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ANOTACE

Tato bakalatska prace se zabyva rodem Desulfovirbio a jeho jednotlivymi druhy. Dale jsou
V praci popsany onemocnéni, u kterych se tato bakterie vyskytuje. Podrobnéji jsou zde vypsany

moznosti kultivace a n¢které metody identifikace.
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TITLE

Desulfovirbio in the digestive tract

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the genus Desulfovibrio and its individual species. The thesis
also describes the diseases in which this bacterium occurs. The possibilities of cultivation and

some methods of identification are also described in more detail.
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UvVoD

Siran redukujici bakterie jsou vSudypfitomné mikroorganismy. Nachazi se v pfirodé
(voda, ropa, bahno atd.) a stejné tak Vv travicim traktu lidi ¢i zvifat. Mezi tyto bakterie patii
celed’ Desulfovibrionaceae, ktera mimo jiné obsahuje i rod Desulfovibrio, kterym se tato prace
zabyva. Bakalafska prace uvadi informace o jednotlivych druzich bakterii rodu Desulfovibrio,
kterd se nachézeji v travicim traktu ¢lovéka. Jednd se o gramnegativni tycky, které mohou byt
jedni z moznych puvodct velmi vaznych onemocnéni jako je napiiklad Crohnova choroba ¢i
jaterni absces. OvSem objevil se také novy druh, ktery naopak ve stfevech pomaha tim, ze fixuje

dusik a pfeménuje jej na amoniak, ktery je z téla nasledné vylouc¢en moci.

Cilem této prace je shrnuti poznatkti o bakterialnim rodu Desulfovibrio, jeho vlivu na
travici trakt lidi a moznosti identifikace biochemickymi testy ¢i jinymi identifikacnimi
metodami (PCR, MALDI atd.). Prace zarovenn obsahuje nastinéni onemocnéni spojenych

S timto rodem a moZnosti testovani citlivosti na antibiotika.
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1. Sirné bakterie

Jedna se o bakterie, které redukuji ¢i oxiduji siru nebo siran. Podle toho se také déli do
dvou skupin. Siran oxidujici bakterie vyuzivaji siru ¢i jeji anorganické slouceniny k ziskani
energie. Sirovodik ¢i elementarni sira jsou oxidovany na sirany. Béhem tohoto d¢je vznikaji

rizné meziprodukty (napf. sifi¢itany ¢i thiosirany) (Schmidt 2019).

Siran redukujici bakterie (dale SRB) berou sirné slouceniny jako elektronové akceptory
a uvolnuji sirovodik jako vedlejsi produkt reakce siranti. Tyto mikroorganismy (MO) se

nachazeji predevsim v Gstech a ve stievech lidi (n€kdy také zvifat) (Muyzer a Stams 2008).

Mezi SRB patii ¢eled Desulfovibrionaceae, ktera obsahuje 8 popsanych rodt —
Desulfocurvus, Lawsonia, Halodesulfovibrio, Desulfobaculum, Maihella, Pseudodesulfovibrio

a dva rody klinického zajmu. Jedna se o rody Bilophila a Desulfovibrio (Sayavedra et al. 2020).

1.1. Rod Bilophila

Jsou to gramnegativni tyC¢ky. Byvaji asacharolytické a obligatn¢ anaerobni (rostou
pouze v prostiedi bez kysliku). Nejvyznamnéjsim patogenem tohoto rodu je Bilophila
wadsworthia. Tato bakterie je soucasti zdravé stfevni mikroflory. Jakmile se ovSem piemnozi,
zpusobuje zaZivaci potize nebo muze poskodit gastrointestinalni trakt (GIT). Je spojovana

s n¢kolika infekcemi napf. cholecystitidou, sepsi ¢i apendicitidou. (Feng et al. 2017)

Bilophila wadsworthia sice patti do c¢eledi Desulfovibrio, ale neredukuje sirany.
K vytvoreni sirovodiku vyuziva taurin (ze zluci). Problém je u lidi, ktefi se snazi drzet dietu
s vysokym obsahem tuku. Pfi této dieté se v téle zvysuje sekrece Zluci (taurinu) a Bilophila ma
tak dostatek potravy pro své mnozeni. K 1é¢bé této bakterie se osvédcilo pouzivat prebiotika.

(Natividad et al. 2018)
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1.2. Rod Desulfovibrio

Desulfovibrio patii mezi jeden z prvnich popsanych rodi SRB. Ze SRB je jednim
Z nejcastéjsich, které se nachazeji ve stievech (Warren et al. 2005a). Desulfovibrio se fadi do
kmene Proteobacteria, tfidy Deltaproteobacteria, tadu Desulfovibrionales a celedi
Desulfovibrionaceae (Rabus et al. 2015). Jedna se o nefermentujici, gramnegativni spiralovité
bakterie. Jsou nesporulujici a mezofilni, pfipadné nékteré rody mohou byt halofilni (vydrzi vétsi
koncentraci NaCl). Vétsina druhi je pohyblivych, diky bi¢iku (monotricha), ptip. mohou mit
I vice polarnich bicika (lofotricha). Desulfovibrio jsou zaktivené tyCinky (vibria) o velikosti
0,5- 1,5 um x 2,5 — 10 um. Oproti rodu Bilophila je tento rod citlivy na zlu¢ (Kuever et al.
2015).

Bakterie rodu Desulfovibrio obsahuji pigment desulfoviridin. Je to enzym (sulfit-
reduktaza) redukujici sifi¢itany na trithionaty. (Lee et al. 1973) Diky tomuto enzymu jsou
odlisné od ostatnich druhtt SRB. Pfitomnost desulfoviridinu Ize ovéfit jednoduchym testem.
Vatovym tamponkem se setfe zkoumana kolonie a piikapne se NaOH. Vysledek se pozoruje ve
tmavém boxu pod UV svétlem (vinova délka 365 nm). Desulfoviridin v zasaditém prostiedi

fluoreskuje Cervené a v kyselém prostiedi modrozelené (Warren et al. 2005a).

Obrazek 1: Pozitivni vysledek testovani pritomnosti desulfoviridinu (Yamazaki et al. 2018)

1.2.1. Zastupci rodu Desulfovibrio
Je znamo spousta druht bakterii rodu Desulfovibrio, z toho se pouze nékteré nachazi
Vv travicim traktu zvitat a lidi. Mezi nejvyznamnéjsi patii D. desulfuricans, D. fairfieldensis,

D. piger, D. vulgaris (Warren et al. 2005a).
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1.2.1.1. Desulfovibrio piger
Prvnim objevenym zastupcem rodu Desulfovibrio byl Desulfomonas pigra roku 1976.
Nasledné byl tento druh pieklasifikovan na D. piger, tak jak je znamy dnes (Kushkevych et al.
2020). Jedna se o gram-negativni ty¢inkovitou bakterii. Je 0,8 — 1,3 um x 1,2 — 5 um velka.
Oproti ostatnim druhdm je nepohybliva (Boone et al. 2001).

D. piger je nejvice zastoupeny druh u lidi. Fyziologicky se nachazi ve stievech, ale pii
sttevnim zanétlivém onemocnéni je pfitomna ve vyssich koncentracich. Byl nalezen piedevsim

u pacientl s ulcer6zni kolitidou ¢i Crohnovou chorobou (Kushkevych et al. 2020).

Sirovodik, ktery si samy SRB produkuji, je dulezity faktor pro jejich rist, ale ve
vysokych koncentracich pro né mize byt toxicky. U druhu D. piger by se nejvyssi snesitelna
koncentrace sirovodiku méla pohybovat v rozmezi 6 — 7 mM (Kushkevych et al. 2019).

inhibice: - SRB
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mléé. kvaseni

zbytky sirant
z potravy >4 mM ° dalsimikrobi
b

1 |
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Obrézek 2: Schéma ucinku sirovodiku na SRB (véemé D. piger) a dalsi mikrobidlni skupiny (Kushkevych et al. 2019)
1.2.1.2. Desulfovibrio desulfuricans

D. desulfuricans ma tvar vibria o velikosti 0,5 — 0,8 um x 1,5 — 4 um. Ma polarni bi¢iky,

a diky tomu je pohyblivé. Nachazi se, jak u ¢lov€ka a zvifat, tak v prostfedi. Lidské infekce

vSak vyvolava jen ojediné€le (bakteriémie) (Boone et al. 2001).

