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ANOTACE

Tato bakalarska prace byla vénovana nejcastéjSim anaerobnim bakteriim vyskytujicim
se vV ranach a jejich moznou tvorbou biofilmu. Dale byla v bakalarské praci objasnéna jejich

mozna citlivost na antibiotika, detekce a identifikace.
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SUMMARY

This bachelor thesis is about the most frequent anaerobic bacteria which we can find
in the wound and a possibility of the production of the biofilm there. Another part of this
thesis is consist of the sensitivity to antibiotics, detection and identification of the bacteria

in the wound.
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UvVoD

Anaerobni mikroorganismy patii mezi béznou soucast mikrobialni flory clovéka i zvirat.
Problém nastava pii poruSeni kozni nebo slizni¢ni bariéry, kdy se bakterie dostavaji do rany
a mohou Vv anaerobnim prostiedi vyvolat hnisavy nekrotizujici zanét. Tyto mikroorganismy
jsou nejcastéji endogenniho piivodu a dostavaji se do rany pti zhmozdéni ischemické tkané,
cizimi télesy nebo pii nekrézach. U téchto mikrobl je patogenita rliznd. Muze se jednat

0 neskodné komenzaly ¢i velmi nebezpecné a zivot ohrozujici druhy.

Mezi dal$i komplikace, souvisejici s anaecrobnimi mikroorganismy, fadime tvorbu biofilmu
ve vzniklé rané. Biofilm u patogennich a oportunné patogennich mikroorganismi je jeden
Z nejvétSich problémi zejména v 1ékarstvi. Tyto biofilmy jsou spojené s vysokou rezistenci
u vznikajicich chronickych a obtizn¢ 1é¢itelnych infekci.

V bakalaiské praci se budu zabyvat nejcastéjSim infekcim zplsobenym anaerobnimi
mikroorganismy, jejich detekci a identifikaci, ktera je zalozena na metodach kultivace
mikroorganismill a provedeni biochemickych testii. Dale jsou vyuZzivany modernéjsi, rychlejsi
a citlivéjsi metody jako napf. PCR ¢i ELISA metoda. Ve vytizengjSich laboratofich poté
nalézame druhovou identifikaci mikroorganismt pomoci hmotnostni spektrometric MALDI —
TOF MS. U kazdého mikroorganismu je také uvedena citlivost na antibiotika, kterd souvisi
s jeho identifikaci a 1é¢bou. Indikovani vhodné a u¢inné 1é¢by antibiotiky je stézovano noveé
vznikajici rezistenci u mikroorganismil. Proto jsou vyvijeny nové metody lé€by a nova

slozeni ATB.
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1 Anaerobni bakterie

Anaerobni bakterie nachdzime stejné jako bakterie aerobni vSude kolem nas. Nékteré
jsou dulezitou soucasti lidské mikroflory, jiné zase hraji roli ve fyziologii hostitele.
Jako spole¢né znaky pro vSechny anaerobni mikroorganismy oznacujeme nizké hodnoty
oxidacné-redukcniho potencidlu, nepfitomnost enzymua oxidativniho metabolismu (kataldzy,
peroxidazy a superoxid — dismutdzy). Anaerobni bakterie také uvolnuji zapachajici produkty
do svého okoli (Csolleyova a kol., 2017).

1.1 Charakteristika anaerobnich bakterii

Anaeroby lze ftadit do skupiny rGznorodych mikroorganismti, kterd zahrnuje
grampozitivni 1 gramnegativni bakterie rizného tvaru. Anaerobni mikroorganismy délime
na sporulujici a nesporulujici.

Do skupiny nesporulujicich gramnegativnich anaerobti fadime rody Bacteroides,
Prevotella, Porphyromonas a Fusobacterium, které zptsobuji vice nez 43 % vSech
anaerobnich infekci. Zatimco grampozitivni anaerobni ty¢inky, kam patii rod Actinomyces,
jsou soucasti bézné slizni¢ni nebo kozni mikroflory a izolujeme je pii smiSenych anaerobnich
infekcei (Csolleyova a kol., 2017).

Sporulujici anaerobni mikroorganismy tvofi spory, které jsou velice odolné proti
nepfiznivym podminkdm. Radime sem rod Clostridium spp. Tyto mikroorganismy
se vyskytuji hlavné v pidé, prachu a ve stievnim traktu. Mezi piiCiny, pro které je typicky
vznik infekce, spadaji urazy po dopravnich nehodach nebo urazy v zemédé€lstvi. Mohou
se vyskytovat 1 jako endogenni infekce pii operacich traviciho traktu (Csolleyova a kol.,
2017).

Patogenni anaerobni mikroorganismy potiebuji vytvofit anaerobni mikroprostfedi nebo
byt schopny tolerovat expozici kysliku. V prvnim ptipad¢é dokazi bakterie vytvofit anaerobni
mikroprostiedi aktivitou faktora virulence jako je endotoxin, hemolyzin nebo agregaéni faktor
trombocytli. Mezi dal$i moznosti vytvofeni anaerobniho mikroprostiedi fadime souziti
s aerobnimi nebo fakultativné aerobnimi bakteriemi, které kyslik zkonzumuji. Kyslikova
tolerance umoziuje anaeroblim pfeZit v infikovanych tkanich, dokud nejsou podminky
vhodné pro jejich mnoZeni a invazi. Procesy, mezi které patii adherence, kolonizace, invaze
a destrukce tkan€, byvaji usnadnovany bakteridlnimi strukturami, jako jsou pily, aglutininy,
adheziny, lipopolysacharidy (LPS) a proteiny vn&j§i membrany (exotoxiny, enterotoxiny
a hemolyzin). Podileji se i extracelularni enzymy, jako je neuraminidaza, proteazy, DNAazy

alipazy. Degradaci tkan¢ zpusobuje hostitelskd imunitni odpovéd’ a zanét, které jsou
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vyvolany specifickymi bakteridlnimi produkty uvoliiujicimi Siroké spektrum inflamatornich
cytokint, chemokinti a dalSich mediatorii. Zanétlivy a cytotoxicky ucinek maji produkty
fermentace (kyselina mlécna a kyselina maselnd), které¢ vytvareji charakteristicky zapach

anaerobni infekce (Gyles, 2010).

1.2 Gramnegativni anaerobni ty¢inky a vlikna

Vétsina téchto mikroorganismii je soucasti bézné mikroflory lidského téla, hlavné
mocové trubice, nosohltanu, vaginy ¢inizSich etazi zazivaciho traktu. N&které z nich
se prilezitostné vyskytuji jako ptivodci endogenni infekce, a to obvykle ve smési s jinymi
anaerobnimi nebo i acrobnimi mikroorganismy. Netvoii spory (Votava a kol., 2003).
1.2.1 Rod Fusobacterium
1.2.1.1 Mikrobiologicka charakteristika rodu Fusobacterium

Rod Fusobacterium fadime do ¢eledi Fusobacteriaceae (NCBI, Taxonomy Browser,
[b.r.]). Do tohoto rodu spada velky pocet druhti. Bakterie rodu Fusobacterium jsou velice
polymorfni a ¢asto mivaji podobu vlakna. Tato vlakna byvaji uprostied zdufela a maji Spicaté
konce. Hlavni produkt metabolismu je kyselina maselna. Bakterie rodu Fusobacterium lze
najit v hornich dychacich cestach, gastrointestindlnim traktu nebo ve vaginé jako soucdst

beézné mikroflory (Votava a kol., 2003).

1.2.1.2 Patogenita a virulence rodu Fusobacterium

Mezi nejcast&jsi puvodce infekce, které se mohou vyskytovat u lidi a zpusobovat
vazné komplikace, fadime F. nucleatum a F. necrophorum (Roberts, 2000).

Bakterie rodu F. nucleatum vyuzivaji k tvorbé energie katabolismus aminokyselin
a nékteré kmeny dokonce vyzaduji ristoveé peptidy. Glukdza pro né neni tolik potiebna, jako
byva pozorovano u jinych mikroorganismi. Hlavnim produktem je kyselina maselna, kterou
nachdzime u metabolismu peptonu ¢i sacharidd. Inhibici proliferace lidskych gingivalnich
fibroblastii zpisobuje butyrat. Ten také pronika do gingivalniho epitelu a mlze byt
ve zvysené mife v periodontalnim plaku. Jako dalsi faktor mizeme uvést proteazy, které
se podileji na destrukci periodontu aktivaci lidskych prokolagendz. Cytokiny rozpousti
nemineralizované pojivové tkang. Casnd imunitni dysfunkce piispiva ke zvysené nachylnosti
periodontalniho onemocnéni. Pro bakterie je velice dilezitd 1 adherence neboli ptilnavost
bunék, ktera je nezbytna pii kolonizaci a vzniku infekce. Adheziny, obsahujici lektiny
a proteiny vnéj$i membrany, jsou na povrchu bakteridlni bunky a rozpoznavaji komplexni
polysacharidy jinych bakterii. Lipopolysacharidy maji schopnost adherence k lidskym zubtm,

ale také na polymorfni neutrofily, kde vyvolavaji uvoliiovani reaktivnich forem kysliku.
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V periodontalni kapse ziji v symbioze s P. gingivalis a vzajemné se zasobuji esencialnimi
metabolity (Roberts, 2000).

F. necrophorum je dalsi mikroorganismus zpusobujici infekce. Délime jej
do poddruhtt F. necrophorum a F. fundliforme. Tyto poddruhy jsou také oznaCovany jako
biovar A a biovar B. Biovar A zpusobuje zavazna onemocnéni u skotu, zatimco biovar B je
hlavni patogen ¢lovéka. Pri testovani virulence obou biovart byla prokdzana vyssi virulence
ubiovaru A (Brazier, 2006). Faktory virulence tvoti leukotoxin, endotoxicky
lipopolysacharid, hemolyzin, hemaglutininy, adheziny nebo pily, faktor agregace desticek,
dermonekroticky  faktor, spousty extraceluldrnich enzyma zahrnujicich protedzy
a deoxyribonukleazy. Vsechny tyto faktory potiebuje mikroorganismus k adhezi, vstupu

do hostitele, kolonizaci a proliferaci uvniti hostitele (Nagaraja et al., 2005).

1.2.1.3 Detekce rodu Fusobacterium

Jelikoz jsou vSechny druhy rodu Fusobacterium spp. anaerobni, je jejich detekce
na 16S ribozomalni DNA (rDNA). Tento druh DNA je specificky pro fusobakterie a jeho
vyhodou je flexibilita pro detekci a naslednou identifikaci druhti v tomto rodu prostiednictvim
pozitivnich PCR amplikont. Analyza umoznila identifikaci dvou primerovych oblasti na genu
lokusu 16S rDNA, ktery mél 100% homologii se v§emi druhy rodu Fusobacterium spp.,
ale ¢aste¢na shoda byla i u jinych rodu. Proto byla detekce fusobakterii zesilena pomoci paru
primert FUSO1 a FUSO2. Nasledn¢ byla prokazana schopnost tohoto rodu produkovat PCR
amplikony o pfedpokladané velikosti. Tento genospecificky test je jednoduchy a Ize ho pouzit

pro detekci rodu Fusobacterium spp. z klinickych vzorkt (Nagano et al., 2007).

1.2.1.4 Identifikace rodu Fusobacterium

Identifikace F. necrophorum je zalozena na morfologii kolonii, zapachu kyseliny
maselné jako charakteristického produktu, nazelenalé fluorescenci kolonii pod UV zafenim
a charakteristické gramnegativni pleomorfni morfologii pod mikroskopem. Dale byla
pozorovana B-hemolyza na krevnim agaru s 5 % konské krve. Identifikace byla doplnéna
o test citlivosti na kanamycin a metronidazol, rezistenci na vankomycin a nachylnost
k polymyxinu B (Jensen et al., 2007).

Identifikace F. nucleatum je podobna. Jsou to gramnegativni pleomorfni tyc¢inky.
Vzorky se prevadi na selektivni Fusobacterium agar (FSA) a Fastidious anaerobic agar
(FAA), ktery obsahuje hemin, vitamin Ka 5 % ov¢ich erytrocytt. Inkubace trva 7 dni
pti 37°C v anaerobnim prostredi obsahujicim 90 % N2 a 10 % CO.. Nakonec se d¢laji testy
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citlivosti na kolistin, kanamycin a vankomycin, pro které se pouziva Brucella agar s krvi.
Po 7 dnech inkubace v anaerobnim prostiedi se odecitaji zony inhibice. Dale lze k identifikaci
pouzit PCR test (Nwaokorie et al., 2011).

