je třeba uvést jasné a jednoznačné odkazy na publikace, 

ve kterých byly údaje poprvé zveřejněny. Údaje mohou poskytnout kolegové, kteří nechtějí být 

spoluautory, ale souhlasili se zveřejněním výsledků nebo mohou být poskytnuty jako součást 

vědecké služby. V obou případech by měl být zdroj dat jasně a jednoznačně uveden, aby bylo 

zřejmé, že údaje nebyly shromážděny autory (Ventosa, 1982). 
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Je třeba mít na paměti, že v taxonomii prokaryot má klíčový význam zařazení typového 

MO. Ačkoli to není stanoveno bakteriologickým kódem (kód se zabývá otázkami 

nomenklatury, nikoliv záležitostmi taxonomie), selský rozum napovídá, že je vhodné zahrnout 

všechny typy kmenu MO relevantních pro studii. Tam, kde jsou zahrnuty členové odlišných 

rodů, a není možné vzít v úvahu všechny druhy tohoto rodu, je nesmírně důležité zahrnout 

typový druh rodu. Přirozeně musí být použit typový MO tohoto druhu. Je třeba zdůraznit, že 

typové druhy tohoto rodu jsou nejdůležitějším referenčním organizmem, se kterým musí být 

srovnáván nový druh, pokud je považován za člena stejného rodu. Druh umístněný v novém 

rodu musí být porovnán s druhem blízce příbuzného taxonu, který musí zahrnovat typový druh 

studovaného rodu. V případě srovnávání mezi čeleděmi musí být zahrnutý typový rod i typové 

MO typového druhu typového rodu. Je třeba mít na paměti dříve, než začne výzkum, že některé 

organizmy mohou být patogenní pro člověka, zvířata nebo rostliny, a ne všichni vědci mají 

přístup k zařízením nebo povolení k manipulaci s takovými organizmy (Busse, 2010). 

1.2 Klasifikace bakterií 

Konec 19. století byl počátkem bakteriální taxonomie a bakterie byly klasifikovány na 

základě fenotypových markerů. Numerická taxonomie zlepšila fenotypovou identifikaci, ale 

poskytla málo informací o fylogenetických vztazích prokaryot. Později byly pro uspokojivější 

klasifikaci používány chemotaxonomické a genotypové metody. Archea byly nejprve 

klasifikovány jako samostatná skupina prokaryot v roce 1977. Současná klasifikace Bacteria a 

Archea je založena na operačním modelu, tzv. polyfázickém přístupu skládajícím se z 

fenotypových, chemotaxonomických a genotypických dat, a také z fylogenetických informací. 

Dočasný status Candidatus byl vytvořen pro popis nekultivovaných prokaryotických buněk, 

pro které byl stanoven jejich fylogenetický vztah a jejich autenticita byla prokázána in situ 

vyšetřením (Schleifer, 2009). 

Konečným cílem je dosáhnout teoreticky založeného klasifikačního systému na bázi 

fylogeneticky-evolučního pojetí. V současné době však existují dva protichůdné názory 

ohledně budoucí klasifikace Bacteria a Archea. Skupina molekulárních biologů předpokládá, 

že dosud nejasný efekt genového toku, zejména postranního genového přenosu, činí linie 

sestupu obtížnou, ne-li nemožnou k popsání. Avšak i tváří v tvář genomové fluidity se zdá, že 

typické genotypové a fenotypové charakteristiky taxonu jsou stále zachovány a jsou dostatečné 

pro spolehlivou klasifikaci a identifikaci Bacteria a Archea. Existuje mnoho dobře 

definovaných genotypových klastrů, které jsou shodné se známými druhy vymezenými 
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polyfázickými přístupy. Srovnávací sekvenční analýza určitých jádrových genů, včetně genů 

rRNA, může být užitečná pro charakterizaci vyšších taxonů, zatímco různé znakové geny 

mohou být vhodné jako fylogenetické markery pro vymezení nižších taxonů. I přesto zde může 

být ještě několik organizmů, které uniknou spolehlivé klasifikaci (Schleifer, 2009). 

1.3 Fylogenetický strom 

Fylogenetický strom nebo evoluční strom je rozvětvený diagram znázorňující evoluční 

vztahy mezi různými biologickými druhy nebo jinými entitami, jejich fylogenezí založenou na 

podobnostech a rozdílech v jejich fyzických nebo genetických charakteristikách. Všechen život 

na Zemi je součástí jediného fylogenetického stromu, což naznačuje společné předky. 

Taxonomie, jak ji známe dnes, byla poprvé popsaná Carlem Linneausem v roce 1758 jako 

Systema Naturae („Systém přírody“). Hierarchie biologického uspořádání je zobrazena na 

Obrázku 1. 

 

Obrázek 1: Hierarchie biologické klasifikace dle Carla Linneausa (převzato z theconversation.com) 

Jako grafická reprezentace taxonomického zařazení slouží fylogenetický strom. V této 

kapitole bude omezen pouze na gramnegativní anaeroby, které jsou předmětem této bakalářské 

práce. Následující stromy jsou zpracovány na základě dat z NCBI (NCBI, 2018). 

http://theconversation.com/its-not-the-science-of-tax-and-five-other-things-you-should-know-about-taxonomy-78926


18 

 

Obrázek 2: Taxonomické zařazení vybraných rodů do jednotlivých taxonů (NCBI, 2018) 

ŘÍŠE ODDĚLENÍ TŘÍDA ŘÁD ČELEĎ ROD

Eukarya

Archaea

Bacteria

Fusobacteria Fusobacteria Fusobacteriales

Fusobacteriaceae Fusobacterium

Leptotrichiaceae Leptotrichia

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteriodales

Bacteroidaceae Bacteroides

Porphyromonadaceae Porphyromonas

Prevotellaceae Prevotella

Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae Bilophila

Firmicutes Negativicutes Veillonellales Veillonellaceae Veillonella

Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Actinomycetaceae Mobiluncus
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ROD DRUH

Bacteroides

B. thetaiotaomikron

B. fragilis

B. ovatus

B. vulgatus

B. caccae

B. eggerthii

B. nordii

B. splanchnicus

Prevotella

P. oris

P. buccae

P. dentalis

P. melaninogenica

P. copri

ROD DRUH

Porphyromonas P. gingivalis

Obrázek 3: Taxonomické zařazení jednotlivých druhů z rodů Bacteroides, Porphyromonas a Prevotella  (NCBI, 2018) 
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Obrázek 4: Taxonomické zařazení jednotlivých druhů z rodů Fusobacterium, Bilophila a Veillonella (NCBI, 2018) 

ROD DRUH

Fusobacterium

F. necrophorum

F. nucleatum

F. canifelinum

F. gonidiaformans

F. mortiferum

F. poviforme

F. necrogenes

F. russii

F. ulcerans

F. varium

ROD DRUH

Bilophila Bi. wadsworthia 

Veillonella

V. parvula

V. atypica

V. dispar

V. criceti

V. ratti

V. rodentium

V. caviae
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ROD DRUH

Mobiluncus

M. curtisii

M. mulieris

ROD DRUH

Leptotrichia

L. buccalis

L. goodfellowii

L. hofstadii

L. shahii

L. trevisanii

L. wadei

L. hongkongensis

Obrázek 5: Taxonomické zařazení jednotlivých druhů z rodů Mobiluncus a Leptotrichia (NCBI, 2018) 
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2 G – anaerobní MO vyskytující se v chronických ranách 

Anaerobní bakterie jsou jakékoliv mikroorganizmy, které nevyžadují k svému růstu 

kyslík, jelikož je pro ně toxický. Z tohoto důvodu jsou tyto mikroby náročné na kultivaci  

a obtížně izolovatelné. Jejich kultivace vyžaduje správné metody sběru, přepravy a pěstování. 

Infekce způsobené anaerobními bakteriemi jsou běžné, a jejich výskyt je stále častější  

a zmíněné bakterie mohou způsobovat vážné až život ohrožující onemocnění (Brook, 2017).  

Ve skutečnosti jsou anaerobní MO přirozenou složkou normální lidské flóry, kde mnoho 

anaerobních gramnegativních bakteriálních druhů nalezneme v ústech, horních cestách 

dýchacích, střevním a urogenitálním traktu (Falagas, 2000). 

Chronické rány vznikají tam, kde dochází k narušení normálního procesu hojení. Rány, 

které nedosáhly pokroku za čtyři až osm týdnů jsou obecně pokládány za chronické. Venózní 

a arteriální bércové, tlakové a kožní vředy a diabetická noha jsou příklady chronických ran 

(Izadi, 2005). Nehojící rány způsobují obzvláště závažné zdravotní problémy, hlavně starším 

osobám (Harding, 2002). Patologické faktory, které brání procesu hojení, a zároveň přispívají 

k vývoji nehojicích se ran, jsou rozděleny na lokální faktory, jako například vaskulární zásobení 

či hypoxie, systémové a infekční faktory. Mezi infekční faktory řadíme také gramnegativní 

anaerobní mikroorganizmy, které se v nehojících ranách vyskytují (Jaul, 2009). Nejčastěji 

vyskytující se bakterie jsou z rodu Bacteriodes, Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, 

Bilophila, Veillonella, Mobiluncus a Leptotrichia. 