Dokaze produkovat methylrtut’ (MeHg), coz je silny neurotoxin, proto se s nim pfi
kultivaci musi zachazet opatrné. Methylace rtuti je preména Hg'" na MeHg (Gilmour et al.
2011).
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I kdyz se jedna o anaeroby, byl u tohoto druhu proveden pokus, béhem kterého byl
zjistén rast pii 18 % kysliku. Pfi 21 % O doslo k zastavé rustu MO, ale bunky nebyly usmrceny.
Znamena to tedy, ze D. desulfuricans obsahuje enzymy, diky kterym muze rast v prostredi

s urcitym procentem kysliku (Lobo et al. 2007).

Co se ty¢e podminek ristu, bylo dokazano, ze snese 0 — 3% NaCl. Teplota kultivace by
se mé¢la pohybovat v rozmezi 30 — 37 °C a pH 6,8 — 8,2 (optimalné pH 7,8). (Gilmour et al.
2011)

1.2.1.3. Desulfovibrio fairfieldensis
D. fairfieldensis se vyskytuje pouze u lidi. Tento MO je zakiiveného tvaru, nesporulujici
a diky bi¢ikim pohyblivy. M4 vyssi patogenni potencidl a zaroveil nejvétsi antimikrobialni
rezistenci oproti ostatnim druhtim (Pimentel a Chan 2007). Je pozitivni na katalazu a redukci

dusi¢nanti. A naopak negativni na oxidazu, indol, ureazu a nefermentuje glukézu (Pimentel

a Chan 2007).

1.2.1.4. Desulfovibrio vulgaris
D. vulgaris je zahnuta ty¢inka o velikosti 0,5 — 0,8 um x 1,5 - 4 um. Diky polarnimu
bic¢iku se jedna o pohyblivou bakterii (Boone et al. 2001). Je spojen s intraabdominalnimi
infekcemi (Goldstein et al. 2003a).

Jedna se o oportunni patogen. Nachazi se ve stievech lidi, zvitat a také v okolni ptirodé
napt. v plynovodech, ropném poli, spodnich vodach atd. Je ubikvitarni (vSudyptitomny) (Zhou
et al. 2013). Zpusobuje koroze vrtaki a skladovacich nadrzi, ale naopak mize mit i pozitivni
funkci. Ve vodé dokaZe snizovat vysoce rozpustny a toxicky Cr¥' na méné toxicky a méné

rozpustny Cr''" (Humphries et al. 2004).

Druh D. vulgaris je obligatné¢ anaerobni, coz znamena, ze snese i uréitou koncentraci
kysliku. Maximalni snaSenlivost kysliku se pohybuje kolem 0,02 %. V piitomnosti kysliku byly
bunky atypicky prodlouzZené a riist byl slabsi nez za anaerobnich podminek. Pfi opétovném

vytvofeni anaerobnich podminek se bakterialni riist obnovuje (Ramel et al. 2015).

1.2.1.5. Desulfovibrio legallii
D. legallii je druh popsany roku 2011. M4 spiralovity tvar nebo tvar vibria. Jako ostatni
druhy je to nesporulujici, gramnegativni anaerobni MO. Ma polarni biciky. Oproti vyse

popsanym druhiim nezplsobuje problémy v gastrointestindlnim traktu, ale zptsobuje infekce
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kloubni nahrady (napt. ramene). Pfedpokladem je, Ze se D. legallii do kloubni nahrady dostava

prostiednictvim vody pies porusenou kizi (Vasoo et al. 2014).

Po 6 dnech anaerobni kultivace kloubni tekutiny na anaerobnim CDC agaru s ovéi krvi
pii 35 °C byl prokazan rust kolonii. Kolonie byly cca 1 mm velké, $pic¢até a ¢iré. MéEly
Sedozelenou barvu. Pii doplitkkovych testech se ukézalo, ze jsou indol negativni a katalaza

pozitivni (Vasoo et al. 2014).

Obrazek 3: Zobrazeni D. legalii skenovacim elektronovym mikroskopem (Sayavedra et al., 2021b)

1.2.1.6. Desulfovibrio diazotrophicus
Tato bakterie byla neddvno objevena (pfedev§im u asijské rasy) a je nejpodobnéjsi
druhu D. legallii. Desulfovibrio diazotrophicus ma ty¢inkovity az spirochetovy tvar a dosahuje
délky 1,4 — 5 pum. Jedna se o striktni nesporulujici anaerob. K respiraci vyuziva sirany za
piitomnosti vodiku, oxidu uhelnatého nebo alkoholu jako donoru elektronti, a tim je schopen
fixovat N2. Je katalaza negativni. VétSinou je nepohyblivé, ovSem prileZitostné se mize jednat
o lofotrichu (ma 2 a vice bi¢ikd na konci téla). Pokud se u néj tedy vyskytuji bi¢iky, jsou tenci

a delsi nez u D. legallii (Sayavedra et al. 2021).
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Obrazek 4: Viditelné biciky u D. legalii (Sayavedra et al., 2021b)
Roste pii 15 — 46 °C (optimalni teplota 37 °C). Pii kultivaci snasi 0 — 0,51 M NaCl
(nejlépe vsak 0,068 — 0,171 M NaCl). Na médiu Postgate C roste v ¢ernych koloniich — vznikaji

srazeniny zeleza (Sayavedra et al. 2021b).

Oproti ostatnim druhtim desulfovibrii je v téle pfinosna, jelikoz fixuje dusik (plynny
dinitrogen), ktery je redukovan na biologicky dostupny amoniak. Jedna se o novou studii,
protoze doposud byla fixace dusiku spojena jen s klebsiellou a clostridii (Sayavedra et al. 2020).
Ptipadn€ muze byt vznikly N2 pfeveden na mocovinu a vylou¢en moc¢i. Mocovina je pro télo

mén¢ toxicka nez amoniak (Sayavedra et al. 2021).

1.2.1.7. Druhy Desulfovibrio v p¥irodé
Nékteré druhy rodu Desulfovibrio se nachéazeji v pfirodé. V mnoha ptipadech mohou
zpusobovat koroze kovovych konstrukei, vrtaki, nadrzi, ale mohou mit pfiznivé ucinky, napf.

vychytavani tézkych kovi z vod (Boone et al. 2001).

Tabulka 1: Vyskyt zastupcii rodu Desulfovibrio v prirodé (Boone et al., 2001)

Druh Ekotop

D. africans Studni¢ni voda, slana voda
D. carbinolicus Cistirny odpadnich vod

D. gigas Rybnic¢ni vody

D. sulfodismutans Sladkovodni bahno

D. longus Ropna pole

D. termitidis Stieva termiti

D. desulfuricans Puda, odpadni vody
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V odpadnich vodach zpilisobuji silny zapach siry. V Cistickach a kanalizacich zpiisobuji
korozi kovu. Druh D. haliphilus dokonce snese koncentraci 3 — 18 % NaCl, takze se nachazi ve
slanych vodach (mofte, oceany). V ropnych polich, diky produkci H2S zptsobuji koroze nadrzi
¢i trubek a dochazi k okyseleni ropy. Dokonce i u oceli mize dojit z anaerobni koroze az ke

grafitizaci = absolutni ztrata zeleza (zlstane jen uhlikova vrstva) (Caumette et al. 1991).

Nachazi se tedy nejen ve stievech lidi a zvitat, ale také v travicim traktu termitd. Tam
je ptitomny druh D. termitidis. Ma tvar vibria o velikosti 0,4 —0,5 pm X 1 — 1,4 um. Je pohyblivy
(Boone et al. 2001).

Desulfovibrio desulfuricans v odpadnich vodach odstrafiuje t€Zké kovy. Nejlepsim
zdrojem uhliku je laktat sodny a sachardza, a zdrojem siry sifi¢itan sodny. Bylo zjisténo, Ze
optimalni teplota rastu se pohybovala okolo 37 °C. Dale bylo prokazano, Ze tento druh dokaze
tolerovat Cr% do koncentrace 150 mg/l. Nejvétsi wcinnost pfi ¢isténi vody vsak byla
u koncentrace Cr® <30 mg/I (tam byly naméfeny hodnoty Gi¢innosti okolo 100 %). Tento druh
muze také odstranovat vodik (z povrchu Zeleza), a tim dale zpusobuje korozi kovovych

materialti (Li et al. 2019).
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2. Kultivace a identifikace

2.1. Kultivace

Tento bakterialni rod byva izolovan napt. z krve, moci, apendixu, jater ¢i stiev. VétSinou
se pacientim odebiraji 2 hemokultury (acrobni a anaerobni). Diky tomu, ze Desulfovibrio roste
pomalu, vidime rast nejméné po Ctyfech dnech v anaerobni hemokultufe. Pfi otevieni je citit

velice silny zapach sirovodiku (Pimentel a Chan 2007).