1.2.1.5 Citlivost na ATB rodu Fusobacterium

Na prokazani citlivosti rodu Fusobacterium spp. jsou pouzity vzorky od pacientti
s dentoalveolarnimi infekcemi. Ne&které izolaty Fusobacterium byly identifikovany jako
Fusobacterium nucleatum a nékteré jako Fusobacterium necrophorum. VétSina bakterii
vykazuje zvysenou citlivost na amoxicillin, jelikoz nejsou ptitomny zadné druhy produkujici
B - laktamazu. Fusobakterie také vykazuji citlivost na cefalosporinova ¢inidla, minocyklin,
klindamycin a metronidazol. Citlivost na cefaclor a cefuroxim neni tak vysoka. Erythromycin
a azitrhomycin prokazuji snizenou mikrobialni aktivitu a zvySend MIC se projevuje

u telithromycinu (Kuriyama et al., 2007).

1.2.1.6 Tvorba biofilmu rodu Fusobacterium

Mezi faktory hrajici dillezitou roli pfi tvorbé biofilmu patii pocatecni adheze,
koagregace a koadheze, komunikace a riist pfipojenych bunck. Prvni tkol, ktery musi bakterie
spinit, je jejich adsorpce na sliznici se slinami, které obsahuji mnoho bilkovin hostitele,
hlavné glykoproteiny. VétSina bakterii neni schopna Zit ve slindch, které jsou jejich jediny
zdroj vyzivy. V tomto prostiedi dochazi k interakcim mezi riznymi druhy bakterii a nastava
komenzalni vztah (Periasamy et al., 2009).

U rodu Fusobacterium pozorujeme metabolickou spolupraci s dal§imi
mikroorganismy jako napi. Veillonella ¢i Aggregatibacter. Tato spoluprace dava vzniku
multidruhovych biofilmi. Rod Veillonella neni schopen katabolizovat cukry, ale je zavisly
na organickych kyselinach produkovanych jinymi mikroorganismy. Fusobacterium
nucleatum produkuje kyselinu octovou, propionovou, maselnou a mlécnou. AgQ.
actinomycetemcomitans vyuziva kyselinu mlé¢nou jako vysoce energeticky zdroj uhliku.

Tyto mikroorganismy tedy maji potencial metabolicky spolupracovat (Periasamy et al., 2009).

1.2.2 Rod Bacteroides
1.2.2.1 Mikrobiologicka charakteristika rodu Bacteroides

Bakterie rodu Bacteroides tadime do celedi Bacteroidaceae (NCBI, Taxonomy
Browser, [b.r.]). Jsou to striktné anaerobni, gramnegativni bakterie, které maji tvar ty¢inek,
vlaken 1 kulatych télisek. Obvykle byvaji opouzdiené. Tento rod, ale i rody jemu piibuzné,

se nachazi na sliznici hornich cest dychacich, traviciho traktu nebo vaginy. U rodu
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Bacteroides rozeznavame nékolik druht, které fadime do skupin. Druhy, které patii
do skupiny Bacteroides fragilis, vétSinou byvaji izolovany z infekéniho materialu z dutiny
bfisni a Zzenského genitalu. Bacteroides melaninogenicus tvofici druhou skupinu izolujeme
Z hornich cest dychacich a endogennich infekci dolniho dychaciho traktu. Druhd skupina
se nov¢ fadi do samostatného rodu Prevotella. V ramci skupiny bakteroidd mizeme uvést

I rod Porphyromonas, ktery se ucastni chronické parodontitidy (How et al., 2016).

1.2.2.2 Patogenita a virulence rodu Bacteroides

B. fragilis patii mezi mikroorganismy osidlujici tlusté stievo. | kdyz je zastoupeni toho
mikroba pouze 5 %, spada mezi nejcastéji izolované anaerobni patogeny, ¢aste¢né kvuli jeho
silnym virulentnim faktorim. Faktory virulence délime na faktory potitebné k adhezi tkang,
faktory dulezité k ochrané pied hostitelskou imunitni odpovédi a faktory pouzivané
k poskozeni ¢i zniCeni tkané. Bakteroidy mohou mit vSechny tyto vlastnosti. Fimbrie
a aglutininy pouzivaji k adhezi, coz vede k jejich prostupu do tkané. Polysacharidové
pouzdro, LPS a rizné enzymy chrani mikroba pied hostitelskou imunitni odpovédi. Pouzdro
je zodpovédné za tvorbu abscest a histolytické enzymy zprostiedkovavaji destrukei tkané.
U nékterych druht B. fragilis také nachazime enterotoxin, ktery muze poskodit spojeni
V intestinalnim epitelu a vyvolat prajmy (Wexler, 2007).

Infekce spojené s B. fragilis byvaji polymikrobialni. Pokud je infekce nelééend, mira
umrtnosti pacienta muze byt az 60 %. Nejbéznéjsi infekce zpusobené bakteroidy jsou infekce
biisni. Pfi naruSeni stfevni stény, prasknuti divertiklu (vychlipka stény travici trubice) nebo
jinych perforaci tkané€ infiltruji clenové béZné mikroflory sterilni peritonealni dutinu.
Vysledné infekce poté odrazeji sloZeni stfevni mikroflory. Pfi akutni fazi nastupuji aerobni
mikroorganismy, které vytvateji pfedbéznou destrukci tkan€. Po odstranéni kysliku pfichazi
na fadu bakteroidy, které se v idedlnim prostfedi zacnou replikovat a akutni faze prechézi
do chronické (Wexler, 2007). B. fragilis nepatii k ptirozené mikroflote vaginy. V jeho
pfitomnosti vznikaji panevni infekce, ktera jsou charakteristické tvorbou abscesti ve zldzach
na strané¢ vaginalniho otvoru a na vajecnicich. Déale nachazime bakteroidy v infekcich kiize
amé&kkych tkani, které jsou opét polymikrobialni. Uginky anaerobnich mikroorganisma
na endokarditidu nejsou obvyklé. Kdyz je tomu naopak, infekce mize mit vazné dasledky

(Wexler, 2007).

1.2.2.3 Detekce rodu Bacteroides
Enterotoxin produkovany B. fragilis indikuje odpovéd’ v ligovanych intestinalnich

smyckach a cytotoxickou odpoveéd’ v bunkach HT-29 (typ bunécné linie rakoviny tlustého
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stfeva). Detekce a identifikace enterotoxikogenniho B. fragilis se provadi kultivaci vzorkt
stolice na selektivni médium a analyzou supernatantu B. fragilis na enterotoxinovou aktivitu.
Pro detekci rodu Bacteoides, ktera je zalozena na identifikaci genu kodujiciho zinkovou

metaloprotedzu, se vyuziva PCR technika (Shetab et al., 1998).

1.2.2.4 Identifikace rodu Bacteroides

Bacteroides spp. rostou oproti jinym anaerobnim mikroorganismim rychleji a jejich
rist na selektivnim agaru je odliSny. Pro kultivaci bakteroidii se pouZzivéa selektivni agar
seskulinem a Zzlu¢i. Rod Bacteroides hydrolyzuje eskulin na eskuletin a vznikd hnédé
zabarveni. B. fragilis je rezistentni na kanamycin, vankomycin a kolistin. Zlu¢ se do média
pfidavd pro stimulaci ristu, zatimco na ostatni mikroorganismy pusobi inhibi¢né
(Wexler, 2007).

K identifikaci lze také vyuzit metodu PCR. Jako rychly nastroj pro detekci rodu
Bacteroides vyuziva primery specifické pro skupinu genu B-izopropylmalatové
dehydrogenazy leuB (Wexler, 2007).

Y2 NLEL

Obrazek 1 Vzhled Bacteroides fragilis. Kultivace na krevnim agaru s vankomycinem
a kanamycinem (vlevo) a agar se zlu¢i a eskulinem, tvz. Bacteroides Bile Esculin Agar (vpravo).
Zhnédnuti média je zptisobeno hydrolyzou eskulinu (Atlas of Anaerobes, 2016).

21



1.2.2.5 Citlivost na ATB rodu Bacteroides

U rodu Bacteroides rozdélujeme dvé skupiny ATB, na néZ se provadi citlivost. Prvni
skupina, kterd je testovana na metronidazol, chloramfenikol imipenem a meropenen,
zaznamenava 99% ucinnost. Izolaty rezistentni viici témto ATB byly hlaSeny ojedinéle.
Druhou skupinu = ATB tvoii ticarcillin/kyselina  klavulanova, piperacillin/tazobaktam
a ampicilin/sulbaktam. Tato skupina cinidel je U¢inna proti vétsin€ (95 az 99 %) izolatu
B. fragilis a zahrnuje kombinaci inhibitord — laktamu / B — laktamazy. Mnoho kmeni
produkuje B — laktamazy schopné hydrolyzy B-laktami, avSak po piidani inhibitord B —
laktamazy se zvysi aktivita B-laktamd. Mezi G¢inna Cinidla patii klindamycin a nékteré
cefalosporiny, jako je cefoxitin, cefotetan, ceftizoxim a cefmetazol. Velmi $patnou aktivitu
maji proti vétSin€ anaerobnich bakterii monobaktam, aminoglykosidy a chinolony. Zaradit

sem lze i penicilin, ktery je malo G¢inny proti témto mikrobam (Falagas et al., 2000).

1.2.3 Rod Prevotella
1.2.3.1 Mikrobiologicka charakteristika rodu Prevotella

Zastupce rodu Prevotella fadime do celedi Prevotellaceae (NCBI, Taxonomy
Browser, [b.r.]). Dfive se tento rod oznacoval jako druha skupina rodu Bacteroides. Tyto
mikroorganismy jsou izolovany z hornich cest dychacich a endogennich infekci dolniho
dychaciho traktu (Bednaf a kol., 1996). Maji schopnost fermentace glukézy i dalSich cukri
a pozorujeme u nich vyrazny cerny pigment bez fluorescencnich vlastnosti. Nejvyznamnéjsi
je Prevotella intermedia. Pfi osidleni hornich cest dychacich dochazi k anginam
¢i sinusitidam. Klinicky obraz svéd¢i pro bakteridlni pivod, avSak bézna aerobni kultivace

byva negativni, nebot’ se na tyto mikroby nepomysli (Votava a kol., 2003).

1.2.3.2 Patogenita a virulence rodu Prevotella

Bakterie rodu Prevotella jsou ¢asto izolovany z polymikrobialnich peroralnich infekei.
Cerné pigmentujici Prevotella intermedia se nachazi u zdravych jedincti, ale mize byt
spojena s gingivitidou v téhotenstvi, akutni ulcerézni nekrotizujici  gingivitidou
a periodontalnimi 1ézemi u pacientd s HIV. P. intermedia byla rozd¢lena na P. intermedia
aP. nigrescens dle né¢kolika sérologickych, biochemickych a genotypickych variant.
Po provedeni této taxonomické zmény urcili néktefi vyzkumnici P. intermedia jako bakterii
vyskytujici se U nemocnych pacientti a P. nigrescens jako bakterii nachazejici se v bézné ustni
mikroflofe. Podle nékterych vyzkumii se uvadi, ze tyto bakterie maji urcité soucasti

bunééného povrchu, které umoziuji adhezi k epitelidlnim bunkam a jsou spojeny
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S periodontalnim rozpadem. Jako dal§i faktor virulence byla prokazana tvorba protedz

(Maeda, 1998).

1.2.3.3 Detekce rodu Prevotella

Kultury se wvyuzivaji kdetekci prevladajicich nebo specifickych  druht
u endodontickych infekci. Citlivost je vSak u téchto metod nizkd, zvlasté u neselektivnich
médii s uréitymi detekénimi limity. Molekularni techniky jsou citlivéj$i a mohou detekovat
i t€Zko rostouci bakterie. Nevyhoda je ve Spatné schopnosti rozeznani zivych bakterii a zbytka
DNA mrtvych bakterii. Kromé toho tato technika detekuje pouze cilené mikrobialni druhy.
Pro detekci rodu Prevotella a jeho rozdéleni se vyuziva metoda PCR (Tomazinho et al.,
2007).