Obecně platí, že léčba infekcí způsobených anaerobními bakteriemi je založena na dvou 

zásadách, a to modifikaci prostředí ke zpomalení proliferace mikrobů a použití vhodných 

antimikrobiálních látek. Anaerobní bakterie způsobují významnou destrukci tkáně, čímž 

dochází ke vzniku abscesů, což je důležitým parametrem, který je třeba vzít v úvahu při 

rozhodování o správné léčbě. Modifikace místních stavů lze dosáhnout chirurgickým 

odstraněním, odvodněním a odstraněním obstrukce a dekompresí edematózní tkáně (Bartlett, 

1982).  

Nebylo dosaženo shody ohledně specifických antimikrobiálních látek, dávkování a trvání 

léčby anaerobních infekcí v různých lokalitách. Vzhledem k nedostatku schválených metod 

testování antimikrobiální citlivosti gramnegativních anaerobních MO je výběr antibiotik 

založen na znalosti patogenů, jejich citlivosti na antimikrobiální látky, farmakokinetických 
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vlastnostech, včetně penetrace v určitých oblastech, toxicitě, dopadu na normální flóru 

a vynaložení potřebných nákladů.   

Aby bylo dosaženo uspokojivých hladin léků v abscesech a ve špatně perfundovaných 

nebo nekrotických tkáních, doporučují se nejvyšší bezpečné dávky po delší dobu spolu se 

správnou chirurgickou léčbou. Obecně by měly být vybrány antibiotika s dobrými 

farmakokinetickými vlastnostmi v prostředí s nízkým pH a napětím kyslíku a se širokou 

účinností proti anaerobním bakteriím. Mezi takové látky patří klindamycin, karbapenemy, 

kombinace β-laktamů a metronidazol, který je preferovaným antibiotikem v případě 

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

2.1 Bacteroides 

Mikroorganizmy rodu Bacteroides patří do čeledě Bacteroidaceae (NCBI, 2018). Do 

rodu Bacteroides bylo původně zařazeno velké množství druhů. Rod byl rozdělen nejen na 

základě vlastností, ale hlavně díky analýze DNA. Rod Bacteriodes zahrnuje striktně anaerobní 

gramnegativní (viz Obrázek 6B) nepohyblivé nesporulující bakterie, které produkují H2S. 

Nejvýznamnějšími a nejčastěji izolovanými patogeny tohoto rodu jsou druhy Bacteriodes 

thetaiotaomikron a Bacteroides fragilis. (Votava, 2003).  

Dále do této skupiny patří Bacteroides ovatus, B. vulgatus, Bacteroides spp., Bacteroides 

caccae, Bacteroides eggerthii, Bacteroides nordii a Bacteroides splanchnicus. Organizmy jsou 

nehemolytické, rostou v šedivých koloniích, které mohou vytvářet viditelné koncentrické pásy 

(viz Obrázek 6A). Ze všech anaerobních bakterií je Bacteroides nejčastěji izolovaným 

patogenem z klinických vzorků, včetně krve. Všechny výše zmíněné druhy nalezneme na 

povrchu sliznic a dosahují velmi vysokých koncentrací v zubním plaku, gingiválních štěpech, 

v tlustém střevě a v pochvě (Falagas, 2000). 
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Obrázek 6: B. fragilis A-na Brucella agarů, B-obarven dle Grama při 37°C, 24-48h, 5-10% CO2 

(Partners Healthcare System, 2013) 

Bacteroides mohou způsobit mnoho onemocnění. Tyto bakterie jsou běžně izolovány 

od pacientů s intraabnormálními infekcemi (převážně Bacteroides fragilis), kožními vředy, 

paradentózou, endokarditidou, zánětlivými onemocněními pánve a hnisavými 

tromboflebitidami, některá onemocnění mohou být dokonce smrtelná (Falagas, 2000). Infekce 

se může vyskytnout jako důsledek traumatu, který mohl být zapříčiněn kousnutím od zvířete, 

popálením nebo říznutím (Kenneth J. Ryan, 2004). V podstatě všechny infekce vyvolané rodem 

Bacteroides jsou způsobené bakteriálními kmeny přítomnými v těle pacienta před zahájením 

patofyziologického procesu, který vede ke klinické infekci. V posledních letech bylo 

zaznamenáno snížení podílu případů bakteriémií způsobených anaerobními bakteriemi, včetně 

MO rodu Bacteroides, a to díky rozšířenému používání antimikrobiálních látek s dobrou 

anaerobní aktivitou, zlepšení chirurgické profylaxe. Avšak Bacteroides fragilis zůstává 

nejčastější příčinou anaerobní bakteriémie a má vysokou úmrtnost (Falagas, 2000). 

U rodu Bacteroides je důležitým mechanizmem antimikrobiální rezistence produkce  

β-laktamáz, díky které vykazují rezistenci vůči antibiotikům (Mikamo, 2011). Použitím 

inhibitorů β-laktamáz a β-laktamu bylo dosaženo překonání rezistence těchto MO (Kenneth J. 

Ryan, 2004). Odolnost proti antibiotikům je stále častěji pozorována u penicilinu, ampicilinu, 

cefalotinu, tetracyklinu, piperacilinu, chloramfenikolu, kanamycinu, kolistinu, rifampicinu, 

vankomycinu a aminoglykosidů (Toprak, 2005). Rezistence na tetracyklin v anaerobních 

bakteriích je způsobena zablokováním absorpce antibiotik. Antimikrobiální činidla účinná proti 

více než 99 % klinických izolátů rodu Bacteroides jsou chloramfenikol, klindamycin, 

metronidazol a karbapenemy, kde neenzymatická změna cílového místa je obvyklým 
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mechanizmem rezistence anaerobních bakterií na klindamycin a velmi vzácná rezistence vůči 

metronidazolu je přisuzována snížení absorpce antibiotika a snížení nitroredukce sloučenin 

(Nagy, 2015).  

2.2 Porphyromonas 

Porphyromonas patří do čeledě Porphyromonadaceae (NCBI, 2018). Členové druhu  

P.gingivalis jsou nepohyblivé nesporulující striktně anaerobní kokobacily, patřící mezi MO 

neschopné metabolizovat sacharidy v nepřítomnosti kyslíku, které musí spoléhat na jiné zdroje 

uhlíku pro svou energii (Votava, 2003). Při pěstování na krevním agaru jsou kolonie zpočátku 

bílé, krémově zbarvené. Po čase (čtyři až osm dnů) tyto kolonie tmavnou od okraje směrem  

ke středu, jejich barva je tmavě červená až černá (viz Obrázek 7) a koreluje s koncentrací 

protohemu (komplexní červený organický pigment obsahující železo a další atomy, na které se 

váže kyslík).  

 

Obrázek 7: P.gingivalis na krevním agaru při 37°C, 24-48h, 5-10% CO2   (How, 2016) 

Druhy produkují velký počet enzymů a bílkovin a jejich konečné produkty metabolizmu 

jsou účinné proti širokému spektru hostitelských proteinů a poškozují obranyschopnost 

hostitele. Tyto posledně zmiňované sloučeniny zahrnují inhibitory proteáz, imunoglobuliny, 

bílkoviny obsahující železo, baktericidní proteiny, proteiny extracelulární matrice a proteiny 

úzce spojené s fagocytární funkcí, jako je fixace komplementu a koagulace (Potempa, 1995). 

Zatímco mnoho potenciálně jedinečných enzymů je buňkou asociováno nebo vylučováno, 

studie používající molekulární a imunologické postupy ukázaly, že většina enzymatické 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=171551&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock


26 

aktivity je způsobena produkcí cysteinových proteáz. Metabolická schopnost P.gingiualis 

vylučovat tyto cysteinové proteázy v hostiteli poskytuje velké výhody pro jejich přežití a růst, 

včetně schopnosti používat proteiny hostitele pro svůj růst a metabolizmus (Holt, 1999).  

Některé druhy rodu Porphyromonas zahrnují infekce parodontu a kořenového kanálku, 

stejně jako jiných orofaryngeálních infekcí. Dále jsou bakterie tohoto rodu běžně izolovány od 

pacientů s infekcemi měkkých tkání, infekcemi souvisejícími s aspirací nebo mozkovými 

abscesy. Asi 20 % druhů Porphyromonas produkuje β-laktamázu, u které bylo prokázáno, že 

hraje hlavní roli v rezistenci na β-laktam u anaerobních gramnegativních bakterií (Falagas, 

2000). 

2.3 Prevotella 

Rod Prevotella řadíme do čeleďe Prevotellaceae (NCBI, 2018). Příbuzný rodu 

Bacteroides, Prevotella, jsou fermentující anaerobní gramnegativní bakterie (SHAH, 1990). 