Co se ty¢e kultivace na riznych médiich, tak jelikoz Desulfovibrio patii do skupiny
anaerobll, roste pouze za neptitomnosti kysliku. Tuto atmosféru lze zajistit diky anaerobnim
nadobam ¢i komote. Vétsinou se kultivuje pii teploté 30 — 37 °C po dobu 4 — 7 dni (Pimentel
a Chan 2007).

Desulfovibrio obvykle nachazime ve smisenych koloniich (naroste vice mikrobialnich
kultur). JelikoZ ma nehemolytické, pruhledné kolonie, jsou snadno piehlédnutelné mezi

ostatnimi koloniemi, pfipadné mtize byt zcela pierostla jinou bakterii (Warren et al. 2005a).

Tento MO lze kultivovat na Triptikdzo — sdjovém agaru (TSA), Starkey’s agaru,
masopeptonovém agaru (MPA), Heart infusion agaru, Stock culture agaru a agaru pro anaeroby.
Pomnozeni je mozné v Triptikdazo — sdjovém bujonu (TSB), kvasnicném extraktu (lIverson

1966).

2.1.1. API médium a Strakey’s médium
Tyto pudy slouzi k priikkazu schopnosti desulfovibrii redukovat sirany. Toto Ize ovéfit
I po uchovavani bakterialni kultury po delsi dobu. Kolonie na API médiu maji ¢ernou barvu,

jejich pramér je cca 1 mm a jsou vypouklé (Iverson 1966).

Starkey’s medium obsahuje na litr vody: 15 g tryptonu, 5 g s6jového peptonu, 5 g NaCl,
2 g MgSOs - 7 H20, 2 g (NH4)2Fe(SO4)2 - 6 H20 a 20 g agaru. Optimalni pH je 7,3 £ 0,1
(Kluyver a Niel 2022). Siran redukujici bakterie na tomto agaru oxiduji laktat sodny a redukuji
sirany na sulfidy. Bakterie rostou ve svétlych koloniich, které postupné od okraje Cernaji az
jsou uplné cerné. Kultivace 2-7 dni anaerobné pii laboratorni teplot¢ nebo 30 °C

(Cadersky - Envitek, spol. s.r.0.).

2.1.2. Tryptikazo-sojovy agar a tryptikazo-s6jovy bujon
TSA a TSB slouzi jako vyzivové pudy, které neobsahuji zddna selektivni ¢inidla. Jsou
tedy vhodné pro rust, mnozeni a uchovavani bakterialnich kultur. Obsahuji tryptikazu (1,5 %),
fyton (0,5 %), NaCl (0,5 %) a agar (0,5 %) (TSB navic obsahuje glukozu a KoHPOj4 jako pufr).
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Tento agar ma hodnoty pH mezi 7,2 — 7,4. Kolonie na TSB rostou prthledné, az nasedlé barvy
0 prumé&ru 1 mm. Na TSA se solemi rostou kolonie ¢erné, ale na vzduchu svou barvu postupné

ztraceji a okolo nich zlstava pouze ¢erna halo zéna. (Iverson 1966).

2.1.3. Kvasni¢ny extrakt
Jednd se o vyzivovy agar obsahujici pfedev§im zdroje vitaminl (hlavn€ vitamin B)
rustové faktory a zdroj energie. Tento extrakt ovSem byva vynechavan, nebot’ podporuje rist

fermentacnich bakterii, které by mohly zptsobovat interferenci (Boone et al. 2001).

2.1.4. Postgate medium
Existuje né€kolik modifikaci Postgate média, kterd se pouzivaji pro kultivaci

desulfovibrii. Je to Postgate C, Postgate E a Postgate B medium.

Postgate C médium obsahuje 6 g laktatu sodného, 4,5 g NaySOs4, 1 g NH4CI,

1 g kvasnicového extraktu, 0,5 g KHoPOs, 0,3 g citratu sodného, 0,5 g hydrochloridu
L — cysteinu, 0,06g MgSO4 -7H20, 0,004 g FeSO4 -7H20, 4 ml resazurinu, 0,04 g CaCl, -2H.0
a 15 gagaruna 1 litr destilované vody (DV). Toto médium bylo upraveno na pH 7,5 + 1 pomoci

5 M HCI a nasledné sterilizovano v autoklavu (Sayavedra et al. 2021).

Kultivace probiha 14 dni pii 37 °C. Napi. Desulfovibrio diazotrophicus zde roste
v ¢ernych koloniich. Pokud chceme tuto bakterii dlouhodobé skladovat, musi se jest¢ dvakrat
piekultivovat a nasledné uchovavat v anaerobnich zkumavkach pii — 80 °C (Sayavedra et al.
2021).

Postgate E medium je slozeno z 1 g Na2SO4, 0,5 g KH2PO4, 1 g NH4CI, 1 g vytazku
z kvasnic, 1 g CaClz - 6 H20, 2 g MgSOs4 - 7 H20 a 0,1 g kyseliny askorbové na 1 litr vody
(Kovac a Kushkevych 2017).

Postgate B medium se sklada z 0,5 g KH2PO4, 1 g NH4Cl, 1 g vytazku z kvasnic,

3,5 g laktatu sodného, 2 g MgSO4 - 7 H20, 1 g CaSOg, 0,1 g kyseliny askorbové a 0,1 g kyseliny
thioglykolové na 1 litr vody (Kova¢ a Kushkevych 2017).
2.2. Identifikace

2.2.1. Barveni dle Grama
Diky tomuto barveni je v mikroskopu rozpoznatelny tvar bakterii, velikost bunck
a charakter bunécné stény (gram-pozitivni bakterie obsahuji v bunééné sténé peptidoglykany,

zatimco gram-negativni bakterie obsahuji peptidy) (Vyttasova et al. 2014).
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Ptipravi se preparat, ktery se po fixaci barvi krystalovou violeti a Lugolovym roztokem.
Poté se odbarvuje acetonem, a nakonec se dobarvi karbolfuchsinem. Po zaschnuti se na sklicko
kapne imerzni olej a miizeme pozorovat bakterie v mikroskopu pfi zvétseni 1000x. Pozorujeme
tvar bakterii, jejich uspofdaddni a zbarveni (gram — pozitivni jsou zbarveny modie
a gram — negativni ruzove). Desulfovibrio je tedy rizoveé zbarveno a pozorujeme tvar vibrii

(Kuever et al. 2015).

2.2.2. Biochemické testy

Pro uréeni daného MO se zjiStuje fada vlastnosti jako jsou morfologické,
mikroskopické a makroskopické znaky. Dale se také urcuji fyziologické vlastnosti, které lze
stanovit jednoduchymi biochemickymi testy, které jsou zaloZeny na pfitomnosti riznych
enzymi, kter¢ MO samy vylucuji. Po kultivaci se testy vyhodnoti a porovnavaji se s vysledky
v diagnostickém softwaru ¢i tabulce. Vyhodou téchto testi je, Ze jsou rychlé, levnéjsi a zvysuji

ptesnost identifikace nezndmého kmene (Vytrasova et al. 2014).

Mezi biochemické testy patfi:
— Kataldzovy test, ktery slouZi pro prikaz produkce enzymu katalazy.
— Dukaz tvorby indolu — identifikace MO, které¢ produkuji enzym tryptophanasu.
— Schopnost redukce dusi¢nanti na dusitany.

— Dikaz uredzy — prikaz MO produkujicich enzym uredzu.