1.2.3.4 Identifikace rodu Prevotella

Identifikace miize probchnout za pouziti systému Rapid ID 32 A (bioMerieux,
Francie). Rod Prevotella véetné P. intermedia a P. nigrescens poskytuje tmavé Cervenou
fluorescenci, negativni BANA (N-benzoyl-DL-arginin-2-naftylamid) hydrolyzu a pozitivni
aktivitu o — glukosidazy. Tyto bakterie mohou byt identifikovany pomoci metody PCR
s denatura¢ni gradientovou gelovou elektroforézou (PCR-DGGE). Cast genu 16S rRNA je
amplifikovana metodou PCR a oddélena pomoci DGGE (denatura¢ni gradientové gelové

elektroforézy). Nakonec probéhne sekvenovani genu a ndslednd identifikace (Machado

de Oliviera, 2007).

1.2.3.5 Citlivost na ATB rodu Prevotella

Citlivost na ATB se u rodu Prevotella, nachazejiciho se v dutin¢ ustni, pomalu sniZuje
aroste pocet rezistentnich kmend. Citlivost klesd hlavné u ATB, jako jsou penicilin,
klindamycin a makrolidy. Vysokou citlivost nabizi amoxilin ¢i spojeni amoxilin/kyselina
klavulanova. Mezi ucinna ATB patii také linezolid, ktery je ze skupiny oxazolidinond
apusobi inhibici syntézy proteini. Je ucinny proti multirezistentnim a anaerobnim

mikroorganismim (Machado de Oliviera, 2007).

1.2.3.6 Tvorba biofilmu rodu Prevotella

Parodontitida ma multifaktorovou etiologii a je spojena se zvySenym poctem anaerobtl
Vv biolfilmu zubniho plaku. Z biofilmu periodontalnich 1ézi jsou nejéastéji izolovany bakterie
P. gingivalis, P. intermedia a P. nigrescens. Paradont6za je zpisobena rozsahlou synergickou
mikroflérou, kde maji riizné druhy bakterii odlisné role, aby se vytvofila stabilizovana

mikroflora podporujici onemocnéni, tzv. biofilm (Barbosa et al., 2015).
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1.2.4 Rod Porphyromonas
1.2.4.1 Mikrobiologicka charakteristika rodu Porphyromonas

Zastupce rodu Porphyromonas fadime do celedi Porphyromonadaceae (NCBI,
Taxonomy Browser, [b.r.]). Zastupci této skupiny jsou gramnegativni anaerobni nesporulujici
ty¢inky. Maji velice slabou sacharolytickou aktivitu, tzn. nedokazi fermentovat glukozu ani
jiné cukry. Kolonie jsou hnédocerné¢ a pod UV fluoreskuji. Nejznaméjsi ptivodce lidského
onemocnéni je Porphyromonas gingivalis. Tato bakterie bézné osidluje dutinu Gstni nebo

urogenitalni trakt. Vzniklé infekce se poté tykaji téchto mist (Votava a kol., 2003).

11-06-08 21:40

Obrazek 2 Kultivace Por. gingivalis. Cerné pigmentované kolonie periodontopatogenu
Por. gingivalis naagaru s koniskou krvi. Predpoklada se, Zze pigment souvisi s akumulaci heminu
na povrchu bunék (How et al., 2016).

1.2.4.2 Patogenita a virulence rodu Porphyromonas

Parodontitida je onemocnéni, kdy dochazi ke ztraté rovnovahy mezi mikrobialnimi
virulentnimi latkami a hostitelskou imunitou v interakci mezi hostitelem a parazitem. Proto
se toto onemocnéni nepovazuje za homogenni. Por. gingivalis je pfitomna v periodontalnich
kapsach, které prochazeji destrukci (Enersen et al., 2013).

Zatimco nckteré studie klasické interakce mezi hostitelem a parazitem brali faktor
virulence jako Skodlivou molekulu tzv. toxin, neddvna pozorovani spiSe pfirovnavaji faktor

virulence k molekulam vytvarejicim a udrzujicim urcity druh spojeni s hostitelem. Mohou tak
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fungovat ve vztahu symbiotickém ¢i parazitarnim uvnitf hostitele. Aby mohla bakterie
vytvaret potenciondlni faktor virulence, musi nalézt v hostiteli vhodné misto ptisobeni, usadit
se, rust a mnozit se. Toto prostifedi je pro bakterie velice dulezité, jak z hlediska pieziti,
tak pro produkci maximalni biologické aktivity. Mnoho bakterii pronika pies bariérové
membrany (sliznice), aby se mohlo spojit s vybranymi hostitelskymi bunikami (napf.
epitelialni bunky C¢i fibroblasty). Tvorba bakterii v hostiteli patfi K nezbytnému kroku
pii kolonizaci. Nékteré bakterie jsou chranény mechanismy hostitele, jelikoz se nachazi
Vv intracelularni poloze. Zbytek bakterii produkuje faktory virulence, které jim pomahaji
ptezit. Tyto faktory umoziuji konkurovat komenzalnimu prostfedi hostitele produkovanim
antimikrobidlnich molekul. Mezi tyto molekuly patii bakteriociny a konecné produkty
metabolismu (organické kyseliny, alkoholy, anorganické bdze, slouceniny obsahujici siru
a amoniak). Mezi dal$i dilezité molekuly patii vazajici proteiny, z nichz vyznamné jsou
proteiny vazajici zelezo. Bakterialni faktory také funguji jako ochrana bakterie pted imunitou
a obranou hostitele (sérové faktory, véetné imunoglobulind a slozek komplementu). Dalsi
funkce je tvorba exopolysacharidi, které z viditelné bakteridlni bunky délaji bunku
neviditelnou pro imunitu hostitele (Holt et al., 1999).

Kolonizace hostitele se provadi pomoci riznych faktort virulence (tabulka 2), v¢etné
fimbrii, lipoteichoovych kyselin, lipopolysacharidii, exopolysacharidi a vezikuld vnéjsi
membrany (Holt et al., 1999).

Fimbrie jsou pro tento mikroorganismus velice dileZité, protoZe se ucastni skoro
vSech interakci mezi bakterii a hostitelem. Tento patogen produkuje na svém povrchu dva
odlisné druhy fimbrii. Jedna je slozena z podjednotkového proteinu fimA (fimbrilin), ktery
koduje gen fimA, a druhy tvoii podjednotka Mfa proteinu (Enersen et al., 2013).
Lipopolysacharid (LPS) je jeden z klicovych faktori virulence u vzniku parodontitidy
Por. gingivalis. Vyvolava tvorbu prozanétlivych cytokint IL-1p, IL-6 a IL-8, které indikuji

destrukci periodontalni tkané a narusuji proces remodelovani kosti (Kato, 2014).
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Tabulka 1 Faktory virulence a hostitelské efektory rodu Porphyromonas gingivalis
(How et al., 2016, piepracovano 05-15-2018).

Faktory virulence VIiv na hostitele

Snizeni fagocyto 1 invazi,
Enzymy, kapsle z gocylozy p
inhibitory chemotaxe

) ) Kostni resorpce,
Lipopolysacharid ) .
imunoglobulinové proteazy

Fimbrie, exopolysacharidy, Ptilnavost nebo pfipojeni na
proteiny vné&j$i membrany hostitele
Degradace inhibitort
Kolagenaza, proteaza, gelatinaza plazmatickych proteaz,
destrukce periodontalni tkané

. ) Degradace transportniho
Aminopeptidaza

proteinu zeleza

Mikroflora dutiny ustni obsahuje ¢etné mnozstvi bakteridlnich druhti. VétSina je neSkodna,
ale kolonizace subgingivalniho plaku uritymi druhy muize vést az k periodontdlnimu
onemocnéni. Parodontitida je chronické multifaktoridlni zanétlivé onemocnéni, které vede
K destrukci tkani podporujicich zuby a je také hlavni pfi¢inou ztraty zubt. Mize
se vyskytovat u lidi 1 zvifat. Parodontické 1éze jsou spojeny Skomplexni subgingivalni
mikroflérou, ktera obsahuje spiSe gramnegativni druhy, znichz tmavé pigmentovany je
mikroorganismus Porphyromonas gingivalis. Tento rod patii mezi ptisné anaerobni oralni
mikroorganismy Ucastnici se parodontitidy, vzniku zubnich abscesii (dutiny vyplnéné hnisem)
¢i bakterialnich infekci kofene zubu (Bouthaga et al., 2003). Porphyromonas gingivalis
preziva v primarnich gingivalnich epitedlnich bunikach. Pro rychly vstup do téchto bunék je
zapotiebi metabolické aktivity bakterii a hostitelskych bunék. Adherence Por. gingivalis
je zprostiedkovana primarné vazbou hlavnich fimbrii na integrinové receptory (membranové
receptory) (Yilmaz et al., 2005).

Vzhledem K rozsahle genetické variabilité, ktera byla pozorovana u tohoto druhu

a k pritomnosti velkého mnozstvi kmenovych typd, bylo ptedpokladano, ze vSechny kmeny
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jsou stejn¢ virulentni. Jelikoz vSak byla nalezena i u zdravych jedincl, nastdva otazka,

zda neexistuje kmen s nizkou virulenci (Griffen et al., 1999).

1.2.4.3 Detekce rodu Porphyromonas

PCR metoda se pouziva jak pro detekci, tak pro identifikaci mikroorganismu
Por. gingivalis. Problém nastava v ptipadé¢ PCR-pozitivniho/kultivace-negativniho vysledku.
Tento rozdil je zptsoben nizsim detekénim limitem PCR Vrozmezi od 25 do 100 bunék
ve srovnani s kulturou (10%-10°). Pfi srovnani komeréniho multiplexniho PCR 16S rRNA
pro Por. gingivalis sestandardni kultivaci, bylo PCR vice schopné detekovat
mikroorganismus nez kultivace. VétSina testi PCR pouziva jako primery 16S rRNA geny.
Maly pocet PCR testd vyuzil jako primery oligonukleotidy, koédujici geny napf.
pro kolagenazu (Sanz et al., 2004). Ikdyz PCR v realném case vykazuje vysoky stupen
citlivosti, specificnosti a reprodukovatelnosti, stale je to velice draha metoda a pro rutinni

diagnostickou mikrobiologickou laboratot velmi nakladna (Rajakaruna et al., 2018).

1.2.4.4 ldentifikace rodu Porphyromonas

Pro identifikaci byly odebrany vzorky gingivalniho plaku pacientd s parodontitidou.
Z téchto vzorkl byla provedena kultivace na desticky s krevnim agarem (Oxoid, ¢€.2), ktery
byl doplnén koiiskou krvi, heminem (5 mg/ 1) a menadionem (1 mg/l). Desticky byly
inkubovany v prosttedi 80%N2, 10%H2a 10% CO: pii 37°C po dobu 7 az 14 dnu. Identifikace
Por. gingivalis poté probéhla na zakladé Gramova barveni a anaerobniho riustu. Dale byl
proveden test na fermentaci glukozy, ktery byl negativni, produkci indolu a hemaglutinaci
ov¢ich erytrocytl, kterd byla pozitivni. U identifikace nesmi chybét i celkovy pocet CFU
(neboli kolonie tvoticich jednotek). Dle celkového poctu CFU uréime, zda se jedna o infekci.
Pocet CFU hodnotime s danou minimalni denzitou pro vznik infekce. (Bouthaga et al., 2003).