Nejčastěji detekované druhy jsou Prevotella oris, Prevotella buccae, Prevotella dentalis, 

Prevotella melaninogenica a Prevotella copri. Prvotella spp. na krevním agaru je zobrazena 

na Obrázku 8. Bakterie rodu Prevotella jsou součástí orální, střevní a urogenitální flóry. Tyto 

bakterie mohou způsobit infekce dýchacích cest, zejména aspirační pneumonii, plicní absces, 

plicní empyém a chronické záněty středního ucha a sinusitidu (Votava, 2003). Bakterie byly 

izolovány z abscesů a popálenin v blízkosti úst, po kousnutí, při infekcích močových cest, 

z mozkových a parodontálních abscesů (Scher, 2013). Dále byly bakterie rodu Prevotella 

izolovány z klinických vzorků žen s infekcemi genitálního traktu, včetně zánětlivých 

onemocnění pánve, endometritid a infekcí ran, které vznikly jako komplikace při porodnických 

postupech nebo gynekologických operacích (Falagas, 2000). 

Prevotella copri koreluje s nástupem revmatoidní artritidy (Scher, 2013). Revmatoidní 

artritida (RA) je vysoce rozšířené systémové autoimunitní onemocnění postihující hlavně 

klouby. RA může vést k chronické deformitě kloubů, postižení způsobujícího částečnou nebo 

celkovou imobilizaci, v nejhorším případě může vést až ke smrti. Navzdory nedávným 

pokrokům v porozumění patogeneze zůstává etiologie RA nejasná (McInnes, 2011).  

Přibližně polovina druhů Prevotella je pozitivních na tvorbu β-laktamázy, která je 

u anaerobních gramnegativních bakterií důležitá z hlediska rezistence na β-laktam (Falagas, 

2000). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=171552&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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Obrázek 8: Prevotella spp, na krevním agaru  při 37°C, 24-48h, 5-10% CO2   (Gokale, 2010) 

2.4 Fusobacterium 

Bakterie rodu Fusobacterium jsou řazeny do čeledě 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 

Původně do této čeledi byly zařazeny druhy Fallow Filipactor, Faecalibacterium prausnitzii 

a Eubacterium sulci. Přirozeně se vyskytují v horních dýchacích cestách, gastrointestinálním 

a genitálním traktu. Pouze F. canifelinum se přirozeně nevyskytuje ve flóře gastrointestinálního 

traktu, přesto se mohou objevit infekce po kousnutí psem. Fusobacterium jsou anaerobní 

gramnegativní nesporulující bakterie. Tyto bacily se barví nepravidelně, mají protáhlý tvar 

buňky se zkosenými konci nebo můžou vykazovat známky pleomorfizmu (viz Obrázek 9) 

(Pathogen Regulation Directorate, 2010).  

 

Obrázek 9: F. nucleatum obarven dle Grama (Miller, 2017) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=203492&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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Kyselina máselná je primárním produktem metabolizmu rodu Fusobacterium. Nejčastěji 

bývá detekován druh F. nucleatum, který způsobuje například plicní abscesy, nekrotizující 

a aspirační pneumonie, jaterní abscesy, septické artritidy, chronické sinusitidy a jiné. Dělení F. 

nucleatum na poddruhy není důležité pro diagnostiku, avšak u F. necrophorum je tato bližší 

specifikace ve smyslu dělení na poddruhy opodstatněna. Dělí se na F. necrophorum 

a F. funduliforme. Tento druh může být původcem závažných onemocnění, zejména rozličných 

tkáňových lézí a jaterních abscesů (Votava, 2003).  

Léčba infekcí způsobených bakterií rodu Fusobacterium závisí na místě zánětu. Může 

být provedena chirurgická drenáž nebo léčba vhodnými antibiotiky. Metronidazol, piperacilin, 

tazobaktum, tikarcilin, klavulanát, amoxicilin, sulbaktum, ampicilin, sulbaktum, ertupenem, 

imipenem, meropenem, klindamycin a cefoxitin se terapeuticky používají k léčbě infekcí 

spojených s touto bakterií (Riordan, 2007). Fusobacterium může být rezistentní na penicilin a 

má rozšířené spektrum rezistence na erythromycin a další makrolidy (Nagy, 2015). Pokud je 

zjištěna infekce způsobená F. nucleatum nebo F. necrophorum, léčba by měla být zahájena 

okamžitě, protože tyto dva druhy jsou spojeny s úmrtím v důsledku těžkých případů Lemierrovy 

nemoci (Riordan, 2007).  

Lemierrův syndrom je život ohrožující septikemické (invaze a přetrvávání patogenních 

bakterií ve shlucích v krevním řečišti) onemocnění s metastatickými abscesy, sekundární 

septickou tromboflebitidou vnitřní jugulární (hrdelní) žíly. Nemoc obvykle postihuje dříve 

zdravé mladé dospělé, kteří nemají identifikován žádný rizikový faktor pro invazivní 

bakteriální infekci. Onemocnění bylo popsáno jako nezaměnitelné, pokud je přítomen celý 

rozsah symptomů a příznaků (Aliyu, 2004). Horečka, bolest a otok krku, plicní příznaky  

a artralgie představují klasické příznaky Lemierrova syndromu (Boothroyd, 2000). 

2.5 Bilophila 

Bilophila se řadí do čeledě  Desulfovibrionaceae (NCBI, 2018). Přestože lidský 

gastrointestinální trakt obsahuje malé množství Bilophila wadsworthia, řadí se mezi třetí 

nejběžnější anaerobní bakterii získanou z klinického materiálu, od pacientů z perforovanou 

nebo gangrenózní apendicitidou. Od svého objevu v roce 1988 byla Bi. wadsworthia získána z 

klinických vzorků spojených s řadou infekcí, včetně sepse, jaterních abscesů, bakteriémií, 

empyému, perikarditidy, artritidy, cholecystitidy, Fournierovy gangrény, měkkých tkáňových 

abscesů, osteomyelitidy, apendicitidy, mozkových abscesů, nekrotizující fascilitidy nebo 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=194924&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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dekubitu (Feng, 2017). Tento organizmus je také přítomen v malém množství v normální 

střevní flóře (Falagas, 2000). Tato bakterie je gramnegativní, striktně anaerobní, náročná a 

neschopná rozkládat sacharidy na energii. Dvě klíčové vlastnosti jsou produkce H2S a silná a 

rychlá pozitivní katalázová reakce (Feng, 2017). Tyto bakterie vyrůstají na agaru jako malé a 

průsvitné kolonie (viz Obrázek 10). 

 

Obrázek 10: Bilophila wadsworthia na BBE agarů při 35°C, 18-24h, 5-10%  (LabCE, 2017) 

Většina druhů je pozitivní na ureázu a negativní na indol. Obecně netvoří β-laktamázy, 

pokud se pěstují na médiích obsahujících pyruvát, tak její produkci vykazuje více jak 85 % 

druhů. Fylogenetické studie rRNA ukazují, že Bilophila je homogenní druh, nejvíce příbuzný 

druhům Desulfovibrio. Byla pozorována jak adherence k lidským buňkám, tak k endotoxinu, 

a předběžná práce naznačuje, že elementární železo hraje roli u projevu proteinů vnější 

membrány. Druhy Bilophila jsou inhibovány in vitro většinou antibiotik (Baron, 1997).  

2.6 Veillonella 

Čeleď, pod kterou spadá Veillonella se jmenuje Veillonellaceae (NCBI, 2018). Bakterie 

rodu Veillonella jsou striktně anaerobní nepohyblivé malé kulovité gramnegativní koky, které 

se objevují jako dvojice nebo tvoří krátké řetízky (viz Obrázek 11).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=31977&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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Obrázek 11: Veillonella obarvena dle Grama (LabCE, 2017) 

Tyto bakterie jsou dále charakterizovány tím, že nejsou schopné fermentovat glukózu ani 

jiné sacharidy a neprodukují ani indol ani oxidázu. Na rozdíl od toho produkují H2S a redukují 

dusičnany. Propionová a octová kyselina, CO2 a H2 jsou produkovány z laktátu během růstu 

bakterií. Kyseliny pyrohroznová, oxaloctová, jablečná, fumarová a jantarová jsou 

metabolizovány „resting cells“ (buňka, která není v procesu dělení aktivní), ale citronové, 

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

Do tohoto rodu patří V. parvula, V. atypica, V. dispar, V. criceti, V. ratti, V.rodentium 

a V. caviae. V současné době je identifikace Veillonella na úrovni rodu relativně přímočará, 

zatímco identifikace na úrovni druhů zůstává kvůli nedostatku konvenčních fenotypových 

a biochemických diskriminačních testů nejistá a nepřehledná. Proto molekulární metody 

založené na sekvencích 16S rDNA jsou stále více využívány k identifikaci. Tyto metody byly 

kritizovány kvůli nízké rozmanitosti sekvence u některých druhů. V. atypica, V. dispar 

a V. parvula se nachází hlavně v lidské flóře nebo v klinických vzorcích odebraných během 

infekčních procesů. Ostatní čtyři druhy byly nalezeny pouze u zvířat, s výjimkou jednoho 

izolátu, V. ratti, který byl izolován z lidského spermatu a identifikován po sekvenováni  

16S rDNA. Tři druhy vykazovaly citlivost na kanamycin, metronidazol, vankomycin a kolistin 

(Jumas-Bilak, 2004). 