Tabulka 2: Vysledky biochemickych testit u jednotlivych druhii desulfovibrii (Warren et al., 2005a)

Katalazovy test | Dukaz tvorby | Schopnost redukce Duikaz

indolu dusi¢nanti na dusitany | ureazy
D. desulfuricans - - + +
D. fairfieldensis + - + -
D. vulgaris - + - -
D piger - - - -

Identifikace MO je mozna dle vyse zminénych biochemickych metod, ale postupné se
od nich ustupuje, protoze nejsou tak prikazné. Proto se spiSe pfistupuje k metodam

molekularné biologickym, imunochemickym ¢i spektrofotometrickym.
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2.2.3. Molekularné biologické metody

2.2.3.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Technika je pouzivana k rychlému a vysoce selektivnimu namnozeni konkrétni
nukleotidové sekvence jakékoliv deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Pii kopirovani
templatové molekuly DNA je vyuzivana DNA-polymeraza. Tuto syntézu tidi primery, které se
paruji s vldknem ptivodni DNA. PCR je velmi citliva metoda, nebot’ dokdze namnozit i velmi

malé mnoZstvi DNA tak, Ze jsme ho schopni jednoduse detekovat pomoci gelové elektroforézy.

Diky PCR byl zkracen cas vySetfeni klinického materialu. Tato metoda poskytla

zlepseni pracovniho postupu a piesnéjsi diagndzy.
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Obrzek 5: Priibéh metody PCR (Alberts, 2001)

Identifikace rodu Desulfovibrio je dilezita, kvili produkci H2S, ktery je pii vyssich
koncentracich toxicky pro bunétné epitely. Pokud se mnozstvi sirovodiku v téle zvysi, mize
dochazet k inhibici fagocytdozy a indukci hyperproliferace a metabolické abnormality

v bunkach epitelu (Christophersen et al. 2011).

Yu a Morrison pouZili pro bunécnou lyzu 500 mM NaCl, 4 % dodecylsulfatu sodného
a50 mM EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina). Aby nedoslo k degradaci uvolnéné DNA,
je pouzit pufr, ktery ji chrani pted DNazami, které jsou velice aktivni. Dale byl ptfidan octan

amonny, ktery vysrazel dodecylsulfat sodny a zbavil vzorek necistot (Yu a Morrison 2004).
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Nukleové kyseliny byly poté izolovany pomoci isopropanolu. Nakonec byla provedena
purifikace genomové DNA na komer¢nich kolonach. Ktomu byla pouzita

proteinkindza K a RNaza.

Pii PCR amplifikaci byla provedena pocate¢ni denaturace pii 94 °C po dobu 4 minut.
Dale doslo k cyklickému stfidani 3 krokti: denaturace, annealing a extenze (celkem 30x). Poté

se provedla finalni extenze neboli zaveérecna syntéza po dobu 7 minut pii 72 °C.

Vyhodnoceni amplifikované DNA bylo dokon¢eno elektroforeticky v agar6zovém gelu
pii 60 °C po dobu 50 minut (pfi 82 V).

K prvni takovéto identifikaci doslo u 57let¢ho muze, kterého trapila bolest bficha se
zacpou a zvysena teplota. Po porovnani ziskané sekvence v databazi GeneBank byla zjisténa

99,46% shoda s referenénim kmenem D. desulfuricans (Nasreddine et al. 2019).

2.2.3.2. Real-Time PCR

Real — time PCR, nebo-li PCR v realném case je zaloZena na stejném principu jako
klasickda PCR. Rozdil je v tom, Ze pii této metod¢ se do smési vzorku ptidavaji interkalacni
latky, které maji schopnost fluorescence nebo piimo fluorescencni sondy. Tyto latky se béhem
procesu PCR ptipojuji k fetézcim DNA. Pokud se ve vzorku objevi amplifikovany templat
DNA, dochazi k fluorescenénimu zéfeni. Diky tomu miZeme vidét tvorbu produktl jiz
Vv pribchu reakce v ,,redlném case®. Nasledna elektroforéza, ktera se provadi u klasické metody,

uZ neni potieba (Beranek 2016).

Tento typ PCR je citlivgjsi a specifictéjsi nez metoda klasicka, ale jsou kladeny velké
durazy na pouziti kalibra¢nich a referen¢nich material. Také je zde rychlejsi detekce malého

mnozstvi bakterialni DNA ¢i spravna klasifikace Grammova barveni (S.A. Deepak et al. 2007).

Fite a spol. se snazili vytvorit vysoce specifickou sadu PCR primert. Pro tento vyzkum
byly odebrany stolice zdravych lidi i pacientii s ulcer6zni kolitidou kazdého véku. Svého cile
dosahli a vysledkem byla tplna nukleotidova shoda s primery u druhu D. desulfuricans,

zatimco druh D. vulgaris byl ve dvou nukleotidech neshodny.

PCR v realném Case ukdzala, ze desulfovibria jsou pievladajicim rodem ze SRB, které
se vyskytuji v tlustém stfeve. Tyto bakterie jsou vSudyptitomné, bez ohledu na vé€k — pouze

u starSich lidi jsou ve vétsim mnozstvi (Fite 2004).
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2.2.3.3. RFLP PCR (polymorfismus délky restrikénich fragmentii)
Tento typ PCR je zaloZen na principu pouziti restrikénich enzymd, které S$t€pi DNA
nebo RNA na jednotlivé fragmenty. Nasledn¢ se provadi gelova elektroforéza na agar6zovém

gelu.

Hakansson s kolektivem pouzili tuto metodu na rodu Desulfovibrio. Extrakci DNA
provedli ze vzork sliznice tlustého stieva. Jednotlivé geny byly amplifikovany pomoci primert
znacenych fluorescenci. Pouzivanymi primery byly: FAM-ENV1 (5'-AGAGTT TGATI TGG
CTC AG-3")aENV2 (5'-CGG ITA CCT TGT TAC GAC TT-3") (Hékansson et al. 2015).

Amplifikace byla provedena po dobu 3 minut pfi 95 °C, 3 minut pii 94 °C, 30 cykld po
dobu 1 minuty pii 94 °C, 45 sekund pii 50 °C a 2 minuty pii 72 °C. Nasledovala dalsi extenze
pti 72 °C (7 minut). Pfecistény PCR produkt byl dale podroben restrikci enzymem: U of the
restriction endonucleases Mspl. Pak byla provedena gelova elektroforéza, a nakonec pouzili
Southerntiv blotting. Vysledkem jsou piky u kterych se méfi jejich plocha a vyska (Hakansson

et al. 2015).
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Obrazek 6: Schéma RFLP — PCR (Vincent et al., 2021)

2.2.3.4. Multiplexni PCR

Pii multiplexni PCR obsahuje stanovovana smés vice primertl, které generuji vice

amplikont liSicich se délkou. U této metody musi byt velmi pfisna optimalizace a validace,



které Ize docilit vhodnym vybérem primerti, udrzovanim teploty pfi jednotlivych krocich atd.

Konec¢né vyhodnoceni se provadi pomoci gelové elektroforézy.

U rodu Desulfovibrio se tato metoda zamé&fuje na gen 16S DNA. Loubinoux a kolektiv
pouzili tuto metodu za ucelem identifikace D. desulfuricans, D. piger a D. fairfieldensis

U pacientt s parodontitidou.

Po inkubaci, odstfedéni a resuspendovani ziskali extrakt DNA a vytvofili reakéni smés.
Tato smés obsahovala 5 pl extraktu DNA a 0,4 pM kazdého primeru. Pouzité primery byly
nasledujici: 27K-F (5'-CTG CCT TTG ATA CTG CTT AG-3"), 27K-R (5'-GGG CAC CCT
CTC GTT TCG GAG A-3"), Essex-F (5'-CTA CGT TGT GCT AAT CAG CAG CGT AC-3"),
Fair-F (5'-TGA ATG AAC TTT TAG GGG AAA GAC-3), Pig-F (5'-CTA GGG TGT TCT
AAT CAT CAT CCT AC-3") AP687-R (5'-GAT ATC TACGGATTT CAC TCC TAC ACC-
3"), deoxinukleotidy a DNA polymerazu (Loubinoux et al. 2002).

Nejdtive byla provedena pocatecni denaturace pti 94 °C po dobu 4 minut. Nasledovalo
30 cykli denaturace 94 °C (1 min), annealing 55 °C (1 min) a extenze 72 °C (2 min). Nakonec
byly vysledné produkty rozdéleny elektroforézou. Velikostni marker byl zebiicek DNA
0 velikosti 100 — 600 bp (Loubinoux et al. 2002).