Od doby nastupu PCR technologie existuje fada mikrobiologickych testi pro detekci
a identifikaci P. gingivalis a jinych mikroorganismi zpusobujicich infekce v duting Gstni.
A to rizné DNA extrakéni metody a primery PCR, které jsou oproti konvenénim metodam
kultivace piesné&jsi v identifikaci periodontalnich patogenti a prokazuji vyssi frekvenci
detekce (Sanz et al., 2004). Pomoci soupravy pro rychlou detekci (tzv. Rapid ID kit 32A viz
Obr. 3) se testuje produkce souboru metabolickych enzymii Nejrychlejsi a nejpohodIné;jsi
identifikacni systém pfedstavuje jednoduchost, zajisténou jednokrokovym inokulacnim
postupem a umoziuje piesnou identifikaci komplexniho rozsahu mikroorganismi b&hem
4 hodin. Tato metoda detekuje pfedem vytvofené bakteridlni enzymy, neni tedy zavisla

na rustu mikroorganismu (Laboratory News Network, 2010).
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Obrazek 3 Test na rychlou detekci mikroorganismu Fady RapID (Laboratory News Network,
2010).

1.2.4.5 Citlivost na ATB rodu Porphyromonas

K1écb¢ infekci spojenych sPor. gingivalis se pouzivaji antiseptické latky
a antibiotika. Antisepticky chlorhexidin byl hojn€ vyuzivany v zubnim lékarstvi. Mezi jeho
vyhody patii Sirokospektré pusobeni a lze ho pouzit ve formé geld, ¢ipkl, Ustnich vod
¢i filma. Nezaddoucimi u¢inky jsou hnédé zbarveni zubli, zména chuti a otoky déasni. Déle bylo
navrzeno nékolik tfid ATB vcetné tetracyklind, makrolidd, linkosaminti, B-laktamii nebo
nitroimidazol. AvSak buniky umisténé v biofilmu mohou byt vii¢i t€émto ATB méné citlivé
¢irezistentni. Mezi nové antibakteridlni latky patfi inhibice tzv. quorum sensing
(mechanismus mezibunééné komunikace). Quorum sensing spoléha na chemické signaly tzv.
autoinduktory. Potlaceni téchto autoinduktori nebo navrzeni jejich antagonisti vede k nové
strategii v manipulaci s biofilmy (Chen et al., 2018). Tato metoda nema vliv na rtst bakterii,
a proto maji nizkou schopnost vyvoje rezistence. Pouzivana ¢inidla nejsou toxicka pro lidské
monocytarni bunky, lidské gingivalni fibroblasty a neindikuji produkci protizanétlivych
faktori. Mezi moZnosti budouci 1écby nové fadime antimikrobidlni peptidy, nebot” maji

Sirokospektrou aktivitu a nizkou tendenci k rozvoji rezistence (Gerits et al., 2017).
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1.2.4.6 Tvorba biofilmu rodu Porphyromonas

Tvorba biofilmu je dynamicky, komplexni a vicestupniovy proces. Nejdiive nastava
adherence bakterie na biotické a abiotické povrchy, poté biofilmy dozravaji v trojrozmérné
struktury obsahujici mikrokolonie, ve kterych probiha vzajemné ovliviiovani mezi riiznymi
druhy. Nakonec se bunky disperguji z biofilmu, coz umoznuje tvorbu novych biofilmia (Gerits
etal., 2017).

Rod Porphyromonas gingivalis je schopen tvofit téi druhové komunity spolu
s Fusobacterium nucleatum a Streptococcus gordonii. Proteomika v této komunité odhalila
u Por. gingivalis zvysenou tvorbu bilkovin, které se zapojuji do proteosyntézy, coz znamena,
ze je pro Por. gingivalis vyhodné souziti S jinymi mikroorganismy. V piitomnosti biofilmu
spole¢né se Streptococcus sordonii navic byly pfitomny diferencialné regulované geny. Rod
Porphyromonas gingivalis je tedy schopen tvofit multidruhovou biofilmovou komunitu
s kolonizatory  Streptococcus  sordonii, Veillonella spp., bé&znym kolonizatorem
Fusobacterium nucleatum a Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Periasamy et al.,
2009).

1.2.5 Rod Bilophila
1.2.5.1 Mikrobiologicka charakteristika rodu Bilophila

Zastupce rodu Bilophila fadime do ¢eledi Desulfovibrionaceae (NCBI, Taxonomy
Browser, [b.r.]). Jsou to mikroorganismy gramnegativni, striktné anaerobni a ve tvaru ty¢inek
(Bednaf a kol., 1996). Tento rod reprezentuje zatim jen jeden druh — Bilophila wadsworthia
(Votava a kol., 2003).

1.2.5.2 Patogenita a virulence rodu Bilophila

Bilophila wadsworthia je mikrob, ktery redukuje sifi¢itany a produkuje sirovodik.
Tento mikrob byl izolovan z peritonealni tekutiny a tkané pacientl s apendicitidou.
V nadmérmém zastoupeni byl také nalezen v kolorektalni mikrofléofe u pacientl
s kolorektalnim karcinomem, coz muize naznacovat jistou ulohu pfi karcinogenezi. Ackoliv
jsou znamy korelace tohoto mikroba s riiznymi chronickymi onemocnénimi, mechanismy
jeho patogenity nejsou dobie charakterizovany. Nové byly odebrany izolaty Bilophila
wadsworthia i od pacientl se za¢inajici LADA (latentni autoimunitni diabetes u dospélych)
(Feng, 2017).
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1.2.5.3 Detekce rodu Bilophila

Pro detekci Bilophila wadsworthia se vyuziva hlavné Real-time PCR. U onemocnéni
LADA bylo pro PCR techniku pouzito vybaveni SYBR Green Supermix (Bio-Rad, 170 -
8882AP). Zivé buiiky mohou byt také detekovany pomoci poéitani desticek na ABB
(Anaerobe Basal Broth) bujonu doplnéného taurinem a rimpaficinem. Sérové koncentrace
zangtlivych markert (sérovy amyloid, lipopolysacharidovy vazebny protein, interleukin-6

a tumor nekrotizujici faktor) stanovuje ELISA metoda (Feng, 2017).

1.2.5.4 ldentifikace rodu Bilophila

V mikroskopu vypada tento mikrob stejné jako rod Bacteroides. Vykazuje silnou
katalazovou reakci. Je nesacharolyticky, ale snasi az 20% obsah zlu¢i v prostiedi (Votava
akol., 2003). Na ABB agaru doplnéného taurinem vytvaii kruhové Cerné nebo prisvitné
kolonie s ¢ernym stiedem. Pod mikroskopem pozorujeme tyCinky bez bi¢ika (Feng, 2017).
K identifikaci se téz pouziva metoda PCR, ktera detekuje gen tPA. Tento gen koduje redukci
sifi¢itant, pfi¢emz taurin je zdroj sifiitanu v kombinaci s jinymi organickymi latkami.
Béhem degradace taurinu je nejvice zapojen enzym taurin-pyruvat aminotransferaza, ktery je
kodovan genem tPA a detekovan PCR metodou. Samy bakterie tohoto rodu iniciuji vznik siry
Z taurinu ptes tPA (Laue at al., 2006).

1.2.5.5 Citlivost na ATB rodu Bilophila

Bilophila wadsworthia je mikrob rezistentni vici vétsiné B-laktamovych antibiotik,
diky produkci B-laktamazy. Rezistentnost vykazuje k vankomycinu a pii zméné proteinu
vazajictho penicilin, coZ ¢ini tuto bakterii klinicky zajimavou. Citlivost vykazuje
na meropenen, amoxilin/kyselinu klavulanovou, kanamycin, kolistin, metronidazol, imipenem
a chloramfenikol (Urban et al., 2004).

1.2.6 Rod Mobiluncus
1.2.6.1 Mikrobiologicka charakteristika rodu Mobiluncus

Zastupce rodu Mobiluncus fadime do celedi Actinomycetaceae (NCBI, Taxonomy
Browser, [b.r.]). Jsou to striktn¢ anaerobni pohyblivé zahnuté tyCinky, které mohou byt
gramnegativni nebo gramlabilni. VétSinou vyvolavaji nc¢ktera zanétlivd postizeni vaginy.
Patti sem druhy Mobiluncus mulieris a Mobiluncus curtisii s poddruhem Mobiluncus holmesii
((Hoyles, 2015).
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1.2.6.2 Patogenita a virulence rodu Mobiluncus

Tyto bakterie jsou pohyblivé diky nékolika subpolarnim bi¢ikim. Nékteré kmeny
se po nékolikandsobném pasdzovani stavaji aerotoleratnimi a mohou rust v Castecné
redukované atmosféie. Maji vicevrstvou bunécnou sténu bez vnéjsSi membrany, avSak
s tenkou vrstvou peptidoglykanu. V bunééné sténé chybi hydroxylované mastné kyseliny,
jako napft. hexadekanova, oktadekadienovd a oktadecenova. Mezi dalSi dualezitou soucast
virulence patii bi¢iky, které se objevuji u vétSiny druhii téchto bakterii. Po expozici se stavaji
bakterie nepohyblivé. Tento rod je soucasti bézné mikroflory zenské vaginy. Jeho pFitomnost
je vSak detekovana i u infekei spojenych s kandidalni vaginitidou, chlamydiovou infekeci,

kapavkou, trichomonidzou a nespecifickou uretritidou (Hoyles, 2015).

1.2.6.3 Detekce a identifikace rodu Mobiluncus

Detekce probéhla na zaklad¢ sekvenovani reverzni transkriptdzy 16S rRNA
Mobiluncus mulieris a Mobiluncus curtisii (Hoyles, 2015). Optimalni teplota pro rist téchto
bakterii je 35 - 37°C. Pro stimulaci rastu Ize vyuzit konské nebo ov¢i sérum, popi. plnou krev.
Bakterie tohoto rodu jsou oxidaza a kataldza negativni, sacharolytické. Mezi produkty
fermentace patii kyselina octova a jantarovd. Na Columbia agaru doplnéného lidskou krvi,
roste po 5 dnech ve vétsich koloniich Sedobile aZz naZloutle. Buniky jsou usmrceny pii 55°C
po dobu 55 minut (Hoyles, 2015). M. mulieris roste na krevnim agaru v malych konvexnich
a bezbarvych koloniich, které se lesknou. Na Columbia agaru produkuje alfa hemolyzu

a po prodlouzené dob¢ inkubace také tmavohnédy pigment (Hoyles, 2015).

1.2.6.4 Citlivost na ATB rodu Mobiluncus
Bakterie tohoto rodu jsou citlivé na ampicilin, cefoxitin, cefazolin, klindamycin,
gentamicin, imipenem, streptomycin a vankomycin. Rezistence je prokazana vuci kolistinu,

cykloserinu, kyseling nalidixové, neomycinu a mezlocilinu (Hoyles, 2015).

1.2.6.5 Tvorba biofilmu rodu Mobiluncus

Bakterie tohoto rodu se podileji na bakteridlni vaginéze spolu s ostatnimi
mikroorganismy. Vytvofeni biofilmu hraje klicovou roli pfi bakteridlni vagindze a jeho
pfitomnost byla dok4zéna na vice nez 90 % epitelii vaginalnich bioptickych vzorki. Biofilm
se sklada z mikroorganisma Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Mobiluncus mulieris
a dalsich. Pfedem vytvotené biofilmy Gardnerella vaginalis dokazi vytvofit symbioticky
vztah sjinymi anaerobnimi mikroorganismy. M. mulieris vytvaii béhem svého vyvoje

proteolytickou aktivitu prostiednictvim aminopeptidaz. Dostupné peptidy a aminokyseliny
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poté usnadnuji anaerobni rast biofilmu ve vagindlnim epitelu. ZvySena dostupnost peptidu
M. mulieris pusobi jako faktor podporujici vyvoj multidruhového biofilmu iniciovaného

Gardnerella vaginalis (Machado et al., 2015).

1.3 Gramnegativni anaerobni koky
Za neskodnou soucast lidské mikroflory jsou povazovany rody Acidaminococcus
a Megaspheara. Klinicky vyznamny je az tieti rod, a to rod Veillonella (Votava a kol.,
2003).

1.3.1 Rod Veillonella
1.3.1.1 Mikrobiologicka charakteristika rodu Veillonella

Zastupce rodu Veillonella fadime do c¢eledi Veillonellaceae (NCBI, Taxonomy
Browser, [b.r.]). Tento rod zahrnuje velmi drobné gramnegativni koky. Koky jsou poté
uspofadany do dvojic nebo mensich shluki. Rod Veillonella se vétSinou ucastni smiSenych
endogennich anaerobnich infekci. Jediny druh prokazany jako patogenni, je Veillonella
parvula. Ta byva izolovana z krve jako samostatné agens pii sepsich a endokarditidach

(Votava a kol., 2003).