2.7 Mobiluncus 

Čeleď Actinomycetaceae zahrnuje bakterie rodu Mobiluncus (NCBI, 2018). Členové rodu 

jsou mikroorganizmy spojené s bakteriální vaginózou, syndromem dříve známým jako 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=2049&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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„nespecifická vaginitida“. Tato infekce postrádá typické příznaky zánětu, přičemž v populaci 

vaginálních bakterií existuje radikální změna. Chybí přirozeně se vyskytující bakterie rodu 

Lactobacilus, které jsou nahrazeny anaerobními druhy včetně Mobiluncus spp. Bakteriální 

vaginóza je také spojena s endometritidou, salpingitidou, recidivujícími infekcemi močových 

cest, chorioamnionitidou a porodními a postnatálními komplikacemi. Navíc nitrosaminy 

produkované anaerobními bakteriemi jsou považovány za potenciální karcinogeny (Gatti, 

2000). V malém množství byly identifikovány i v chronických ranách (Martin, 2010). 

Mobiluncus spp. jsou gramnegativní (nebo gramvariabilní) anaerobní, ve tvaru zakřivené čárky 

se zkosenými konci, které používají k pohybu. Rod Mobiluncus zahrnuje dva druhy: 

Mobiluncus curtisii a Mobiluncus mulieris (Gatti, 2000). Zástupci rodu Mobiluncus jsou citlivé 

na metronidazol a fermentují ribózu a xylózu. Jejich růst je na tekutých médiích značně horší 

a pomalejší než na pevných médiích (Meltzer, 2008).  

2.8 Leptotrichia 

Leptotrichia je jeden ze čtyř rodů v čeledi Leptotrichiaceae (NCBI, 2018). Popis 

Leptotrichiaceae je založen na fylogenetické analýze sekvencí 16S rRNA genu (Guerrero-

Preston, 2016). Druhy Leptotrichia jsou anaerobní (ačkoli existují určité důkazy 

o aerotoleranci) gramnegativní (některé druhy jsou gramlabilní) tyčinky, které obývají ústní 

dutinu, střeva a urogenitální systém. Jsou nepohyblivé, fermentují sacharidy a produkují 

kyselinu mléčnou jako svůj hlavní konečný metabolický produkt. Některé druhy jsou náročné 

a vyžadují pro růst krev nebo sérum. L. buccalis (viz Obrázek 12) byl po staletí jediným 

známým druhem Leptotrichia, ale nyní byly formálně přijaty nové druhy, mezi něž patří 

L. goodfellowii, L. hofstadii, L. shahii, L. trevisanii, L. wadei a L. hongkongensis (Eribe, 2008).  
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Obrázek 12: Kolonie L. buccalis  na krevním agaru  při 37°C, 24-48h, 5-10% CO2   (Cho, 2017) 

Stejně jako u ostatních členů orální kompenzační mikroflóry jsou druhy Leptotrichia také 

spojeny s periodontálními chorobami a abscesy ústní dutiny a patří mezi typicky oportunní 

patogeny. Byla však také popsána izolace druhů Leptotrichia od pacientů s nekrotizující 

vředovou gingivitidou, Vincentovou anginou, bakteriální vaginózou, neutropenií, virem HIV, 

leukémií, infekční endokarditidou s normálně fungujícím imunitním systémem a s mnoha 

dalšími chorobami. Druhy Leptotrichia mohou způsobit bakteriémie (Eribe, 2017). 
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3 Detekce a identifikace MO 

Identifikace bakterií je obecně založena na konvekčních fenotypových metodách 

zahrnujících kultivaci a růst modelových kolonií na specifických médiích a morfologické 

biochemické vlastnosti. Testy mohou být těžko interpretovány a vyžadují odborný personál. 

Dále se využívají molekulární metody pro mikrobiální identifikaci, jako je PCR, sekvenční 

nebo mikroskopické analýzy. Tyto metody však neposkytují kompletní řešení při rutinních 

bakteriálních identifikacích. Další možností je mikrobiální stanovení založené na druhově 

specifických spektrech peptidů a proteinů pomocí hmotnostní spektrometrie. V posledních 

letech je nejvíce využívanou metodou hmotnostní spektrometrie s detekcí matrixovou 

laserovou desorpční ionizací (MALDI-TOF MS), což je rychlá, přesná a snadno proveditelná 

metoda pro identifikaci mikroorganizmů (Van Veen, 2010). 

V mikrobiologické laboratoři hraje identifikace bakterií klíčovou roli při poskytování 

informací o infekcích. Hlavní patogeny nebo skupiny mikroorganizmů, které musí 

mikrobiologická laboratoř rutinně detekovat a hlásit jsou pigmentované gramnegativní 

anaeroby (Prevotella a Porphyromonas spp.), nepigmentované gramnegativní anaeroby 

(primárně Bacteroides, Prevotella a Fusobacterium spp.) a další.  

Zavedení mikroorganizmů do dříve sterilního místa, jako je rána, se označuje jako 

infekce. Druhy, které jsou schopné přežít, se aktivně množí a kolonizují tak ránu. Kolonizace 

nemusí vždy vést k infekci. To, které z kolonizačních bakteriálních druhů se nakonec objeví 

jako skutečný původce infekce, závisí na jejich virulenci, relativních počtech a na selektivních 

faktorech, jako je prostředí v ráně a antibiotika. Bakteriální flóra otevřené rány je zřídka 

statická; obvykle se mění, objevují se nové organizmy v ranách a staré mizí. Tyto patogeny 

způsobují opožděné hojení a infekce (Bowler, 2001).  

Odběr vzorků vyžaduje speciálně prováděné klinické techniky, tak aby byl vyhodnocen 

co nejlepší laboratorní nález. Z tohoto důvodu je nutné dodržovat určité zásady, mezi které patří 

použití sterilních nástrojů pro odběr, u anaerobů je nejlepší použít injekční stříkačku, tak aby 

kyslík neměl přístup ke vzorku, popřípadě ho okamžitě odstranit, protože především 

nesporulující anaeroby na vzduchu nepřežijí. Vzorku musí být odebráno dostatečné množství, 

jelikož malé množství nemusí zajistit přítomnost patogenů. Poté musí být vzorek co nejrychleji 

transportován do laboratoře. Pro anaeroby je nejsnadnější jehlu obsahující vzorek zabodnout 
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do gumové zátky. Všechny vzorky musí být označené štítkem s údaji (Borgan, 1983; Julák, 

2003). 

Bakteriální identifikace a veškeré typizační postupy (biochemické, fyziologické atd.) jsou 

taxonomickými klasifikacemi na úrovni druhu či poddruhu. 

3.1 Kultivace na půdách 

Anaerobní mikroorganizmy potřebují zvláštní podmínky pro kultivaci, a proto existuje 

řada postupů pro snížení obsahu O2 v médiích. Některé metody jsou jednoduché, ty jsou 

především vhodné pro méně citlivé organizmy, jiné jsou složitější, ale právě ty jsou nezbytné 

pro růst přísných anaerobů. 

3.1.1 Anaerobní agar 

Tento agar je medium pro kultivaci anaerobních mikroorganizmů bez potřeby anaerobní 

nádoby, jelikož používá speciálně navrženy Brewerove misky s hermetickým uzávěrem. Jedná 

se o neselektivní médium. Anaerobní agary se doporučují pro pěstování anaerobních bakterií 

z klinických a neklinických vzorků. pH agaru je 7,2 ± 0,2 při 25 ° C. Obsahuje thioglykolát 

sodný a formaldehydsulfoxylát sodný, poskytující díky svým redukčním schopnostem 

adekvátní anaerobiózu indikovanou methylenovou modří přítomnou v médiu, která poskytuje 

modré zabarvení média. Trypton a dextróza poskytují základní živiny, a to konkrétně dusík, 

vitaminy, aminokyseliny (trypton) a uhlík (dextróza), zatímco chlorid sodný udržuje 

osmotickou rovnováhu. Nejlepší výsledky jsou dosaženy za použití pórovitých desek (HiMedia 

Laboratories, 2018). Tento agar má nízký oxidačně-redukční potenciál. Anaerobní agar je 

modifikací původní Brewerovho agaru (HiMedia Laboratories, 2018).  

3.1.2 Žloutkový agar  

Žloutkový agar se značí zkratkou EYA z anglického egg yolk agar. EYA je obohacené, 

neselektivní a diferenciální médium doporučené pro použití při detekci produkce enzymů 

lecithinázy, lipázy a proteolytické aktivity některých obligátních anaerobů a při předpokládané 

identifikaci rodu Fusobacterium a Prevotella spp. EYA je médium doplněné suspenzí 

vaječného žloutku a obohaceno heminem a vitaminem K. Vaječný žloutek dodává lecitin a 

volné tuky, substráty potřebné k detekci lecithinázy a lipázy díky proteolytické aktivitě. Hemin 
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a vitamín K jsou součástí média, aby zvýšily růst striktních anaerobních mikroorganizmů (Tille, 

2017). 