1 a 7: 100-bp DNA zebtik
100 bp 2: negativni kontrola (voda)
3: D. piger
4: D. desulfuricans
5: D. desulfuricans (jiny vzorek)

+« 600 bp 6: D. fairfieldensis

1 2 3 45 6 7

Obrdzek 7: Vysledek multiplexni PCR (Loubinoux et al., 2002)

Pti této studii bylo zjiSténo, ze 5 ze 7 pacientl s parodontitidou méli v parodontalnich
kapsach SRB. Jako nejrozsifenéjsi bakterialni druh u této choroby byl D. fairfieldensis
(Loubinoux et al. 2002).
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2.2.3.5. Sekvenace

Metoda sekvenovani je jedna z nejmodernéjSich a nejptesnéjsich zpiisobli identifikace
MO. Diky této metodé ziskavame informace o primarni struktuie polynukleotidového fetézce
(pofadi nukleotidu). Diky tomu je mozné vySetfovani genetickych chorob nebo riznych

vlastnosti bakterii.

Donedavna byla principem elektroforetickd separace, ktera dokazala analyzovat
fragmenty DNA, které se mohly lisit klidné jen o jeden nukleotid. Nyni je celd metoda zcela
automatizovana. Béhem nékolika hodin je mozné vysetfeni 800 — 1000 nukleotidti na obou

vlaknech DNA.

Nejdiive musi byt provedena extrakce genomové DNA ze vzorku. Jako vzorek se
pouziva tkan nebo stér ze sliznic. Extrahovand DNA je déle resuspendovéana. Béhem sekvenace
dochdzi k rozdéleni DNA na jednotlivé nukleotidy. Vysledek sekvenace se porovnava

s referencnimi sekvenacemi v databdzi (Beranek 2016).

Morais-Silva s kolektivem pracovali na sekvenaci u druhu D. gigas. Diky tomu zjistili

informace o jeho slozeni DNA.

Vysledkem jejich vyzkumu bylo, ze D. gigas obsahuje jeden kruhovy chromozom. Ten
se sklada z 3 693 899 para bazi, ktera ma 3 370 gent z nichz 3 273 koduje protein. Zde je
uvedena tabulka jako ptiklad vysledkd sekvenace bakterialniho genomu (Morais-Silva et al.
2014).

Tabulka 3: Obecné viastnosti genomu D. gigas (Morais-Silva et al., 2014)

Hodnota % z celku
Velikost genomu (bp) 3693 899 100
DNA kodujici oblast (bp) 3249714 87,98
Obsah G + C (bp) 2 341530 63,39
Celkovy pocet genti 3370 100
rRNA 3 0,09
tRNA 48 1,42
Geny kodujici proteiny 3273 97,09
Geny bez prirazené funkce 999 29,64
Primérna délka genu (bp) 993
Hustota geni(bp/gen) 1128
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Dale obsahuje plazmid o velikosti 101 949 pard bazi a dale 75 otevienych ctecich

ramc, z nichz 72 jsou kodujici oblasti (Morais-Silva et al. 2014).

Tabulka 4: Obecné viastnosti plazmidu D. gigas (Morais-Silva et al., 2014)

Hodnota
Velikost (bp) 101 949
Obsah G + C (bp) 64 081
Geny kodujici proteiny 72
Genova hustota (bp/gen) 1415
Primérna délka genu (bp) 1103

2.3. Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie je metoda, pii které dochazi k rozkladu molekul na ionty
(ionizace). Tonty se déli podle podilu své hmotnosti a naboje. Nasledn¢ probiha detekce
V podob¢ hmotnostnich spekter. Touto metodou lze méfit jak kvalitu (identifikace latky), tak

i kvantitu (mnozstvi latky). Vyhodou je vysoka citlivost a minimalni spotieba vzorku.

2.3.1. MALDI (matrici asistovana laserova desorpce/ionizace)
MALDI byla poprvé uvedena roku 1987. Roku 2002 byla ocenéna Nobelovou cenou.
Od té doby je tato metoda stale vice zdokonalovana a zrychlovéna. Je velice spolehliva pro

charakterizaci riznych MO, které jsou v laboratofich vysetiovany.

Pouzivanym materidlem pfi této metod€ byvaji mikrobidlni kolonie, ov§em v nékterych

pripadech lze pouzit mozkomisni mok, mo¢, proteinovy extrakt nebo hemokulturu.

2.3.1.1. Typy vyuzivanych matric
Matrice jsou pevné latky krystalické povahy. Musi mit nizky tlak par, aby doslo k jejich
snadnému odpafeni za vzniku iontl ve vakuu. Dulezitymi vlastnostmi matric je silna
absorbance, stabilita ve vakuu, schopnost ionizovat vzorek a dobra rozpustnost

Vv rozpoustédlech. Naopak matrice nesmi reagovat se zkoumanym vzorkem.

Béhem méfeni je matrice v nadbytku a je smichana se vzorkem. Pfi ozafeni laserem

dokaze absorbovat jeho energii, a nakonec zptisobi odpateni ¢asti substratu.
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Tabulka 5: Seznam bézné pouzivanych matric pro metodu MALDI (Clark et al., 2013)

Matrice Analyzovany typ vzorku

Kys. pikolonova, kys. 3-hydroxypikolinova, Oligonukleotidy, DNA a biopolymery

kys. 3-aminopokolinova

3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova kyselina Proteiny

Kys. 2-(-4-hydroxyfenylazo)benzoova Peptidy, proteiny, glykoproteiny
2-merkaptobenzthiazol Peptidy, proteiny, syntetické polymery
2,6-dihydroxyacetonfenon Glykopeptidy, fosfopeptidy
2,4,6-trihydroxyacetofenon Oligonukleotidy

Kys. A-kyano-4-hydroxyskoficova Peptidy a triacylglycerol

Pied samotnym méfenim se nejprve ke vzorku inokula musi pfidat matrice. Tato smés
je promichdna a nasledné nanesena na kovovou desticku. Diky tomu, Ze je smés vysuSena,
dochazi ke krystalizaci vzorku v matrici. Desticka se vlozi do analyzatoru a za¢ina méfeni

(Clark et al. 2013).

Krystalky jsou ozéateny pomoci UV laserového paprsku o vlnové délce 337 nm.
Ozatovani probiha velmi kratkou dobu, protoze by dochazelo k nadmérnému zahtivani, a to by
mohlo zptsobit poSkozeni nebo degradaci vySetiovaného vzorku. Laserovy paprsek se

zamé&fuje na velmi maly bod o praméru 0,05 — 0,2 mm (Clark et al. 2013).
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Obrazek 8: Schéma identifikace bakterii metodou MALDI (Clark et al., 2013)
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Tim dochazi k interakci mezi molekulami v matrici a fotony z laseru. Diky energii
z paprsku vznika sublimace matrice i vzorku a poté nasleduje ionizace. Po ionizaci jsou

v hmotnostnim analyzatoru analyzovany proteiny vzorku.

Analyzator nam poda informace o slozeni vzorku (spektrum a pomér hmotnosti

k naboji). Uvazuje se, Ze ziskané poméry jsou jedine¢né pro kazdy druh MO.

Software tedy vygeneruje profil zkoumaného materialnu. Tento profil je porovnavan
v databazi s referen¢nimi spektry. Nasledn¢ je piitazen ke zcela stejnému nebo
nejpiibuznéjSimu profilu a tim je dokoncend identifikace daného MO.

1.00

detektor g
(pomér hmotnosti k naboji) 7 |

neutralni pole & | l

(drife) 1 A
i IR WA As,
TOF 0.00 T T T T T T T T I T T T T
513 1013 1123
/‘// \7\\ vysledny profil (graf)
3 (shoda s databazi)
L ]

laser
elektrostatické pole

akcelerace

on

bilkoviny a matrix

0000000000%
00000000000
00000@000

0000000
00000000000
0000080000=
0000000000~
0000000000~
©000000000%
0000000000~

-

\
\

00000E OO0

Obrazek 9: Schéma analyzy metodou MALDI (Clark et al., 2013)

2.4. Imunomagneticka separace
Imunomagnetické separace je dal$i moZznou metodou ke stanoveni bakteridlniho druhu
Desulfovibrio. Jedna se o vysoce efektivni metodu, ktera se pouziva pro izolaci jednoho MO

Z heterogenni bakteridlni kultury.