1.3.1.2 Patogenita a virulence rodu Veillonella

Rod Veillonella je vzacnou pfi¢inou vaznych infekci, jako je meningitida,
osteomyelitida, infekce kloubnich nédhrad, pleuropulmonélni infekce, endokarditida
a bakteriémie. Mezi rizikové faktory, které ovliviwyji vznik infekce, patfi periodontalni
onemocnéni, imunodeficit, intraven6zni uzivani drog ¢i u t€hotnych pred¢asné narozeni ditéte

(Marriott et al., 2007).

1.3.1.3 Detekce rodu Veillonella

Jako nejvice specificky a stabilni marker pro detekci téchto bakterii se ukazalo
sekvenovani genu 16S rRNA. Tato metoda byla popsana jako nejlepsi v detekci a identifikaci
na trovni druhu (Marriott et al., 2007).

1.3.1.4 Identifikace rodu Veillonella

Pro kultivaci se pouziva BHI (Brain Heart Infusion) agar, na kterém rostou v malych
Sedych koloniich. Nejsou schopné fermentovat glukézu. Test na idol a katalazu je negativni,
ale mohou redukovat dusi¢nany na dusitany. Nékteré kmeny vyZzaduji v médiu kadaverin
nebo putrescin. Dale se k identifikaci vyuziva metoda PCR (Atlas of Oral Microbiology,
2015).
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1.3.1.5 Citlivost na ATB rodu Veillonella

Penicilin je povazovan za antimikrobidlni latku pouzivanou klécbé infekcei
zpusobenych timto mikroorganismem. Avsak izolaty z ust v posledni dob¢ prokazuji vici
penicilinu vysokou odolnost. Tyto izoldty mély snizenou citlivost na ampicilin a amoxicilin.
Citlivost byla prokazana ke kombinaci amoxicilin/kyselina klavulanova a cefalosporinim
Obecné maji tyto organismy rezistenci na tetracyklin, vankomycin a aminoglykosidy

(Marriott et al., 2007).

1.3.1.6 Tvorba biofilmu rodu Veillonella

Tyto bakterie nikdy netvoii primdrni biofilm. VétSinu pocatecni kolonizace tvorii
streptokoky a aktinomycety, zatimco veilonely se s nimi shlukuji a vytvafi sekundarni vrstvu.
Ta vznikne na zakladé koadheze a koagregace s pfilnutymi streptokoky a aktinomycety.
Dale se s nimi mohou shlukovat rody Fusobacterium a Aggregatibacter. Rod Veillonella
vyuziva kyselinu mléénou, kterou produkuji streptokoky a aktinomycety. Tento biochemicky

proces vyuzivaji ke zvySeni rozmanitosti komunitniho rozvoje (Periasamy et al., 2009).

1.4 Grampozitivni anaerobni sporulujici ty¢inky

Do této skupiny patii hlavné rod Clostridium. Bakterie rodu Clostridium fadime do ¢eledi
Clostridiaceae (NCBI, Taxonomy Browser, [b.r.]). Tyto sporulujici bakterie rostou
za anaerobnich podminek. OvSem né&které druhy (Clostridium perfringens, Clostridium
histolyticum a Clostridium tertium) mohou tolerovat malé mnozstvi kysliku diky pfitomnosti
enzymu, jako jsou superoxid-dismutdza, peroxidaza, ¢ikatalaza, neutralizujicich kyslikové

a peroxidové radikaly (Votava a kol., 2003).

1.4.1 Clostridium difficile
1.4.1.1 Mikrobioloegicka charakteristika Clostridium difficile

Tato bakterie patii mezi siln€é, grampozitivni, sporulujici, anaerobni tyCinky a je
schopna vytvaret velmi odolné spory. Tvorba spor je urcujici pro riziko a povahu §ifeni tohoto

puvodce v nemocnici (Jindrak a kol., 2014).

1.4.1.2. Patogenita a virulence Clostridium difficile

Virulence je zptsobena produkci nékolika toxind s cytoplasmatickou aktivitou
poskozujicich stfevni sliznici a zptisobujicich pseudomembrandzni zanét (toxin A, B a binarni
toxin). U nekterych kmenti mize byt hypervirulence, pro kterou je typicka zvySena produkce
vice typl toxina (vSech tfi). PfredevS§im se jedna o pandemicky se Sifici ribotyp 027, ktery

se vyznacuje extrémné vysokou produkci toxinli A a B a snadnym S$ifenim nemocni¢nim
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prostiedim z diivodu neobvykle velké tvorby spor. V Ceské republice pozorujeme jestd
ribotyp 179. Tento ribotyp ma podobné vlastnosti s ribotypem ptedeslym a muize vyvolat
nebezpetné epidemie v nemocnicich s vysokou mortalitou (10 az 15 %) (Jindrak a kol.,
2014).

Bakterie se dostava do téla pozitim spor, které se nachazeji na rukach jinych pacientt
¢i zdravotnického persondlu. Poté klici v tenkém stfevé do vegetativni formy. PreruSeni
fyziologické stfevni flory umoziuje C. difficile proliferovat a zpusobovat Siroké spektrum
klinickych projevii od asymptomatického transportu, az po prijmy rizné¢ho stupné. Infekce
zpusobena C. difficile casto vede k fulminantni (akutni, t¢zké) kolitidé a miize zpisobit smrt
(Lessa et al., 2012).

Clostridium difficile kolonizuje ptedevsim tlusté stfevo, kde uvoliiuje dva proteinové
exotoxiny, a to toxin TcdA a TcdB. U vnimavych lidi mohou zpisobovat kolitidu. Infekce je
prendsena pomoci spor odolnych vuci teplu, ATB a kyselindm. Spory se hojn¢ nachazeji
ve zdravotnickych zafizenich, v potravinaich a v malé mife je nalézame i kolem nas,
coz umoznuje nosokomidlni a komunitni ptenos. Kolonizaci, kterd by mohla vzniknout
ve stieve, brani bariérové vlastnosti fekalni mikroflory. AvSak tato ochrana byva sniZovana
pfiuzivani ATB. Mezi dals$i faktory pfispivajici k citlivosti fadime pokrocily vék, 1écbu
pomoci chemoterapie nebo jiné zavazné onemocnéni. Infekce zpusobena C. difficile byla
poprvé rozpoznana v zapadni Evropé a severni Americe, kde vznikl kmen Bl / NAP1/ 027.
Nyni mé& globalni dosah a epidemické kmeny lze nalézt v riznych nemocnicich na celém

svété (Longo et al., 2015).
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v nemocnicich v USA podle véku. Zkratka: CDI, Clostridium difficile infection (Lessa et al., 2012,
ptepracovano 03-31-2018).

1.4.1.3 Detekce Clostridium difficile

Pro detekci vyuzivaji klinické laboratofe imunoanalyzu toxint C. difficile nebo
béZzného antigenu glutamat-dehydrogenazy. Toxinové enzymové imunoanalyzy se casto
pouzivaji jako samostatné testy, ale citlivost miize byt nedostatecnd, obzvlast pokud je
detekovan jen toxin A. Proto soucasné EIA antigent pfesné detekuji esencidlni a konstitutivné
syntetizovany enzym, a tim rychle detekuji C. difficile. Citlivost toxinovych EIA i starsi latex-
aglutinacnich antigennich testli je nizSi neZ EIA antigent. JelikoZ antigenni EIA detekuji
toxigenni 1netoxigenni druhy, musi byt provedena kombinace s toxinovymi EIA

(Ticehurst et al., 2006).

1.4.1.4 Identifikace Clostridium difficile

Pro identifikaci C. difficile se vyuzivaji rizna selektivni média. Pro rychlé odecitani
kolonii byl zkousen selektivni agar chromID C. difficile. Dale se pouziva TCCA (taurocholat,
cykloserin a cefoxitin) agar, CCFA (cykloserin, cefoxitin a frukt6za) agar a CLO (C. difficile)
médium. Cykloserin a cefoxitin inhibuji rdst nechténé mikroflory. Taurocholat a lysozym
zvySuji citlivost média pro rist mikroorganismu. Ke zvySeni citlivosti kultury lze vyuzit
I teplotni Sok, nebot’ spory C. difficile pfezivaji, ale jiné organismy jsou teplem usmrceny
(Eckert et al., 2013).
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1.4.1.5 Citlivost na ATB Clostridium difficile

V soucasné dob¢ jsou pro 1écbu CDI doporu¢ovana ATB metronidazol, vankomycin
a fidaxomicin. U infekce, kterd byla zptisobena narusenim ptirozené mikroflory pomoci ATB,
sta¢i ukoncit podavani téchto ATB a podnécovani infekce. Tato metoda se vSak voli u velmi
mirnych infekei. Pacienti, ktefi maji bud’ mirnou, nebo stfedné¢ zadvaznou CDI, mohou byt
1éCeni perordlnim podévanim metronidazolu. Peroralni vankomycin se pak doporucuje
uvelmi tézkych ¢i komplikovanych infekci. Soucasna ATB jsou spojena se snizenou
klinickou 1écbou a zvysenou mirou recidivity. Pii 1écbé CDI se také vylucuji léky proti
motilit¢ stfeva. Pacienti s vaznou CDI, jako napf. paralyzované stievo nebo toxicky
megakolon, u kterého peroralni ATB nedosdhnou na mista onemocnéni, mohou byt 1é¢eni
vankomycinem podanym pfes konecnik nebo intraven6znim metronidazolem. U pacienti
s toxickym megakolonem, dysfunkci organti, klinickymi ptiznaky a zdvaznou nepriichodnosti
stiev je na misté pouziti chirurgické 1écby.

Pacienti, kteti prodélali CDI, maji pravdépodobnost recidivy béhem 8 tydna 15-25 %.
U pacienti s1-2 ptedchozimi recidivami je pravdépodobnost dal§i recidivy 40-65 %.
Pfi¢innou opakovanych recidiv je snizena imunitni odpovéd’ na toxin C. difficile nebo zména
mikroflory ve stievé. U peroralni 1écby fidaxomicinem je méné recidiv nez pii podavani
vankomycinu. Proto se také pouziva fidaxomicin k 1écbé prvni recidivy.

Jako nova moznost 1é¢by CDI byla navrhnuta bakterioterapie a transplantace fekalnich
bunék. FMT (transplantace mikrofiltru ve stolici) je vhodna pro pacienty s vice
nez 2 recidivami, u nichz chybi odpovéd na jiné moznosti 1écby. FMT patii mezi
nestandardizované postupy, jelikoz nejsou znamy dlouhodobé dusledky zmény mikroflory
u pacienta. Pfi dal$im pouziti bakterioterapie bude potieba ziskat dlouhodobé udaje

0 bezpec¢nosti rektalni bakterioterapie (Smith et al., 2016).

1.4.1.6 Tvorba biofilmu Clostridium difficile

Opakované bakterialni infekce jsou spojeny se schopnosti C. difficile tvofit biofilmy.
Tyto bakterie jsou trvale recidivujici a tvoii biofilmy spolu s jinymi druhy. Nicméné tvorba
biofilmu u C. difficile a mechanismy, které se na vzniku biofilmu podileji, nejsou dobie
charakterizovany. C. difficile zptusobuje téZké gastrointestinalni infekce a tvorbou biofilmu

snizuje citlivost k 1é¢bé. Bakterie jsou v biofilmu uzaviené v husté matrici (Thapa et al.,
2013).
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1.4.2 Clostridium botulinum
1.4.2.1 Mikrobiologicka charakteristika Clostridium botulinum

Pod oznacenim Clostridium botulinum je zahrnuta heterogenni skupina bakterii.
Mezi spoleény znak téchto bakterii patii tvorba toxinu se shodnym biologickym ucinkem,
avSak rtiznou antigenni strukturou. Podle této struktury se déli na antigenni typy A-G.
Neurotoxin produkovany C. botulinum povazujeme za nejsilnéjsi z bakterialnich toxind a je
pric¢inou botulismu neboli otravy klobasovym jedem. Z morfologického hlediska se jedna
0 velkou, rovnou, grampozitivni a pohyblivou tyCinku a rozmérech 1 x 10 i vice pm
(Votava a kol., 2003). Jsou to striktn¢ anaerobni a sporulujici bakterie. Pfirozen¢ se nachazi
ve formé spor v piidé nebo sedimentech vody. Na zéklad¢ vnéjSich podminek pozorujeme dve
formy tohoto mikroorganismu. Vegetativni forma pieziva pouze v anaerobnim prostiedi, kde
se muze rozmnozovat, metabolizovat a tvofit botulotoxin. V této formé je C. botulinum citlivé
na vn&jsi podminky a lze jej eliminovat teplem (var, pasterizace), dezinfekénimi prostiedky,
kyselinami ¢i zasadami. V nepfiznivych podminkach se méni na spory, které zabezpecuji jeho
pfeziti. Spory jsou rezistentni z divodu nepfitomnosti vody v jejich strukturdch a pfitomnosti
vapenatého obalu. Jakmile se spora dostane do vyhovujicich podminek, za¢ne pieména
ze spory na vegetativni formu. Kmeny C. botulinum rozdélujeme do 4 skupin, a to na zakladé

biochemické aktivity a dalSich biologickych vlastnosti (Votava a kol., 2003).