Mikroorganizmy, které mají enzym lecithinázu, rozkládají lecitin na nerozpustný 

diglycerid a fosforylcholin. Nerozpustný diglycerid vytváří bílou neprůhlednou zónu, která se 

rozprostírá kolem kolonie. Lipáza hydrolyzuje volné tuky na glycerol a volné mastné kyseliny. 

Nerozpustné volné mastné kyseliny vedou k tvorbě lesku (jako u oleje ve vodě), které lze vidět, 

když je deska držena pod úhlem vůči světelnému zdroji. Ve srovnání s lecithinázou lipáza 

nedifunduje a produkuje reakci pouze na povrchu agaru v bezprostřední blízkosti kolonie. 

Proteolýza je zaznamenána vývojem čirých zón v prostředí kolem kolonie (Tille, 2017). 

3.1.3  Glukózový agar s kvasničným extraktem 

Peptonový kvasničný bujón s glukozovým extraktem (PYG) je obohacené, neselektivní 

médium určené ke kultivaci a biochemické identifikaci striktně anaerobních mikroorganizmů 

a bakterií identifikovaných plynovo-kapalinovou chromatografií (GLC) využívající analýzy 

mastných kyselin s krátkými řetězci, které byly získané fermentací glukózy. PYG usnadňuje 

obnovení náročných mikroorganizmů jako je Prevotella, Porphyromonas a Bacteriodes. 

Médium může být použito pro uchování anaerobních izolátů nebo pro chromatografické 

analýzy metabolických produktů získaných fermentací glukózy (Tille, 2017). 

PYG obsahuje kvasničný extrakt, který poskytuje dusíkaté sloučeniny a vitamin B 

potřebný pro růst; dále L-cystein, který je redukčním činidlem stimulující růst anaerobních 

mikroorganizmů; glukózu, která je zdrojem energie a růstové faktory hemin a vitamin K, které 

jsou potřebné pro růst mnohých náročných anaerobů a k produkci pigmentu u některých druhů 

bakterií. Sodné, draselné, vápenaté a hořečnaté soli slouží jako stabilizátory pH, které pomáhají 

udržovat osmotickou rovnováhu a poskytují ionty využívané při transportu (Tille, 2017). 

3.1.4 Krevní agar s ovčí krví, kanamycinem a vancomycinem 

Tento agar je známý pod zkratkou LKV z anglického laked blood with kanamycin and 

vancomicin agar. LKV agar z ovčí krve s kanamycinem a vancomycinem se doporučuje pro 

selektivní izolaci a částečnou identifikaci obligátních anaerobních gramnegativních bacilů, jako 

je Prevotella spp. a Bacteroides spp., a také pro organizmy rezistentní na kanamycin. 

Brucellový agar je základem pro agar LKV. Dextróza, peptony, kvasničný extrakt, hemin, 

vitamin K a ovčí krev patří mezi živiny obsažené v tomto médiu. Glukóza slouží jako zdroj 
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energie; peptony poskytují dusíkaté sloučeniny a kvasničný extrakt dodává vitamin B. Chlorid 

sodný je začleněn do média, aby poskytoval základní elektrolyty. Přidá se disulfid sodný, 

redukční látka, která pomáhá udržovat nízké pH. Růstové faktory vyžadované některými 

anaerobními bakteriemi jsou poskytovány ovčí krví. Hemin a vitamín K zlepšují růst druhů 

Bacteroides a usnadňují regeneraci a dřívější tvorbu pigmentů Prevotella spp. Vankomycin 

inhibuje růst grampozitivních mikroorganizmů a Porphyromonas spp. Kanamycin inhibuje 

většinu gramnegativních fakultativně anaerobních tyčinek, aerobních a anaerobních 

gramnegativních tyčinek s výjimkou Prevotella a Bacteroides spp (Akhi, 2017) 

3.1.5 Lombardův-Dowellův agar 

Lombardův-Dowellův agar nebo LD agar slouží pro kultivaci a identifikaci náročných 

anaerobních bakterií. Agar se používá k hodnocení stupně růstu anaerobů a také k hodnocení 

indolu a produkce katalázy Bacteroides a Fusobacterium. Tento agar obsahuje kaseinový 

enzymatický hydrolyzát, hemin, vitamin K1, L-cystin a kvasničný extrakt. Toto médium 

obsahuje různé výživné látky, které mohou podporovat růst náročných anaerobních bakterií. 

Kaseinový enzymatický hydrolyzát a kvasničný extrakt poskytují nezbytné dusíkaté živiny, 

zatímco hemin a vitamin K1 dodávají další růstové faktory. L-cystin a L-tryptofan slouží jako 

zdroje aminokyselin. Síran sodný je antioxidantem. Chlorid sodný udržuje osmotickou 

rovnováhu média. Kataláza pozitivní reakce nemusí být zjevná 30 sekund až 1 minutu po 

aplikaci 3 % peroxidu vodíku (Votava, 2000). 

3.1.6 Wilkins-Chalgrenův agar 

Agar dle Wilkins-Chalgrena obsahuje extrakt z kvasnic, který dodává esenciální 

vitaminy, puriny a pyrimidiny pro zvýšení růstu Prevotella melaninogenica a pyruvát sodný 

pro podporu růstu Peptostreptococcus anaerobius a asacharolytických organizmů, jako je 

Veillonella spp. Arginin se přidává ke zlepšení růstu Eubacterium lentum. Glukóza slouží jako 

zdroj energie. Hemin a vitamín K podporují růst organizmů Bacteroides fragilis spolu s 

Prevotella melaninogenica. Chlorid sodný je izotonickým činidlem (Hardy Diagnostics, 

1996a). Agar je citlivý na světlo, teplotu, vlhkost a mráz. Používá se také tekutá půda (bujón), 

která neosahuje pouze agar jinak má stejné složení. 
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3.1.7 Schaedlerovo anaerobní medium  

Ačkoli je thioglykolát široce používán v anaerobních médiích, kde snižuje redoxní 

potenciál, aby podpořil růst anaerobních organizmů, ale na druhou stranu u některých anaerobů 

se projevil jako inhibitor. Základem je tryptonsojový bujon. Schaedlerův anaerobní bujon dále 

obsahuje cystein, proteozový pepton, glukózu, kvasničný extrakt a hemin. Tento bujon slouží 

ke kultivaci obligátních anaerobů (např. Bacteroides) a ke stanovení MIC která určuje citlivost 

vůči antimikrobiálním látkám. Také se využívá i stejnojmenná pevná půda, která má shodné 

složení akorát je obohacena o agar. (Votava, 2000).  

3.1.8 Žluč-eskulínový agar 

Pro žluč-eskulinový agar se používá zkratka BBE z anglického Bacteroides bile esculin 

agar. BBE agar je určen pro rychlou izolaci a identifikaci zejména Bacteroides fragilis, ale je 

využíván i pro Bacteroides splanchnicus, Fusobacterium mortiferum, Klebsiella pneumoniae, 

Enterococcus sp. Základní médium se skládá z TSA a je doplněn o 20% žluč (oxgall) stimulující 

růst B. fragilis, zatímco inhibuje ostatních anaeroby; eskulin a citrát amonno-železitý za účelem 

detekce hydrolýzy eskulinu; hemin slouží jako růstový faktor a umožňuje testování produkci 

katalázy, gentamycin, který inhibuje většinu fakultativních anaerobů. Původně byl za účelem 

inhibice růstu většiny fakultativních anaerobů používán kanamycin, ale později byl nahrazen 

gentamycinem. Ten se ukázal být jeho účinnou náhradou, jelikož neztrácí svou aktivitu při 

vyšších teplotách inkubace a může být začleněn do agaru BBE před autoklávováním (Tille, 

2017). 

Skupina B. fragilis hydrolyzuje eskulin za vzniku glukózy a eskuletinu. Tato sloučenina 

reaguje s ionty železa obsaženými v médiu a obarvuje médium kolem kolonií tmavě hnědou 

až černou barvou. Tudíž tolerance vůči žluči a hydrolýza eskulinu poskytují prostředky 

k předpokládané identifikaci skupiny B. fragilis. Je doporučeno provádět biochemické, 

imunologické, molekulární testy nebo hmotnostní spektrometrii z čisté kultury pro úplnou 

identifikaci bakterie (Tille, 2017). 

3.2 Biochemické testy  

K identifikaci anaerobních bakterií se využívají také jednoduché, rychlé a citlivé 

biochemické testy na hydrolýzu eskulinu, produkce ureázy, redukci dusičnanů, tvorbu indolu, 
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hydrolýzu želatiny a test pro měření hydrolýzy o-nitrofenyl-β-D-galaktopyranozidu (ONPG) 

beta-galaktozidázou. Tyto testy jsou doplňkové a slouží k přesnějšímu zařazení v taxonomii. 