Separace muze byt pozitivni, kdy se na povrch magnetickych ¢astic navaze pozadovany
MO, ktery je za pomoci magnetu pienesen do Cisté zkumavky. Nebo muize jit o negativni
separaci, kdy se na Castice navazou vSechny ostatni druhy a zkoumany MO zistane ve

zkumavce.

Mezi vyhody této metody patii jednoduché pouziti ¢i nizké naroky na vybaveni. Naopak

nevyhodou je t€zka izolace komplexnich fenotypt (Tajti et al. 2021).
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Pii imunomagnetické separaci je pouZivana spousta typil magnetickych castic. Tyto
castice by meély byt paramagnetické nebo suprerparamagnetické, protoze takové Castice se

Kk sob¢& navzajem nepfitahuji.

Tabulka 6: Typy pouzivanych magnetickych castic (Cudjoe, 1999)

Castice Velikost (um) Vyrobce
Biomag 4300: silanizovany 05-15 Metachem Diagnostics Ltd,
magneticky oxid Zeleza Northampton, UK
Polystyrenové 1-2 Polysciences Ltd, Northampton,
paramagnetické UK
mikrocastice
Magnetické Castice 1-10 Scipac, Sittingbourne. UK
polyakroleinu/oxidu Zeleza
Polystyren/divinylbenzen 0,7 Sepadyn, Indianapolis, USA
Dynabeads (polystyren) 2,8 nebo 4,5 Dynal A/S, Oslo, Norsko

Metodou imunomagnetické separace se zabyval napf. Chakraborty a kolektiv, Ktefi se

zam¢fili na separaci zivotaschopnych bunék. Konkrétné na D. vulgaris.

Chakraborty s kolektivem nejprve laboratorni buiiky anaerobné kultivoval pti 30 °C.
Z téchto bunek byl ziskan povrchovy antigen O — vzorek byl centrifugovan 10 minut a poté
resuspendovan v roztoku PBS (pufrovany fyziologicky roztok). Byla ziskana suspenze
s obsahem bunék 10%/ml, ktera byla zahiivana 5 minut pro uvolnéni a degradaci bi¢ikovych

proteini.

Po pfidani vzorku k paramagnetickym ¢€asticim dochézi k tvorbé vazby mezi témito
Casticemi a bakterialni buiikou. Na ¢asticich se nachdzi specifické protilatky, namifené proti
antigennim ¢asticim dané bunky. Nésleduje inkubace a poté je vznikly komplex separovan za
pouziti magnetu. Castice jsou promyvany a nakonec zkoncentrovany. Takto jsou pfipraveny

k dalsim metodam jako jsou: mikroskopie, elektrochemiluminiscence ¢i ELISA.
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Obrazek 10: Priibeh imunomagnetické separace (Cudjoe, 1999)

Zkoumané laboratorni buniky se pii pozorovani elektronovym mikroskopem jevily jako
zakiivené tyCinky (obr. A). Po pfidani paramagnetickych kulicek se streptavidinem se bunky
nachazely pouze ptipojené k témto kulickam (obr. B) (Chakraborty et al. 2011).

A B

Obrazek 11: D. vulgaris (zakrivené tycky) a Obrazek B: Bunky D. vulgaris prichycené k paramagnetickym kulickam
pri pozorovani elektronovym mikroskopem (Chakraborty et al., 2011)

Vzorky z zivotniho prostedi byly nakonec obarveny akridinovou oranzi. Bylo mozné
pozorovat zakiiveny tvar vibrii (obr. A), coz naznacuje, Ze imunomagneticka separace byla
provedena spravné. Po pfidani paramagnetickych kuli¢ek opét vidime navazané bunky na tyto

kuli¢ky (obr. B) (Chakraborty et al. 2011).
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Obrazek 12: Vlevo: buriky D. vulgaris obarvené akridinovou oranzi, vpravo: bunky D. vulgaris obarvené akridinovou
oranzi navazané na paramagnetické kulicky pri pozorovani elektronovym mikroskopem (Chakraborty et al., 2011)
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3. Onemocnéni

Neékteré druhy rodu Desulfovibrio jsou soucasti riznych lidskych onemocnéni. Bakterie
se mohou V téle vyskytovat bez priznaku (napf. jako soucast stievni mikroflory) nebo mohou
byt spojeny s bakteriémiemi ¢i bfiSnimi infekcemi. Tyto infekce zahrnuji tieba ulcerozni

kolitidu, parodontitidu, Crohnovu nemoc nebo Parkinsonovu chorobu (Goldstein et al. 2003b)

Zanétliva onemocnéni stiev se déli na 2 typy: Crohnovu chorobu a ulcerdzni kolitidu.
U téchto nemoci nebyla zjisténa piesnad pificina. Pro 1ébu jsou pouzivana antibiotika. To
nasvédCuje tomu, ze pii¢inami by mohly byt bakterie. Mezi dominantni druhy SRB ve stfevé
patii pravé rod Desulfovibrio, ktery spoleéné¢ s dalsSimi MO vytvaii biofilmy
(napft. s Bacteroides, Escherichia, Clostridium a Pseudomonas) (Kushkevych et al. 2020).

Bakterialni biofilmy jsou spoleCenstva bakterii. Miizou obsahovat pouze jeden druh
bakterie nebo, jak jiz bylo feceno, mize to byt vice bakterialnich druhd. Rod Desulfovibrio
tvoii prevazné biofilmy s dal§imi MO. Tvorba takového biofilmu probihd ve dvou krocich:
adheze a faze zrani. Pii adhezi bakterie pfilnou k povrchu buné€k ¢i sliznic a nasledné, ve fazi

zrani, dochazi k jejich diferenciaci. Tvorba biofilmu zvySuje zavaznost onemocnéni (slozité&jsi

1é¢ba) (Srivastava et al. 2017).

Pii vyssi koncentraci desulfovibrii ve stfevech dochdzi k nadmérné produkci
sirovodiku. Tato latka je pro télo velmi toxickd, mutagenni a mize zvySovat riziko pro vznik
rakoviny. Sirovodik je také dilezitym ukazatelem nemoci, jelikoZ je detekovatelny ve stolici
pacientti. OvSem pokud dojde ke zvySeni koncentrace sirovodiku nad 6 mmol/l, zastavuje se

I mnoZeni desulfovibrii, ale jejich metabolismus je jen zpomalen (Kushkevych et al. 2020).

Ob¢ onemocnéni, Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida, maji podobné symptomy.
Patii mezi né predevsim bolest bficha spojena s prijmem, castou ptimési byva také krev. Kvuli
tomu také dochéazi ke ztrat€ na véaze. Diky tomu vSemu zaziva pacient urcity diskomfort.
Ptiznaky nejsou Uplné charakteristické, proto Casto dochazi k zanedbani 1écby ze strany

pacienta a k 1ékafi dochazi az v pokrocilych stadiich nemoci (Kushkevych et al. 2020).

3.1. Parkinsonova choroba
Jedna se o neurodegenerativni onemocnéni nervové soustavy. Pacient postupné neni
schopen ovladat ¢i kontrolovat pohyb. Postihuje vétsinou star$i 0soby. Nemoc byla popsana
v roce 1817 lékatem Jamesem Parkinsonem. Co se tyce pfic¢iny tohoto onemocnéni, jedna se

zatim stale jen o domnénky (pfesnd pfiina je nezndmd). Pri¢ina muze tkvit v genetické
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predispozici (mutace gentt), Ve vlivech z vnéjsiho prostiedi, piisobeni toxickych latek (t€kavé

latky, fedidla) ¢i ve stfevni mikroflore.

U vSech pacienti s touto chorobou byl nalezen rod Desulfovibrio, ovSem ve vyssi
koncentraci nez u zdravych lidi. Desulfovibrio produkuje sirovodik, lipopolysacharid a nékteré

druhy syntetizuji magnetit (Murros et al. 2021).