1.4.2.2 Patogenita a virulence Clostridium botulinum

Botulotoxin je pfi¢inou onemocnéni zvané¢ho botulismus a existuje v 7 typech.
Ty se rozliSuji na zéklad¢ antigennich charakteristik toxinu a oznacuji se pismeny A az G.
Typy toxini A, B a E jsou pro clov€ka patogenni. Toxiny typu C, D a E zplsobuji
onemocnéni u ptakd, savceli a ryb. Botulotoxin je bezbarvy, bez viné a chuti. Je to
zabit celou lidskou populaci. Fungovani botulotoxinu je zaloZeno na blokaci uvoliiovani
acetylcholinu na neuromuskuldrnich spojich nervii u kosterniho svalstva a perifernich
cholinergnich autonomnich synapsich. Botulotoxin se vaze ireverzibilné na presynaptické
receptory, a tim zptsobuje inhibici uvolnéni acetylcholinu (Novakova, 2017).

Pro tyto bakterie je typicky tzv. alimentarni botulismus zplisobeny pozienim toxinu
V potravé, ale v nékterych piipadech mohou spory kontaminovat ranu. Poté hovofime
0 tzv. traumatickém (ranném) botulismu, jehoz vyskyt je pozorovan hlavné u narkomant

(Votava a kol., 2003). U ranného botulismu pozorujeme stejné symptomy jako pii otraveé
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Z potravin, ale inkubac¢ni dobé je delsi (4 dny a vice). Gastrointestindlni pfiznaky jsou

ojedinélé (Novakova, 2017).

1.4.2.3 Detekce Clostridium botulinum

Komplex botulinového neurotoxinu (BoNT) je tvofen syntézou botulotoxického
neurotoxinu a v zavislosti na sérotypu, dvéma az Sesti netoxickymi proteiny asociovanymi
s neurotoxinem (NAP). Neurotoxin poté chrani komplex botulinového neurotoxinu pted
kyselym prostiedim a protedzami gastrointestinalniho traktu. Vhodnou metodou pro detekci
tohoto mikroorganismu je metoda ELISA. Test vyuziva toxinové specifické polyklonalni
protilatky pro zachyceni toxinii a polyklonalni protilatky specifické pro typ toxinu, ktery
je znaceny digoxigeninem jako sekundarni protilatka. Tyto DIG znacené sekundarni
protilatky jsou detekovany anti-DIG protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidazou. Mezi
zlaty standard detekce toxint a sérotypizace patii biologicky pokus mysi, od kterého se ovsem
upousti (Sharma et al., 2006). U botulismu v ranach se pouzivaji stejné metody detekce.

Tento druh botulismu se vyskytuje u drogové zavislych pacientt (Werner et al., 2000).

1.4.2.4 Identifikace Clostridium botulinum

Klasické komeréni biochemické testy selhavaji pii identifikaci tohoto mikroba,
proto se vyuzivd technika PCR, kterd nabizi vysokou citlivost a specifitu pfi identifikaci.
Dale se k identifikaci pouzivaji kultiva¢ni média. C. botulinum vyzaduje pfisn¢ anaerobni
prostiedi pro riist, a proto musi byt vSechna média zbavena kysliku. K udrzeni anaerobniho
prostiedi se vyuziva thioglykolat. Mezi rutinni kapalna média patfi masové médium
S glukézou a Skrobem, a také média obohacend o rizné¢ kombinace peptonu, glukdzy
a kvasni¢ného extraktu. EYA (krysi agar s vajecnym Zloutkem) slouzi jako nejb&znégjsi
neselektivni médium a umoziuje lipazovou reakci typickou pro C. botulinum
(Lindstrom et al., 2006). Jako selektivni médium se vyuziva CBI (Clostridium Botulinum
Isolation) agar nebo BSM (Bifidus Selective Medium) agar (Garcia et al., 2001).

1.4.2.5 Citlivost na ATB Clostridium botulinum

U ranného botulismu se v prvnich 24 hodinach doporucuje 1écba trivaletnim
antitoxinem (A, B, E), nez 1ékat dostane vysledky z laboratofe. Pro pacienta je nejucinngjsi
1écbou chirurgicky zékrok, odstranéni mikroba zrany a nasledné zaléceni pomoci ATB.

Tento mikrob je citlivy na metronidazol a penicilin (Schulte et al., 2017).
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1.4.3 Clostridium tetani
1.4.3.1 Mikrobiologicka charakteristika Clostridium tetani

Clostridium tetani patii mezi sporulujici a anaerobni ty¢inky, které jsou pohyblivé.
Produkuje neurotoxin vyvolavajici tetanus neboli strnuti $ije. Vegetativni forma se vyznacuje
relativné Stihlymi grampozitivnimi ty¢inkami o rozmeérech 0,5x5-7 pm, zatimco spory jsou
okrouhlé a vysoce rezistentni. Umisténi spor je terminalni, coz se jevi v mikroskopu

jako kyjovité ty¢inky (Votava a kol., 2003).

1.4.3.2 Patogenita a virulence Clostridium tetani

Obvykly zpusob vzniku infekce C. tetani je hluboka rana ve tkani, do které
se dostanou ptidou nebo fekalnimi latkami spory. Anaerobni prostfedi v nekrotizujici tkéni
poskytuje vhodné prostiedi pro replikaci bakterii. Bakterie replikujici se v rané vylucuji
tetanolyzin atetanovy neurotoxin. Tetanolyzin optimalizuje podminky v rané, zatimco
tetanovy neurotoxin je jeden z nejsilngjsich neurotoxint. Jeho ucinky na centralni nervovou

soustavu zpusobuji klinicky tetanus (Campbell, 2009).

1.4.3.3 Detekce Clostridium tetani
C. tetani je detekovan na zakladé nukleotidové sekvence genu kodujiciho tetanovy
toxin a kédovani jeho pi¥imého transkripéniho aktivatoru. K detekci 1ze vyuzit elektroforézu

v gelu s pulsnim pélem. Dale Ize vyuzit metodu PCR (Plourde-Owobi et al., 2005).

1.4.3.4 Identifikace Clostridium tetani

Tampony pacientd byly inokulovany na Petriho misky S krevnim agarem
bez pfitomnosti kysliku. Krevni agar obsahoval 10 % ov¢i krve. Dale byl pouzit MacConkey
agar. C. tetani byl identifikovan na zakladé Gramova barveni, citlivosti na metronidazol
a morfologii kolonii. Nefermentuje sacharidy, ale na MacConkey agaru produkuje
nazelenalou fluorescenci (Campbell, 2009).
1.4.3.5 Citlivost na ATB Clostridium tetani

Pro 1é¢bu tetanu zpuisobeného mikroorganismem C. tetani se vyuziva penicilin
a metronidazol, avsak na ko-trimoxazol je tento mikrob rezistentni. Prevence je dana

spravnou vakcinaci (Thwaites et al., 2015)
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1.4.4 Clostridium perfringens
1.4.4.1 Mikrobiologicka charakteristika Clostridium perfringens

Vegetativni buiiky jsou grampozitivni, nepohyblivé a pomérné silné tyCinky rtzné
délky. U téchto mikroorganismii se nékdy muizeme setkat S polysacharidovym pouzdrem.
Ve stitevé poté probiha tvorba ovalnych, subterminalnich spor. C. perfringens fadime
k ¢asteéné aecrotolerantnim piislusnikiim rodu. Aerotoleranci (rust za pfitomnosti kysliku)
umoziuje enzym peroxidaza (Votava a kol., 2003).

Clostridium perfringens typ A tadime spolu s Clostridium novyi typ A a Clostridium
septicum do skupiny klostridii anaerobnich traumatéz. Tito zastupci nejcastéji zpusobuji
infekce mé&kkych tkéani. Jako dalsi klostridia podilejici se na téchto infekcich miZeme tvést
C. histolyticum, C. sporogenes, C. tertium, C. sordelii a C. fallax. Infekce pusobené témito
bakteriemi jsou vétSinou smisené (Votava a kol., 2003).

Razeni infekci do 3 skupin dle spektra klinickych projevi. V prvni skuping se klostridia
chovaji jako pyogenni patogeny, nedostavaji se do mé&kkych tkani a nejsou pozorovany
ptiznaky spoluplisobeni toxind. Do druhé skupiny patii lokalizované hnisavé-nekrotické
procesy s lokalnim ucinkem toxinl klostridii. Postizeni vné fascie je epifascidlni klostridiova
flegmoza. Postizeni fascie je nekrotizujici fascilitida. Posledni skupina zahrnuje vysoce
invazivni, nekrotizujici procesy s celkovou intoxikaci, jako je klostridiova celulitida, kdy je
poskozena tkan kize a podkozi. Kdyz se pfida difuzné se Sifici nekroza kiize, podkozi

a svalstva, mluvime o tzv. plynaté snéti (Votava a kol., 2003).

1.4.4.2 Patogenita a virulence Clostridium perfringens

Obvyklym projevem infekce C. perfringens je myonekroza nebo fasciitida.
Tato infekce mize postihnout i CNS a zptsobit onemocnéni nervové soustavy, meningitidu,
encefalitidu nebo cerebralni absces. Dale mohou infekce postihnout gastrointestinalni trakt
nebo zpusobit urogenitalni potize. Toxiny jsou hlavnimi faktory virulence. Alfa-toxin neboli
CPE (C. perfringens enterotoxin) s aktivitou lecitinazy a sfingomyelinazy obsahuje N-
terminalni doménu a C-terminalni doménu, potfebnou pro interakci s vapenatymi ionty. Mezi
jeho biologické aktivity patii vétsi propustnost kapiléar, indukuje agregaci krevnich desticek,
myonekrozu, snizeni srde¢ni kontraktility a smrt (Gyles et al., 2010).
1.4.4.3 Detekce Clostridium perfringens

Vedle CPE produkuje C. perfringens jest¢ dalSich 11 extracelularnich toxina

a Vv posledni dobé byl objeven jest¢ novy toxin, nazyvany beta-2-toxin. Detekce se provadi

pomoci neutralizace biologické aktivity v kiizi mysi anebo nové metodou PCR. V pribéhu let
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pak byla navrzena tada sérologickych metod, véetné elektroimunodifuze, reverzni pasivni
hemaglutinace, fluorescen¢nich protilatek a difize do geli, které detekuji enterotoxin
C. perfringens. V soucasn¢ dob¢é se nejvice pouziva metoda ELISA a pasivni latexova

aglutinace (Labbe et al., 2006)

1.4.4.4 ldentifikace Clostridium perfringens

Pro identifikaci C. perfringens se vyuziva TSC agar s tryptozou, sifiitanem
a cykloserinem, na kterém roste C. perfringens v ¢ernych koloniich. Nedavno byla
vyzkousena nova média pro kultivaci klostridii, a to BCP (Bacillus cereus/Clostridium
perfringens) agar, coz je médium s vajecnym Zloutkem. Toto médium ovSem nebylo moc
spolehlivé. Proto bylo navrzeno BISC (s bismutem, Zelezem, siti¢itanem a cykloserinem) jako
médium selektivni pro izolaci C. perfringens. Na laktoza-zloutkovém médiu se provadi test

na ucéinnost lecitinazy (Obr. 5), kdy pozorujeme zoénu opalescence kolem kolonii (Labbe et al.,
2006).