3.2.1 Tvorba katalázy 

Některé bakterie produkují katalázu, která je odpovědna za rozklad peroxidu vodíku 

na vodu a kyslík. Důkaz se provádí na živném agaru, který obsahuje H2O2. Přítomnost katalázy 

se projeví únikem plynu (Votava, 2010). 

3.2.2 Hydrolýza eskulinu 

Eskulin se hydrolýzou rozkládá na glukózu a eskuletin. Štěpení se projeví hnědým až 

černým zbarvením půdy, jelikož eskuletin reaguje s ionty železa (Qadri, 1980).  

3.2.3 Produkce ureázy 

Produkce ureázy je detekována barevnou změnou indikátoru, kterým je fenolová červeň. 

Sytě růžové až červené zbarvení značí pozitivní ureázu. Barevná změna se projeví díky zvýšení 

pH zapříčiněného rozkladem močoviny, při kterém vzniká amoniak a CO2 (Dahlén, 2018). 

3.2.4 Redukce dusičnanů 

Bakterie mohou redukovat dusičnany na dusitany několika způsoby, mezi které patří 

asimilace, kdy kromě dusitanů vzniká amoniak; disimilace, kdy je akceptorem nitrát namísto 

kyslíku; a denitrifikace, kdy dochází k redukci na dusík. Redukce se provádí na tuhé půdě 

Grissovým činidlem, kde pozitivní výsledek značí červené zbarvení (Tille, 2017) 

3.2.5 Tvorba indolu 

Při metabolické činnosti některých bakterií dochází dekaroboxylací peptidů k tvorbě 

indolu, který vzniká z tryptofanu, obsaženého v nadbytku v živném médiu, působením enzymu 

tryptofanázy, za současné nepřítomnosti glukózy, neboť glukóza produkci indolu inhibuje. 

Indol se detekuje pomocí p-dimetylaminobenzaldehydu za použití Ehrlichova, Böhmova nebo 

Kovacsova činidla. Pozitivní reakci nám značí zčervenání reagujících látek ve vrstvě nad 

médiem (Di Martino, 2003). 
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3.2.6 Tvorba H2S 

Sulfan je uvolňován některými bakteriemi, jejichž aminokyseliny obsahují síru. Důkaz 

H2S lze provést několika způsoby. První možnost je použití papírku napuštěného octanem 

olovnatým. Další variantou je očkování na šikmý TSI agar nebo použití tekuté půdy s obsahem 

solí těžkých kovu (Pb, Bi, Fe). Za pozitivní výsledek lze považovat ve všech použitých 

metodách zčernání. Pokud nedochází k barevné změně, jedná se o negativní výsledek (Shatalin, 

2011). 

3.2.7 Hydrolýza želatiny 

U testu na hydrolýzu želatiny pozorujeme proteolytickou aktivitu, kde se po naočkování 

bakterií do želatinového média po inkubaci sleduje ztekutění substrátu, což značí produkci 

proteáz a peptidáz, jelikož působením těchto enzymů ztrácí želatina svojí gelující schopnost 

(Tille, 2017). 

3.2.8 ONPG test 

ONPG test slouží k důkazu produkce β-galaktosidázy, prostřednictvím barevné změny  

o-nitrofenyl-β-D-galaktopyranozidu, který se při pozitivní reakci mění hydrolýzou na žlutý  

o-nitrofenol. Tento test značí opožděné štěpení laktózy (Votava, 2010). 

3.2.9 Test pohyblivosti  

Pohyblivost bakterii může být jednoduše určena po hlubokém vpichu do polotuhého 

živného agaru v U-trubici. V případě, že je kmen pohyblivý lze kolem vpichu pozorovat 

zakalení ve formě zón nebo výběžků. Nepohyblivé kmeny půdu nezakalí, tudíž zůstává čirá 

a kmen roste pouze na linii vpichu (Mitchell, 2006) 

3.2.10 Testy na rezistenci vůči antibiotikům 

Stanovení citlivosti bakteriálního kmene vůči antibiotikům se provádí pomocí 

antibiotických diagnostických disků. Agarová difúzní metoda nám určí, zda je kmen 

k antibiotiku citlivý nebo rezistentní. Na tuhé půdě v okolí diagnostických disků se pozoruje 

průměr inhibičních zón, který se srovnává s průměry minimálních inhibičních zón daných pro 

konkrétní antibiotikum. Pokud je průměr inhibičních zón menší, je MO vůči antibiotiku 

rezistentní. V případě, že jsou zóny větší, jsou bakterie na antibiotika citlivá. Mezi antibiotika, 
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která se používají k testování citlivosti patří například kanamycin, vankomycin, sulfonamidy či 

kolistin (Votava, 2010). 

3.3 Fingerprinty nukleových kyselin 

Tato metoda poskytuje informace na úrovni poddruhů a druhů. Využívá se několik 

technik, mezi které patří například amplifikované fragmentové polymorfní PCR, 

makrorestrikční analýza po pulzní gelové elektroforéze, analýza náhodně amplifikované 

polymorfní DNA nebo repetitivní extragenní palindromická PCR. Velkou nevýhodou 

některých z těchto fingerprintových metod je, že výsledky jsou často obtížně srovnatelné, 

pokud byly získány v různých laboratořích kvůli nedostatku standardizace. Výjimkou je 

amplifikované fragmentové polymorfní PCR, protože tento přístup zajišťuje dostatečnou 

standardizaci. Fingerprintové metody DNA mají pro popis druhů omezený význam, ale při 

správném použití mohou být cenné pro identifikaci na úrovni druhů a poddruhů. Tyto 

typografické techniky jsou velmi užitečné k prokázání, zda jsou izoláty nového taxonu členy 

klonu (Busse, 2010). 

3.4 Plynová chromatografie (GC) 

Po dlouhá léta byla analýza mastných kyselin s krátkým řetězcem (těkavé mastné 

kyseliny, VFA) běžně používána při identifikaci anaerobních bakterií. V mnoha vědeckých 

dokumentech, mastné kyseliny s délkou devět až dvacet uhlíků charakterizují zejména rody 

a druhy nefermentujících gramnegativních bakterií (Jantzen, 1974). 

Více než 300 mastných kyselin a příbuzných sloučenin bylo nalezeno u bakterií 

analyzovaných v MIDI Research a ve vývojové laboratoři. Nezměrná hodnota informací 

obsažených v těchto sloučeninách může být změřena nejen přítomností nebo nepřítomností 

každé kyseliny, ale spočívá zejména v kvantitě údajů. Systém Sherlock MIS je mikrobiální 

identifikační systém, který představuje rychlé, přesné a levné řešení pro identifikaci více než 

1500 mikrobiálních druhů, mastných kyselin a PLFA pomocí analýzy GC-FAME a při jeho 

použití není zapotřebí žádné zkušenosti GC. Tento systém má schopnost rozlišovat mezi 2300 

různými kombinacemi mastných kyselin a tento rozsáhlý počet vytváří skvělou „jmenovací" 

sílu. Sherlock MIS používá k identifikaci mastné kyseliny o délce devět až dvacet uhlíků. 

Naměřené píky jsou automaticky pojmenovány a kvantifikovány systémem. Kyseliny s 

rozvětveným řetězcem převažují u grampozitivních bakterií, zatímco hydroxykyseliny s 
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krátkým řetězcem charakterizují lipopolysacharidy gramnegativních bakterií (MIDI Inc., 

2018). 

Je důležité poznamenat, že složení mastných kyselin v různých bakteriích závisí 

na kultivačních podmínkách, a to zejména na použitém kultivačním agaru a teplotě růstu 

(MIDI, 2001). 

3.5 Polymerázová řetězcová reakce  

Polymerázová řetězcová reakce (PCR) umožňuje rychlou a specifickou detekci širokého 

spektra bakteriálních druhů a stala se klíčovým postupem pro detekci mikroorganizmů. 

Principem PCR je rychlá a snadná replikace nukleových kyselin při detekci bakterií 

v heterogenních vzorcích. Nejvíce se využívá k monitorování bakterií (například rody 

Bacteriodes, Fusobacterium) in vitro semikontinuálních kultivačních systémech na bázi 

lidského gastrointestinálního traktu. PCR, která se využívá pro specifikaci anaerobních bakterií, 

je založena na 16S rRNA genových sekvencích specifických pro určité anaerobní bakterie, 

které byly převážně vyvinuty v intestinálním traktu, kde získané výsledky jsou porovnávány 

s informacemi získanými z jiných technik analyzujících vzorky. Například rod Fusobacterium 

určovaný pomocí metody PCR vykazuje titry s vyššími hodnotami ve vzorcích (Radha, 2013). 