Sirovodik je diftzni plyn, je tedy rozpustngjsi nez CO2 ¢i O.. Tato vlastnost mu
umoznuje vstupovat do krevniho feCisté pifimo ze stfeva. SniZzené mnozstvi sirovodiku
ovliviiuje bunécnou signalizaci, a naopak zvySené mnozstvi zpusobuje toxicitu, dysfunkce

centralniho nervového systému (CNS) a v nejhorsim piipadé i smrt (Guo et al. 2016).

Vsechny rody také zpuisobuji agregaci a-synukleinu. Bakterie Desulfovibrio se nachazi
ve vrstvé hlenu v tlustém stfevé. Diky tomu jsou enteroexokrinni bunky, nachazejici se

Vv blizkosti tohoto hlenu, citlivé na toxické latky (Murros et al. 2021).

Konkrétné druh Desulfovibrio desulfuricans produkuje magnetit. Tato latka také
urychluje agregaci a-synukleinu, za vzniku toxickych struktur v nervovych bunkach.
Nanocastice magnetitu mohou byt absorbovany stievnimi bunikami a dostavaji se tak do

krevniho fecisté (Murros et al. 2021).

Mezi symptomy patii zacpa, kieCe, pocit unavy ¢i problémy se spanim. Poté dochazi ke
zpomaleni chiize ¢i zhorSeni mimiky. Pacienti pfestavaji citit a vnimat chut. Nemusi dochazet
hned k postizeni celého téla, z pocatku se to muze tykat pouze jedné koncetiny. Diky témto
pfiznakim mohou mit pacienti problémy v bézném zivot¢ — neobratnost, problém
s komunikaci, nebo mohou pusobit az zvlastnim dojmem, ale piesto mohou byt velmi

inteligentni (DeMaagd a Philip 2015).

3.2. Ulcerozni kolitida
Jedna se o zanéty a viedy v tlustém stievé. VEtsinou jsou poskozeny epitelialni bunky
nebo jsou zde pritomny abscesy krypt a akumulace neutrofilti. Pfi¢ina této nemoci je neznama,

pravdépodobné souvisi s abnormalni stievni mikroflorou (napt. vyssi hladina desulfovibrii)

(Watanabe et al. 2007).

Uvazuje se, ze moznou pfi¢inou mize byt porucha imunitniho systému (déale IS) —
imunita utoc¢i na bakterii a napada i buiiky traviciho traktu. U tohoto onemocnéni by mohla hrat
roli 1 dédi¢nost. Mezi piiznaky ulcerdzni kolitidy patii prijem (s krvi) s tim spojena rektalni

bolest, krvaceni z kone¢niku, ibytek na vaze, inava horecka, atd. (Yu a Rodriguez 2017).
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3.3. Crohnova nemoc
Mezi zanétlivé stievni onemocnéni patii nejen ulcerdzni kolitida, ale také Crohnova
choroba. Jedna se o chronické zanétlivé onemocnéni stiev. U pacientii se nalézaji skupinové

1éze ¢i zanét. Tato nemoc postihuje cely GIT od ust po konecnik (mtize postihnout jen néjakou

cast) (Feuerstein a Cheifetz 2017) .

Ptiznaky jsou obdobné jako u ulcerdzni kolitidy. Jednd se o prijem (muize byt misen
s krvi), bolesti bficha, zvraceni a nevolnost. Disledkem muze byt ubytek svalové hmoty.
Nekteti pacienti udavaji bolest hlavy spojenou se zvySenou teplotou nebo zimnici (Feuerstein
a Cheifetz 2017).

Ptredpoklada se, ze na vniku zanétlivych procesii se podili autoimunita. Pfiznaky
humoralni autoimunity je mozné vySetfit pomoci neptimé fluorescence (Roggenbuck et al.
2013).

Nedavno byl objeven glykoprotein 2 jakozto hlavni autoantigen. Jeho exprese byla
prokdzana v misté stfevniho zancétu. U glykoproteinu 2 bylo také prokdzano, ze se jedna
0 specificky receptor stfevnich bunék — Peyerovy platy. Pravé tyto stievni bunky byly
vyhodnoceny jako ptvodni misto zanétu Crohnovy choroby. Glykoprotein 2 plni funkci

specifického markeru tohoto onemocnéni (Roggenbuck et al. 2013).

Aby bylo onemocnéni detekovano, podstupuji pacienti endoskopické a radiologické
vysetfeni (Feuerstein a Cheifetz 2017). Posledni dobou se pro diagnostiku osvédcila také
magneticka rezonance pro zhodnoceni postizeni tenkého stfeva, nebot’ endoskopie je zde Spatné
pristupna. Magnetickd rezonance poskytuje kontrastni snimky, diky kterym Iékat velice

podrobné vidi strukturu stfevni stény a dokaze rozeznat zanét (Westerland a Griffin 2016) .

Na zakladé téchto vysledk je pacientim diagnostikovana Crohnova choroba a mize
byt zahajena 1é¢ba (Feuerstein a Cheifetz 2017). Nemocnym jsou nasazena farmaceutika. Léky
jsou vybirany podle zavaznosti onemocnéni a také dle zakladniho fenotypu. U vétSiny pacient
1é¢ba neni moc ucinna a musi podstoupit chirurgicky zédkrok. Bohuzel i po operaci je mozna

recidiva onemocnéni, a proto je dulezita i pooperacni terapie (Feuerstein a Cheifetz 2017).

3.4. Jaterni absces

Jaterni absces je vlastné ohrani¢eny hnis v jatrech. Mlze se vytvorit dvéma zpusoby,
bud’ to z poranéni nebo kvili intraabdomindlnim infekcim, které se §itfi ptes portalni obch

(Akhondi a Sabih 2022).
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Mezi nejcastéjsi bakterie zpisobujici jaterni absces patii E. coli, Klebsiella,
Streptococcus ¢i Staphylococcus. Samoziejmé i anaerobni rod Desulfovibrio mtize byt pti¢inou.
Problémem je, Ze u tohoto druhu neni jednoducha identifikace a 1ékat by mél s touto moznosti

pocitat. Pfi neléeném abscesu muiZe dojit k jeho prasknuti, a to zpiisobi peritonitidu a Sok.
(Akhondi a Sabih 2022).

Mezi jeden z prvnich piipadl jaterniho abscesu zptisobeného bakterii Desulfovibrio
desulfuricans popsal Koyano s kolektivem. Jednalo se o star§iho muze, které¢ho tizila horecka
a pocit pretazeného bticha. Byly mu provedeny laboratorni testy, které ukédzaly leukocytozu,
zvyseni C-reaktivniho proteinu (CRP), gama-glutamyltransferazy a alkalické¢ fosfatazy.

Hladina bilirubinu byla v normalu, takze nic nenasvéd¢ovalo poruse jater (Zloutenka).

Pacient byl poslan na poc¢itatovou tomografii (CT) bficha, ktera odhalila kontrastni 1éze
Vv jatrech. Z toho diivodu byly odebrany 4 hemokultury. Po kultivaci byl prokdzan rist
v anaerobnich lahvi¢kach. Po provedeni Grammova barveni byly viditelné gramnegativni

spiralovité bakterie (Koyano et al. 2015).

Obrazek 13: CT sken (Sipka zndzornuje kontrastni léze v jatrech) (Koyano et al., 2015)
Dalsi piipad byl popsan Yamazakim a kolektivem. Star$i Zena, kterd mésic trpéla
teplotou a nasledné doslo k poruse védomi. Po provedeni laboratornich testti bylo prokazano

pouze zvysené CRP, coz nasvédCovalo probihajici bakterialni infekei.

Ultrasonograficky byl zjistén absces v zadnim segmentu pravého jaterniho laloku
(cca 40 x 47 mm). Diky CT byla heterogenni oblast zvyraznéna kontrastem (viz obrazek). Byla
provedena punkce tekutiny a z ni pfipraven preparat pro Grammovo barveni. Opét se jednalo
0 gramnegativni spiralovité bakterie. Nasledné se provedly dalsi identifikacni testy, u kterych

se prokazala produkce sirovodiku a pozitivita na desulfoviridin (Yamazaki et al. 2018).
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Obrazek 14: CT se zvysenym kontrastem, Sipka zndzornuje jaterni absces (Yamazaki et al., 2018)

Obrazek 15: Gramnegativni spirdlovité bakterie v tekutiné z abscesu (Yamazaki et al., 2018)

Zde je tabulka pro porovnani obou vySe zminénych ptipadid jaterniho abscesu

zpisobeného bakterialnim druhem Desulfovibrio desulfuricans (Yamazaki et al. 2018).