Obrazek 5 Priikaz lecitinazy C. perfringens na Mueller-Hintonové agaru. Tento agar obsahuje
piidavek Zloutkové emulze (Udhayevel et al., 2017).
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1.4.4.5 Citlivost na ATB Clostridium perfringens

Izoléaty jsou citlivé na gentamicin, chlortetracyklin a na linkomycin. Zatimco nizka
citlivost byla prokazana u neomycinu, kotrimazinu a bacitracinu. Vsechny izolované kmeny
byly rezistentni na penicilin G. Citlivost na penicilin G se 1i8i v jednotlivych prizkumech

z dtivodu pouzivani ATB v zahrani¢nim potravinatstvi (Udhayavel et al., 2017).

1.4.5 Clostridium septicum

1.4.5.1 Mikrobiologicka charakteristika Clostridium septicum

Clostridium septicum je pohyblivy a kultivaéné nenaroény mikrob, ktery roste
na béznych kultivacnich ptidach, a to v Sedych koloniich s nepravidelnymi okraji. Nékdy u néj
lze pozorovat plazivy rist a B-hemolyzu. Ackoliv je tento mikrob anaerobni, pfitomnost
malého mnozstvi kysliku v atmosféfe neplisobi letdln€é na vegetativni formy bakterii.
Vegetativni buniky jsou pomérné variabilni, co se tyCe velikosti, a skladaji se do fetizki.

Spory jsou ulozeny subterminalné (Votava a kol., 2003).

1.4.5.2 Patogenita a virulence Clostridium septicum

Clostridium septicum je mikrob vyvolavajici plynatou gangrénu ¢i myonekrozu.
Produkce alfa-toxinu je pro tento mikroorganismus specifickd a je nezbytnym faktorem
virulence. Tato bakterie se dostava do mukozni sliznice pfi jejim naruSeni, a to hematogenni
invazi nebo pomoci nddoru. Klostridiova infekce je pfitomna pii malignim onemocnéni
z diivodu pfitomnosti kyselého a hypoxického prostfedi, které anaerobni glykolyza nadoru

poskytuje (Mirza et al., 2009).

1.4.5.3 Detekce Clostridium septicum

Jako nejspolehlivéjsi forma detekce se ukazala PCR metoda zaloZend na DNA.
Je spolehliva, rychld a jednoduchéd. Konvencéni PCR systémy se zaméfuji na 16S rRNA nebo
bi¢ikovy gen. PCR vrealném cCase vyuziva fluorescencné znacené sondy pro detekci
amplikonu. Vicekanalova detekce pak umoziiuje paralelni analyzu. Tato metoda navic

umoznuje rozliSeni C. chauvoei od C. septicum (Halm et al., 2010).

1.4.5.4 ldentifikace Clostridium septicum

Pod mikroskopem pozorujeme gramlabilni buiiky s cetnymi sporami uloZenymi
subterminalné. Na krevnim agaru rostou rychle a zptsobuji B-hemolyzu. Jsou negativni
na lecitindzu, lipazu, indol a na test na ureazu. Jsou snadno rozpoznany komercén¢ vyrabénymi
biochemickymi sadami. Jako novinka pro identifikaci vétSiny mikroorganismi se pouziva

MALDI-TOF MS, zejména v analyze proteinového slozeni bakteridlni bunky. Vysledky této
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analyzy jsou béhem nékolika hodin (UK Standards for Microbiology Investigations, Issued
by the Standards Unit, Public Heatlh England, 2015).

1.4.5.5 Citlivost na ATB Clostridium septicum
Clostridium septicum je citlivy na Sirokou $kalu antibiotik, jako je klindamycin,
penicilin a metronidazol. K 1écbé infekce tohoto druhu se muze pouzit i hyperbaricka

kyslikova terapie, neexistuje kni vSak dostatecné mnozstvi kontrolovanych studii (Mirza

et al., 2009)

1.4.6 Clostridium histolyticum, Clostridium sordelii, Clostridium sporogenes

Clostridium histolyticum patfi mezi aerotolerantni, pohyblivé, S§tihlé a silné
proteolytické mikroby. Produkuje toxin a, ktery ma letalni a nekrotizujici ucinek a zptisobuje
myonekrézu. Na myonekroze se podili i fada proteaz (napt. kolagendza). Tkané postizené
nekrézou jsou meékké, rozbtredlé a témet bez plynu.

Clostridium sordelii je téz pohyblivy mikrob, ktery S$tépi proteiny i sacharidy
a produkuje ureazu. Na rozdil od C. histolyticum se na tvorbé myonekrozy podili toxin J3,
zatimco toxicita toxinu o je zanedbatelna.

Clostridium sporogenes byva izolovan z infekénich ran a jinych polymikrobialnich
infekei. Na zvyseni invazivity a patogeneze se podili spolu s jinymi bakteriemi. Je pohyblivy
aroste ve velkych koloniich s drsnym povrchem a ¢asto tvoii -hemolyzu. Jeho spory jsou
termorezistentni (Votava a kol., 2003)

1.5 Grampozitivni anaerobni nesporulujici ty¢inky

Grampozitivni anaerobni tyCinky, které jsou nesporulujici, patii ve valné vétSing
K bézné mikroflote lidského téla. Nalézame je v duting Ustni, v nosohltanu, v tlustém stieve,
ve vagin€ nebo na ki0zi. V urcitych situacich dokazi vyvolat endogenni infekci nebo
se na jejim vzniku alesponi podilet. Morfologie je velice rozmanitd. U téchto mikroorganismu
Ize pozorovat tvar ty¢inek nékdy az zvlastnich tvart jako napt. rozstépené ¢i kyjovité ty¢inky
nebo rizné dlouhd a vétvend vladkna. Tato vladkna se nc¢kdy rozpadaji na kokovité ttvary.

Ve vlaknitych formach pak c¢asto dochdzi k vymizeni barvitelnosti ¢i gramlabilité
(Votava a kol., 2003).

1.5.1 Rod Actinomyces
1.5.1.1 Mikrobiologicka charakteristika rodu Actinomyces
Rod Actinomyces dle taxonomie spada do celedi Actinomycetaceae. Bakterie rodu

Actinomyces jsou grampozitivni, anaerobni, nesporulujici, nepohyblivé a maji tendenci
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vytvaret vétvené tyCinky a vétvena vldkna. Maji také fermentacni typ metabolismu
uhlohydrati. Doposud bylo popsano vice nez 30 druhti rodu Actinomyces, z nichz je alespon

polovina patogenni pro ¢loveéka (Actinomyces species — Antimicrobe, 2002).

1.5.1.2 Patogenita a virulence rodu Actinomyces

Aktinomycety se bézn¢ nachazeji v dutiné ustni a urogenitdlnim traktu. Vzniklé
infekce poté souviseji s témito misty. Urcitou roli hraji pfi parodontitidé a u zubnich
granulomti. Nejvyznamnéjsi je jejich Gcast na vzniku aktinomykédzy, kdy vznikaji abscesy
a pistele, zekterych vytéka hnis obsahujici shluky mikrobti nazyvané drazy
(Votava a kol., 2003). Aktinomycety ziskavaji pfistup k hlubsim tkanim pfi chirurgickych
zakrocich, pfi traumatu nebo pomoci cizich téles, které narusuji mukozni bariéru. Nevytvaieji

klasické exotoxiny a determinanty virulence nejsou podrobné znamy. Ptedpoklada se, ze maji

schopnost vyhnout se imunitnimu systému ¢lovéka (Kononen et al., 2015).

1.5.1.3 Detekce rodu Actinomyces

Pro detekci se nejvice vyuziva polymerazova fetézova reakce (PCR) se specifickymi
primery. Mezi klasické metody detekce se fadi detekce granul se sirou nebo histologické
barveni. Potvrzeni diagn6zy zavisi na mikrobiologické kultivaci. Ke studii klasickych druht

Actinomyces byla také pouzita technika DNA-DNA hybridizace (Hall, 2008).

1.5.1.4 Identifikace rodu Actinomyces

U tohoto mikroorganismu by mélo byt provedeno pifimé mikroskopické vySetieni
vzorku, kdy pod mikroskopem pozorujeme grampozitivni rozvétvujici se vlakna. Dale také
pozorujeme zrna siry, kterd jsou pro aktinomykozu charakteristickd. Identifikaci 1ze provést
I konvenénimi biochemickymi testy, ale kmeny obc¢as vykazuji irelevantni a faleSné negativni
vysledky. Nejvice vyuzivana metoda je PCR analyza se sekvenci 16S rRNA a bakterialni
identifikacni metoda zaloZzend na hmotnostni spektrometrii. MALDI-TOF MS
(Kononen et al., 2015)

1.5.1.5 Citlivost na ATB rodu Actinomyces
Druhy Actinomyces jsou citlivé na penicilin a dalsi beta-laktamova antibiotika.

Rezistentni jsou vii¢i metronidazolu a klindamycinu (Kononen et al., 2015)

1.5.1.6 Tvorba biofilmu rodu Actinomyces
Aktinomycety se nachazeji v polymikrobialnich infekcich a hraji dulezitou roli
pii tvorbé zubniho plaku. Jsou to casté kolonizatory a integruji s tadou dalSich

mikroorganismi, jako je Fusobacterium, Prevotella a Veillonella a vznika strukturni integrita
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plaku. Jakmile vznikne biofilm v pfitomnosti fermentovaného sacharidu, aktinomycety

zacnou tvofit kyseliny, coZ vede k zubnimu kazu (Kononen et al., 2015)

1.5.2 Rod Propionibacterium
1.5.2.1 Mikrobiologicka charakteristika rodu Propionibacterium

Rod Propionibacterium fadime do celedi Propionibacteriaceae (NCBI, Taxonomy
Browser, [b.r.]). Tento rod je anaerobni obdobou rodu Corynebacterium. Z morfologického
hlediska se jedna o grampozitivni tyCinky kyjovitého tvaru. Zastupci tohoto rodu obyvaji
béznou mikrofloru kiize, dutiny tstni a nosohltanu. Dale také gastrointestinalni a urogenitalni
trakt. Bakterie rodu Propionibacterium maji schopnost produkovat lipazu, coz hraje
vyznamnou roli pfi tvorb& akné. Jsou jednim z nejcastéjSich nesporulujicich anaerobl
nalézanych v klinickém materialu. Nejvyznamné&j$im zastupcem je Propionibacterium acnes

vyvolavajici akné na obliceji (Votava a kol., 2003).

1.5.2.2 Patogenita a virulence rodu Propionibacterium

Propionibacterium acnes je oportunni patogen zpusobujici celou fadu infekci
a zanétlivych stavli. Nejvice je spojovan s acne vulgaris (poskozena funkce mazovych zlaz)
apfispiva k zanéctlivé fazi této nemoci. Infekce Prop. acnes byvaji také spojené

s chirurgickym zakrokem, traumatem nebo pfitomnosti ciziho télesa (Perry et al., 2006).

Tabulka 2 Infekce, jejichZ pFi¢inou je Propionibacterium acnes (Perry et al., 2006)

Infekce Predisponujici faktor
Discitida chirurgicka operace
Spondylodiscitida epiduralni katetr
Infekce CNS neurochirugické zakroky
Endokarditida uméla aortalni chlopen
Osteomyelitida lumbalni punkce
Endoftalmitida pooperaéni stavy
Kloubni infekce umélé klouby

Prop. acnes roste velmi pomalu a je odolny viéi fagocytoze, coz znamena, ze muze piezivat
intraceluldrn€ uvnitt makrofagii. Rezistence k fagocytéze miZze byt zpiisobena diky struktufe
komplexnich bunéénych stén organismu, ktera ma vlaknitou povrchovou vrstvu. Prop. acnes
bylo na zakladé aglutina¢nich testi bunééné stény a cukri organismu rozdéleno na typ I a II,
pticemz typ II neni schopen fermentovat sorbitol. Patogenita tohoto mikroorganismu

je zalozena na produkci bioaktivnich exocelularnich produkti a jejich interakci s imunitnim
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systémem. Samotny mikroorganismus mize aktivovat komplement klasickou i alternativni

cestou. To vede k tvorbé C5-dependetnich chemotaktickych faktort (Perry et al., 2006).