3.6 Denaturační gradientová gelová elektroforéza 

Molekulární přístup k analýze genetické rozmanitosti komplexních mikrobiálních 

populací představuje denaturační gradientová gelová elektroforéza (DGGE) amplifikovaná 

polymerázovou řetězcovou reakcí. Tato technika je založena na separaci fragmentů genů 

kódujících 16S rRNA, které mají stejnou délku. DGGE se značně využívá ke studiu mikrobiální 

diverzity a sledování mikrobiální rozmanitosti biofilmů (Muyzer, 1993). Počet pásem 

pozorovaných v gelu může v mnoha případech poskytnout relativní míru počtu přítomných 

bakterií, kde každé z pásem viděné v gelu DGGE může představovat více druhů, a zároveň 

tentýž druh může být reprezentován ve více pásmech. Převládající druh každého pásma je poté 

naklonován do vektoru, kde je sekvenován a identifikován. Jednou z výhod použití DGGE pro 

srovnávací analýzu paralelních vzorků je nízká cena a rychlá vizuální interpretace (Dowd, 

2008). 

Bonin et al. ve své studii popsali degradaci skvalenu denitrifikačními anaerobními MO 

pomocí DGGE analýzy DNA fragmentů znásobených PCR. Jednotlivé MO byly identifikovány 
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po vyříznutí DGGE pásů a následným porovnáním jejich sekvencí se sekvencemi dostupnými 

v databáze GenBank. Většina identifikovaných MO byla z oddělení Proteobacteria, mezi 

kterými bylo izolováno a charakterizováno sedm nových denitrifikačních bakterií schopných 

používat skvalen jako jediný zdroj uhlíku (Bonin, 2002). 

Kombinace PCR amplifikace 16S rRNA genů s analýzou denaturační gradientní gelové 

elektroforézy byla použita k odhalení kompozic a dynamiky bakteriálních komunit v čističce 

odpadních vod. Hlavní skupiny vzorků kalu DGGE byly dále sekvenovány a fylogenetická 

afinita ukázala, že většina získaných sekvencí byla spojena s bakteriemi Actinobacteria, 

Bacteroidetes a Proteobacteria (Hesham, 2011). 

3.7 Shotgun sekvenování 

Shotgun sekvenování patří mezi sekvenování celkové DNA získané z celé komunity, 

které má za následek získání celkového metagenomu mikrobů, nebo velké části genomů. 

Shotgun sekvenování má několik přístupů. První je založený na poskytování taxonomického 

profilování komunity na nižší taxonomické úrovni, než je cílené profilování taxonu. Gen  

16S rRNA může být stejný nebo podobný pro vzdáleně příbuzné členy stejného druhu, aniž by 

ovlivňoval nižší taxonomické úrovně, a proto se pro kvantifikování druhů na úrovni celého 

genomu využívá shotgun sekvenování. Další možností je získání genetického doplňku 

mikrobiální komunity a následné odvození individuálního zařazení mezi organizmy v rámci 

komunity. Využívá se také funkčního profilování komunit založeném na předpokládané funkci 

genů, jako je přítomnost enzymu nebo početnost. Poslední možností je charakterizace 

nebakteriálních složek mikrobiomu, kde shotgun sekvenování je obzvlášť užitečné pro studium 

virových komunit. Jelikož viry neobsahují univerzální fylogenetický marker (16S rRNA), tak je 

pro získání rozmanitosti virových komunit tato metoda jediný možný způsob (Mitreva, 2017). 

Nevýhodou této metody je vysoká nákladnost, hlavně díky vysoké lidské genomové 

„kontaminaci“. U vzorků s vysokou kontaminací lze hůře určit mikrobiální vlastnosti, a proto 

je potřebné hlubší pokrytí fylogenetického a funkčního profilování mikrobiální komunity. 

Analýza shotgun sekvenováním probíhá srovnáním (mapováním) s referenčními genomy 

nebo funkčními databázemi a de novo sestavení genů pomocí výsledných sestav. Metoda pro 

určení mikrobiálních komunit je založena na databázi a používá dostupné sekvence, což je 

důležité pro úspěšné definování struktury nebo funkčnosti mikrobiální komunity, avšak plně 

tento přístup závisí na úplnosti referenčních genomů a funkčních databází (Niranjan, 2013). 
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3.8 DNA-DNA hybridizace 

Celá genomová DNA-DNA hybridizace byla používána pro bakteriální genotypickou 

charakterizaci po dlouhá desetiletí, což zvyšuje kvalitu a množství informací užitečných pro 

identifikaci, která byla dříve omezena na fenotypové vlastnosti (Rosselló-Mora, 2001). DNA-

DNA hybridizace byla jedním z prvních molekulárních výzkumů a dosud zůstává základním 

kamenem pro vymezení bakteriálních druhů (Stackebrandt, 2002). Tato standardní technika 

umožňuje porovnat a měřit genomové podobnosti mezi celkovým genomem dvou druhů 

za standardizovaných podmínek. Skupina druhu vykazujících více než 70 % podobnost mezi 

DNA-DNA se považuje za organizmy stejného druhu (Janda, 2007). Nicméně tato metoda 

nezávisí ve své schopnosti vyhodnotit skutečnou sekvenční podobnost mezi dvěma celými 

genomy a vhodným popisem bakteriálních druhů. Kromě toho jsou studie hybridizace DNA-

DNA časově náročné; umožňují studium pouze několika bakteriálních kolonií a nejsou 

použitelné pro nekultivované organizmy, které představují většinu živých prokaryot. I přes 

nevýhody a omezení této metody je jedním z nejdůležitějších přístupů v oblasti ohraničení 

bakteriálních druhů. Vzhledem k významné úloze testu DNA-DNA hybridizace a obtížnosti 

provedení této techniky v rutinních laboratořích byly navrženy nové a alternativní metody 

(Pontes, 2007).  

3.9 16S rRNA sekvenovaní 

Několik vlastností genu 16S rRNA je důležitým nástrojem pro stanovení fylogenetických 

vztahů mezi bakteriemi, a proto je tento gen užitečným ukazatelem pro jejich klinickou detekci 

a identifikaci. Prvním důležitým rysem je, že gen 16S rRNA je přítomen ve všech bakteriích, 

tedy je univerzálním cílem pro identifikaci. Druhým podstatným znakem je to, že funkce tohoto 

genu zůstává konstantní po dlouhou dobu, takže změny sekvence pravděpodobně odrážejí 

náhodné změny, které by mohly změnit funkci molekuly (Patel, 2001). Gen 16S rRNA je 

dostatečně velký (přibližně 1500 bp), aby obsahoval statisticky významnou sekvenční 

informaci, ale důležitější je, že molekula je složena z přibližně 50 funkčních domén.  Počet 

domén je důležitý, protože zavedení vybraných změn v jedné doméně nemá významný vliv na 

sekvence v jiných doménách. Vzhledem k tomu, že počet domén se zvyšuje, jsou vybrané 

změny fylogenetických vztahů méně ovlivňované. Díky těmto důležitým rysům se začalo 

používat 16S rRNA genové sekvenováni pro studium bakteriální fylogeneze a taxonomie 

(Patel, 2001).  
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Identifikace založená na sekvenováni se používá v klinické praxi. Laboratoře primárně 

identifikují izoláty, kterými jsou buď pomalu rostoucí bakterie, nebo bakterie, které jsou 

obtížně identifikovatelné pomocí běžných technik. V roce 1980 ve schválených seznamech 

bylo uznáno 1 791 platných druhů. Dnes se díky snadnému provádění studie sekvenování genu 

16S rRNA počty rozpoznaných taxonů zvýšily na čtyřikrát vyšší hodnoty, na rozdíl od těžších 

manipulačních studií zahrnujících vyšetřování DNA-DNA hybridizace (Janda, 2007).  

Přestože bylo prokázáno, že údaje o sekvenci 16S rRNA genu jednotlivých druhů 

s nejbližším sousedem vykazujícím podobnost < 97 %, znamená to, že představují nový druh, 

význam podobnosti > 97 % není tak jasný (Reller, 2007). Tato hodnota může představovat nový 

druh anebo alternativně naznačovat slučování v rámci dříve definovaného taxonu. Studie 

hybridizace DNA-DNA jsou tradičně vyžadovány, aby poskytly konečné odpovědi na tyto 

otázky v určení taxonomie. Zatímco data sekvence genu 16S rRNA mohou být použity pro 

mnoho účelů, pro hybridizace DNA neexistují definované ,,prahové hodnoty“ podobnosti, nad 

nimiž by existovala univerzální shoda o přesvědčivém zařazení do druhu (Janda, 2007). 

Největší potenciál využití informací z 16S rRNA genového sekvenováni je poskytnout 

identifikaci genů a druhů pro izoláty, které neodpovídají žádným známým biochemickým 

profilům a také pro druhy, které vytvářejí pouze ,,nízkou pravděpodobnost“ nebo ,,přijatelnou“ 

identifikaci podle komerčních systémů. Další možností je identifikace taxonů, které jsou zřídka 

spojeny s lidskými infekčními chorobami. Kumulativní výsledky z omezeného počtu studií 

doposud naznačují, že sekvenování genu 16S rRNA poskytuje identifikaci rodu ve většině 

případů (> 90 %), ale méně u druhů (65-83 %), izolátů, které zůstaly po testování 

neidentifikovány je pouze minimum (1-14 %) (Mignard, 2006).  