Tabulka 7: Porovndni dvou pripadii jaterniho abscesu zpiisobeného rodem Desulfovibrio (Yamazaki et al., 2018)

1. piipad (Koyano et al. 2015)

2. pripad (Yamazaki et al. 2018)

Pohlavi

muz

zena

Vék

82

73

Klinické priznaky

teplota, roztazeni biicha

teplota, porucha védomi

Umisténi abscesu

zadni segment pravého laloku

zadni segment pravého laloku

Terapie

cemfemetazol,
piperacilin/tazobaktam,

amoxicilin/kys. klavulanova

drendz, meropenem,
cefoperazon/sulbaktam,
ampicilin/sulbaktam

Soubézna infekce

4 r

zadna

E. coli

Doba trvani

2 tydny

6 tydnti
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4. Testovani citlivosti na antibiotika

K 1é¢bé onemocnéni zpusobenych bakteriemi se pouzivaji antimikrobialni latky. Aby
byla 1é¢ba G¢inna, musi byt zvoleno vhodné antibiotikum, které patogenni bakterie zneskodni.
Nastésti jsou vyvinuty metody, které dokazou urcit, jaky druh antimikrobialni latky a v jaké
koncentraci je vhodné pouzit. Mé&fi se tedy minimalni koncentrace antibiotik (MIC), ktera
inhibuje rist MO. Na zaklad€ téchto vysledkl je mozné zahdjit vhodnou 1écbu, ktera bude

efektivni.

4.1. Diskova difiizni metoda
Pii diskové metodé je nutné si pfipravit bakterialni inokulum — 0,5 dle stupnice
McFarlanda. Poté je inokulum pieneseno na agarovou plotnu a na ni se rozmisti papirové disky
napusténé antimikrobialni latkou o zndmé koncentraci. Po inkubaci se méfi primér vzniklych
inhibi¢nich z6n a podle velikosti téchto zon se hodnoti, zda je sledovana bakterie rezistentni

nebo citliva na danou antimikrobialni latku, podle vyhodnocovacich tabulek (Andrews 2001).

4.2. Dilu¢ni metoda
Stanoveni MIC je také mozné pomoci dilu¢niho testu zkumavkovou metodou. Objemy
bujond ve zkumavkach pro testovani kazdé koncentrace antibiotika mély byt alespont 1 ml.
Vytvofii se zdsobni roztok a ten je zfedén na pozadovanou koncentraci. Do pfipravenych roztokl
s antimikrobidlni latkou je naockovana bakteridlni suspenze, ktera musi odpovidat hodnoté 0,5
McFarlandovy stupnice. Po 24hodinové inkubaci se odec¢itd MIC jako minimalni koncentrace

zcela inhibujici rust dané bakterie (Kowalska-Krochmal a Dudek-Wicher 2021).

Pro snadnéjSi vyhodnocovani se pouziva fluorescencni barvivo resazurin. Aktivni
bakterie redukuji modry resazurin na rizovy resorufin (Kowalska-Krochmal a Dudek-Wicher
2021).

Dalsi moznosti provedeni dilu¢ni metody je pouziti mikrotitracni desti¢ky. Do jamek
mikrotitracni desticky je davkovan roztok antibiotik, ktery je postupné natedén napt. dvojkovou
fadou, bujonem Miiller-Hinton. Vysetfuje se tedy koncentrace u jednoho ¢i vice druht
antimikrobialnich latek. Po piidani inokula je mikrotitra¢ni desti¢ka inkubovana. V nékterych
jamkach dojde k zakalu, coz znamena, ze je bakterie vici této koncentraci rezistentni. Uréuje

v

se tedy jamka s nejnizsi koncentraci, kde nedojde k vytvoreni zakalu (Schindler 2010).
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4.3. E-test

Dalsi moznosti na vySetieni citlivosti bakterii k antibiotikiim je tzv. E-test. Na plotnu
S husté naockovanym kmenem bakterii se poklada prouzek papiru napustény antimikrobialni
latkou (prouzek je rozdélen na rizné koncentrace). Po inkubaci vzniké zoéna citlivosti, ve tvaru

kapky. Minimalni G¢innad koncentrace antibiotika se odeéitd v misté hrotu kapky (Schindler
2010).

a kolektiv rozhodli pouzit metodu nalévani na DA (desulfovibrio agar). Tento agar obsahuje:
polypepton, 15 g sdjového peptonu; 7,5 g hovéziho extraktu; 7,5 g L-cysteinu HCL;
0,75 g citratu Zelezitoamonného; 0,75 g dextranu siranu sodné¢ho a 10 g agarového prasku.

Hodnota pH by méla byt 7,0 (Nakao et al. 2009).

U metody nalévani se postupuje tak, Ze se smicha 100 pl bakteridlni suspenze (stupen
zakalu dle stupnice McFarlanda by mél byt 1) a 20 ml DA (udrZzovano na 50 °C). Takto
smichand suspenze s agarem se naléva do Petriho misky a na povrch se polozi prouzek
napustény antimikrobialni latkou. Nasleduje anaerobni inkubace po dobu 48 hodin. Na misce
se vytvoii prihledna inhibi¢ni zona a kolem ni zona zfernalého média, diky produkci H2S

(Nakao et al. 2009).
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Jak jiZ je popsano vySe, zona minimalni inhibi¢ni koncentrace se odecita v misté stfetu

hrotu kapky se stupnici na prouzku E-testu.

zkratka antibiotik

Zo6na inhibice
zona bakteridlniho rustu
MIC (ng/ml)

prouzek E-testu

Obrdazek 17: Ukdzka odecitani MIC (minimdlni inhibicni koncentrace) (autor, 2022)

4.4, Vysledky antimikrobialniho testovani rodu Desulfovibrio
Pii testovani byla vétSina druhd rodu Desulfovibrio citliva k antibiotiku metronidazolu,

imipenemu a chloramfenikolu, ale rezistentni k penicilinu G ¢i cefoxitinu (Lozniewski et al.
2001).

D. fairfieldensis jako jediny vykazoval rezistenci k fluorochinolonim. (Nakao et al.
2009) Je to také jeden z nejrezistentnéj$ich druhti, coz naznacuje, Ze by se mohlo jednat

0 nejvetsi patogen tohoto rodu. A naopak D. vulgaris je nejcitlivejsi (Warren et al. 2005b).

Co se ty€e noveé popsaného druhu D. diazotrophicus, ten je odolny vici streptomycinu
(Sayavedra et al. 2021).

Na zaklad¢é nékolika studii a klinické praxe bylo prokazano, ze nejvhodnéjsi druh
antibiotik pro 1é¢bu onemocnéni zplisobeného bakterialnim rodem Desulfovibrio je tedy

metronidazol a imipen (Lozniewski et al. 2001).
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ZAVER
U bakterii rodu Desulfovibrio nebylo zjisténo, Ze by samy zpisobovaly onemocnéni, ale
mohou byt jeho soucasti a ptivodit ptipadné komplikace. Proto je n¢kdy lepsi provést vice testa

pro identifikaci vSech patogend.

V bakalaiské praci je popsan tento rod podrobnéji 1 s konkrétnimi zastupci. Uveden je
také novy druh Desulfovibrio diazotrophicus, ktery na rozdil od ostatnich pro télo piinosny.
D. diazotrophicus dokaze fixovat dusik v téle a pfeménuje ho na amoniak, ptipadné¢ mocovinu

a ta je odvedena moci z téla.

Prace se z velké €asti vénuje metoddm kultivace, kde poskytuje informace o médiich,
ktera Ize pro kultivaci pouzit. Zarovein jsou popsany moznosti identifikace od biochemickych
testll (katalazovy test, indol atd.) az po pfesnéj$i metody, které se v soucasnosti pouzivaji jako

je MALDI, PCR nebo imunomagneticka separace.

Zavér obsahuje informace o jednotlivych chorobéch spojenych s vyskytem desulfovibrii
ve zvySené koncentraci. Jsou zde také uvedeny metody testovani citlivosti na antibiotika, které
slouzi hlavné k tomu, aby bylo zjisténo, jaké antibiotikum a v jaké koncentraci je nutno pouzit

pro l1écbu.
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