3.10 MALDI-TOF MS 

K identifikaci anaerobních bakterií lze využít desorpční metodu s destičkami 

s matricovou podporou a identifikací hmotnostní spektrometrie (MALDI-TOF MS) (Veloo, 

2017). Zobrazování pomocí této metody nám poskytuje informace o distribuci bakterií společně 

s distribucí léků a metabolitů (Hamerly, 2015). Hlavní poznatek je, že identifikace získaná 

pomocí MALDI-TOF MS je nadřazena fenotypovým metodám týkajících se spolehlivosti 

identifikace. Ve srovnání s fenotypovými metodami je tato metoda vhodná pro svou vysokou 

propustnost, je mnohem rychlejší a levnější a můžeme ji považovat za alternativu pro běžné 

biochemické a molekulární identifikační systémy v mikrobiologické laboratoři, jelikož 
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diferenciační konvenční metody se opírají o biochemická kritéria a vyžadují další předběžné 

testování a zdlouhavé inkubační postupy, naopak metoda MALDI-TOF MS dokáže 

identifikovat bakterie a kvasinky během několika minut přímo z kolonií pěstovaných 

na kultivačních plotnách, a to ji činí metodicky jednoduchou a přístupnější metodou, vzhledem 

ke sníženým nákladům na spotřební materiál a ušetřeného času při diagnostice (Wieser, 2012). 

Vzhledem k tomu, že pro analýzu je potřebný pouze minutový vzorek (minute sample), je 

MALDI-TOF MS zvláště užitečný pro identifikaci náročných a špatně rostoucích druhů. 

Identifikace anaerobních bakterií je hodnotnější, pokud je databáze MALDI-TOF MS doplněna 

referenčními spektry druhů, které chybí v databázi nebo jsou nedostatečně zastoupeny (Veloo, 

2017).  

Spolehlivost a přesnost metody byla prokázána v řadě studií a různé systémy jsou již 

komerčně dostupné (Wieser, 2012). Pomocí MALDI-TOF MS bylo analyzováno velké 

množství klinicky významných anaerobních izolátů. Na izolovaných koloniích se 

bezprostředně po izolaci provádí ethanolové srážení, kterým se stabilizují a poté identifikují 

pomocí protokolu pro identifikaci mikroorganizmů (Nagy, 2012). Rovněž jsou zkoumány nové 

aplikace systému kromě identifikace úrovně mikrobiálních druhů, to zahrnuje detekci patogenů 

z pozitivních krevních kultur, nebo přímo ze vzorků pacienta, jako je moč. Pokud jde 

o fenotypovou detekci, tak i zde dochází k vývoji MALDI-TOF MS, a to konkrétně při 

identifikaci určitých antibiotických rezistenčních mechanizmů, například β-laktamáz 

a karbapenemáz (Wieser, 2012). 

Hmotnostní spektrometrie je analytická technika používaná k analýze poměru hmotnosti 

k náboji různých sloučenin, kde nejrozšířenější metodou pro analýzu biomolekul je laserová 

desorpční/ionizační spektrometrie doby letu, MALDI-TOF MS, s matricovou podporou. Tato 

metoda je založena na ionizaci kokrystalizovaného vzorku pomocí krátkých laserových 

impulzů. Ionty se zrychlují a jejich doba letu se měří ve vakuové trubici. MALDI-TOF MS se 

úspěšně používá ve výzkumu k určení hmotnosti proteinů a peptidů. Tato technika přispěla 

prostřednictvím identifikace specifických biochemických markerů k diagnostice nádorů, 

revmatoidní artritidy, Alzheimerovy choroby a alergií (Marvin, 2003). Využití MALDI-TOF 

MS v identifikaci mikroorganizmů umožnilo analýzu poměrně velkých biomolekul, včetně 

větších ribozomálních proteinů, kdy identifikace MO je méně ovlivňována kultivačními 

podmínkami, mezi které patří variabilita způsobena růstovými podmínkami a použitím různých 

médií, oproti metodám klasické hmotnostní spektrometrie. Díky těmto skutečnostem je 
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MALDI-TOF MS v posledních letech implementována v rutinních laboratořích a je používána 

jako zcela nový přístup k identifikaci bakterií a kvasinek (Wieser, 2012).  

Při této technice se matrix aplikuje na tkáň. Při vystavení UV záření laseru se analyty 

ionizují a následně se měří na hmotnostním spektrometru. Tím, že laser projde tkání a měří 

počet iontů v každém bodě, může být vytvořen dvojrozměrný obraz založený na intenzitě iontů. 

Získané dvourozměrné obrazy rány nám pomůžou pochopit procesy hojení ran. Při kombinaci 

s laserovou desorpční ionizací s matricí asistovanou ionizací širokého spektra molekul je 

zobrazovací hmotnostní spektrometrie silným nástrojem biomedicínského výzkumu. Avšak se 

tato technika zatím nepoužívá k vyšetření bakteriální kolonizace ran nebo distribuce 

antimikrobiálních látek na tkáň. Za tímto účelem byla zkoumána distribuce  

a perzistence antimikrobiálního činidla chlorhexidinglukonátu (CHG) na modelové lidské 

tkáni. Byla rovněž řešena schopnost detekovat a lokalizovat Staphylococcus aureus na stejném 

modelu tkáně. Tato metodika je užitečná při vývoji obvazů na rány se zlepšenými 

antimikrobiálními vlastnostmi. Dále nám zajišťuje důkladnější analýzu koncentrace 

antimikrobiálních činidel nezbytných pro prevenci tvorby biofilmu a perzistenci (Hamerly, 

2015). 

 

Obrázek 13: Schéma MALDI-IMS (Hamerly, 2015) 

aplikace matrix 

bioptický vzorek 
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Schéma metody analýzy vzorků tkáně pomocí hmotnostní spektrometrie s laserovou 

desorpcí / ionizačním zobrazením (MALDI-IMS) s matricí asistovanou vazbu je znázorněna 

na Obrázku 12. Tkáňové vzorky obsahující bakterie, které byly ošetřeny CHG jsou potaženy 

želatinou pro kryosekci. Sekce jsou umístěny na speciálních sklíčkách mikroskopu MALDI 

a jsou potaženy oxidem (indium-titanium oxide). Posuvný komponent je potaženo v matrici pro 

analýzu MALDI a po sušení jsou do MALDI-MS umístěny sklíčka s tkáněmi. Laser poté rozloží 

celou tkáňovou sekci a generuje každé spektrum. Tyto spektra jsou pak analyzována tak, aby 

generovaly obraz iontů, kde intenzita barvy indikovala, kolik z tohoto konkrétního iontu je vidět 

na libovolném místě na tkáni (Hamerly, 2015) 
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4 Závěr 

V této bakalářské práci byly popsané gramnegativní anaerobní bakterie vyskytující 

se v chronických ranách, jejich detekce, identifikace a v neposlední řadě i taxonomie. Infekce 

způsobené anaerobními MO jsou běžné, jejich výskyt je stále častější a infekce způsobené 

zmíněnými bakteriemi mohou způsobovat vážné až život ohrožující onemocnění. Z tohoto 

důvodu je důležitá jejich včasná detekce a identifikace pomocí širokého spektra metod. 

První část práce pojednává o taxonomii jako takové a zařazení bakterií vybraných pro 

tuto práci do hierarchie biologické klasifikace. K vidění je rozsáhlý fylogenetický strom 

určující přesné zařazení vybraných bakterií do jednotlivých taxonů. V další části byly podrobně 

popsány gramnegativní anaerobní mikroorganizmy vyskytující se v chronických ranách, jejich 

základní vlastnosti a nejvýznamnější představitelé včetně nemocí, které mohou způsobovat. 

Bylo vybráno a popsáno osm rodů bakterií, a to konkrétně Bacteroides, Porphyromonas, 

Prevotella, Fusobacterium, Bilophila, Veillonella, Mobiluncus a Leptotrichia. Zástupci z řad 

těchto rodů se přirozeně vyskytují v chronických ranách a jsou původci závažných zdravotních 

komplikací a onemocnění. 

V poslední části této práce byly popsány jednotlivé kultivační, biochemické 

a instrumentální metody sloužící k jednoznačné a spolehlivé identifikaci mikroorganizmů. 

V rámci kultivačních metod bylo popsáno složení a principy tuhých i tekutých půd používaných 

ke kultivaci jednotlivých mikroorganizmů. Klasické biochemické testy vykazují schopnost 

rychlé a jednoduché identifikace fyziologických vlastností určovaných bakterií. Byl kladen 

důraz zejména na testy přímo se týkající vyčleněné skupiny gramnegativních anaerobů, jako 

jsou například testy na tvorbu katalázy, ureázy, indolu, H2S a hydrolýzu eskulinu, želatiny atd. 

Instrumentální metody identifikace mikroorganizmů patři k nejmodernějším technikám 

ve svém oboru a jsou široce využívané. 
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