1.5.2.3 Detekce rodu Propionibacterium

V klinickych laboratotich se pouzivaji metody kultivace, sérologické testy, specificka
polymerazova tetézova reakce (PCR) zalozend na detekci 16S rRNA a dalsi. AvSak tyto
metody jsou zalozeny na znadmych sekvencich nebo komponentach a vétSinou se zaméiuji jen
na znamé patogeny, coz je jejich nevyhoda. Sekvence nové generace (NGS) je novy
a atraktivni nastroj pro detekci patogenti Sirokého spektra. Tyto sekvence maji potencial
detekovat a identifikovat ruzné druhy patogeni (YE et al.,, 2015). Kdetekci tohoto
mikroorganismu a jeho biofilmu Ize vyuzit 1 metodu FISH, DAPI a imunofluorescencni
mikroskopii. Tyto metody se pouzivaji pro vizualizaci Prop. acnes Vv koznich

kompartmentech pacientd s akné (Alexeyev et al., 2012).

1.5.2.4 ldentifikace rodu Propionibacterium

Tento mikrob ma specifickou makroskopickou i mikroskopickou morfologii.
Je katalaza pozitivni a vétSina kmend je indol pozitivni. Identifikace byla provadéna
konven¢nimi reakcemi jako je CAMP test, indol, redukce dusi¢nanti, kataldza a detekce
kyseliny propionové jako produktu metabolismu (Bossard et al., 2016).

K identifikaci a rozdéleni Prop. acnes je v dnesni dob& pouzivana imunofluorescenéni
mikroskopie s pouzitim specifickych antisér, molekularni techniky zahrnujici analyzu
sekvence recA a ndhodna amplifikace polymorfni DNA. V laboratofich se vyuziva MALDI-
TOF MS (Bossard et al., 2016).

1.5.2.5 Citlivost na ATB rodu Propionibacterium

Prop. acnes je citlivy na Sirokou Skalu ATB a infekce se snadno 1é¢i. Nejvyssi citlivost
vykazuje tento mikroorganismus k metronidazolu, zatimco aminoglykosidy jsou jen slabé
aktivni. NejvyS$i uroven rezistence je pozorovana u klindamycinu, erytromycinu
a tetracyklinu. Tato rezistence je spojovana S rozSifenym pouzivanim ATB k lé¢bé akné

(Perry et al., 2011).

1.5.2.6 Tvorba biofilmu rodu Propionibacterium
Prop. acnes tvofi biofilmy in vivo a in vitro u fady zdravotnickych prostfedki.
Na tvorb¢ biofilmu se podileji tfi skupiny gent kddujici enzymy potiebné k biosyntéze

extracelularnich polysacharidi a adheznich proteinti. Produkce biofilmu mize byt
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determinantou virulence umoziujici infekce protetickych prostfedkd. Tvorba biofilmu

Vv pilosebaceovém folikulu funguje jako ¢ast akné zatky (Perry et al., 2011).

1.6 Grampozitivni anaerobni koky
Do této skupiny fadime grampozitivni koky, pro néz je typicky rtist za anaerobnich
podminek, a jsou ptibuzné klostridiim. Obvykle tvofi dvojice, tetrady nebo kratké fetizky.

V klinickém materialu se nejvice vyskytuje rod Peptostreptococcus (Votava a kol., 2003).

1.6.1 Rod Peptostreptococcus
1.6.1.1 Mikrobiologicka charakteristika rodu Peptostreptococcus

Rod Peptostreptococcus fadime do ¢eledi Peptostreptococcaceae (NCBI, Taxonomy
Browser, [b.r.]). Jsou to anaerobni grampozitivni koky. Nejvyssi patogenitu v ramci rodu maji
Peptostreptococcus magnus, Peptostreptococcus anaerobius a  Peptostreptococcus
asaccharolyticus. Mezi dalsi klinicky vyznamné druhy patii Peptostreptococcus micros
(ptvodce infekce dutiny ustni), Peptostreptococcus vaginalis, Peptostreptococcus prevotii
a Peptostreptococcus tetradius (Votava a kol., 2003).

Bakterie Pep. stomatis jsou uspofadany ve dvojicich nebo kratkych fetizcich. Jejich
kolonie jsou kruhovité, neprtihledné, leskl¢, krémové az bile s uzkym Sedym obvodovym
prstencem. Fermentuje glukozu, fruktozu a maltozu. Mezi koneéné produkty patii kyselina
octova a isokapronova a mens$i mnozstvi kyselin izomaselnych a isovalerovych. Je ¢lenem
oralni komensalni mikrofléry (Murphy et al., 2013).

Pep. anaerobius tvoii kokobacily uspofadané do kratkych fetizkii. Kolonie jsou Sedé
S mirné€ vztycenym Sedym stfedem a rostou na obohaceném krevnim agaru rychleji neZ ostatni
mikroorganismy, ¢imz vyvolavaji sladky zépach. Nachézi se v gastrointestindlni a vaginalni

flote (Murphy et al., 2013).

1.6.1.2 Patogenita a virulence rodu Peptostreptococcus

Peptostreptokoky patii mezi patogeny tvofici infekce v hornich cestach dychacich.
Tyto anaerobni streptokoky se vétSinou nachéazeji ve smiSenych aerobnich ¢i anaerobnich
infekcich. Zptisobuji infekce dychaciho traktu, mékkych tkani a dokdzi vyvolat akutni zanét

stfedniho ucha, kréni lymfadenitidu a akutni zanét vedlejsich dutin nosnich (Brook, 2017).

1.6.1.3 Detekce rodu Peptostreptococcus
K detekci produkce tekavych mastnych kyselin se vyuziva kapalinova nebo plynova
chromatografie. Jelikoz je to velice nakladna a casové naro¢na technika, v klinickych

laboratofich se moc nepouziva. Rychlejsi alternativa pro detekci a identifikaci se nabizi PCR
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technika. PCR analyza byla vyvinuta za pouziti primerového paru zaméten¢ho na 16S rRNA
gen Pep. magnus a vyuzita k detekci tohoto mikroba ve vzorcich subgingivalniho plaku

U pacienti s parodontitidou a s akutnimi dentoalveolarnimi abscesy (Riggio et al., 2003).

1.6.1.4 Identifikace rodu Peptostreptococcus

Identifikace jednoho z nejcastéjsich peptostreptokoki Pep. magnus je velice obtizna
z dvodu Spatné odlisitelnosti od P. micros. Pouzité testy jako je kultivace, produkce
alkalické fosfatazy a fermentace sacharidu k identifikaci nestaci, proto se pteslo k posuzovani
jejich proteolytickych aktivit za pouziti pfedem vytvofenych enzymovych kita (Riggio et al.,
2003).

1.6.1.5 Citlivost na ATB rodu Peptostreptococcus

Udaje o citlivosti rodu Peptostreptococcus na ATB nejsou piili§ dostupné. Na testy
citlivosti byly pouzity izolaty pochézejici z riznych klinickych materiall, jako jsou viedy,
kozni vzorky, vzorky hnisavého genitourindlniho traktu a gastrointestindlni vzorky.
Mikroorganismy pak byly testovany na rizna ATB, a to amoxicilin, amoxicilin/klavulanova
kyselina, cefoxitin, ertapenem, azithromycin, klindamycin, metronidazol a moxifloxacin.
Pep. stomatis vykazuje citlivost ke vS§em ATB se zvySenou citlivosti ke klindamycinu.
Zatimco Pep. anaerobius vykazuje stfedné odolnou MIC vici jednomu nebo vice 1ékim,
véetné amoxicilinu, amoxilin/kyseliny klavulanové, cefoxitinu a moxifloxacinu. Jako jeden
z nejucinngjSich 1éki se ukéazal metronidazol. Jelikoz byl v jedné studii prokdzan gen
rezistence vUC¢i nitroimidazolu, v budoucnu bude nutné sledovat u toho mikroorganismu

rezistenci na metronidazol (Murphy et al., 2013).
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2 Biofilm

2.1 Definice biofilmu

Biofilm mtzeme popsat jako sestavu mikrobialnich bunék. Tato sestava je nevratné
spojena s povrchem a uzaviena v primarné polysacharidové matrici. V biofilmu lze pozorovat
1 Castice nebakteridlniho typu, jako napf. mineraly, ¢astice koroze, jilu nebo krevnich slozek,
a to v zavislosti na prostiedi, kde se biofilm nachazi (Donlan, 2001).

U bakterialniho biofilmu dochazi na Grovni genové transkripce K vyraznym rozdilim
ve srovnani s planktonné zijicimi bunkami. Proto lze brat tvorbu biofilmu jako postupné
se vyvijejici evolu¢ni proces (Kvasni¢kova a kol., 2016).

Bakterialni biofilmy lze tedy nalézt na Sirokém spektru povrchi, véetn€ Zivych tkani,
vnitinich zdravotnickych prostiedkii az po vodovodni potrubi nebo ptirodni vodni systémy
(Donlan, 2001). A pravé tvorba biofilmu v lidskych tkanich ¢i zdravotnickych prostiedcich

vede ke vzniku 1 zivot ohrozujicich infeket.

Obrazek 6 Bakterialni biofilm. Elektronova mikrofotografie pii zvétSeni 21 850 x, kterd ukazuje
detaily povrchu biofilmu, hydratované matrice polysacharidu a bilkoviny tvofené agregaty bakterii
rodu Staphylococcus aureus (Hilton et al., 2012).
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2.2 Struktura biofilmu

Biofilm se sklada ze dvou ¢asti, a to z mnohobunécéného spolecenstvi bunék prilnutych
k povrchu a vlastni produkce EPS. Diky existenci EPS s rtiznou hustotou je pak jednovrstevna
¢i trojrozmérna struktura biofilmu heterogenni, tzn. nestejnoroda. EPS obecné obsahuje
polysacharidy, proteiny, glykolipidy, extracelularni DNA (eDNA) a je vyznamna
pro morfologii biofilmu, jeho funkci a pieziti v nepfiznivych enviromentalnich podminkach.
Extracelularni polymerni latky tvofi hlavni ¢ast matrix v biofilmu. K propojovani
polymernich vldken a zvySeni vazebné schopnosti biofilmu slouzi neutrdlni nebo
polyanionické polysacharidy, které zjednodusuji sdruzovani dvojmocnych ionta
(Linetal., 2017). EPS ma na starost okamzit¢ podminky Zivota bun€k v biofilmu, a to
ovlivnénim porozity, hustoty, obsahu vody, sorpcnich vlastnosti, naboje, hydrofobie
a mechanické stability (Flemming et al., 2007).

Enzymy, které jsou pfitomny v extracelularni matrix (ECM), plni funkci degradace
ve vodé rozpustnych 1 nerozpustnych biopolymeri a podili se na ochrané biofilmu
pted biologicky aktivnimi latkami (Kvasnickova a kol., 2016).

Velice diskutovanym tématem je pritomnost eDNA v extracelularni matrix biofilmu.
Funguje jako propojovaci mustek, jak mezi buitkami, tak mezi buiikou a substratem ¢i jinou
slozkou. St&peni eDNA pomoci DNAA4zy vykazuje uréitou téinnost v boji proti biofilmiim
(Chen et al., 2018).

Takto vznikla mikrobialni spolecenstvi jsou protkdna vodnimi kandlky, umoZnujici
transport esencidlnich Zivin, kysliku a odpadnich slozek k bunikkdm nebo od nich do okolniho
prostiedi (Kvasnickova, 2016). Podle dostupnosti Zivin a rozmanitosti mikrobidlnich druhd
rozliSujeme poté riznou tloustku biofilmu, kterd muize dosahovat fadové az stovek

mikrometra (Watnick et al., 2000).

2.3 Vyhody piezivani bakterii v biofilmu

V dnesni dobé existuje jiz nékolik hypotéz zabyvajicich se vyhodami ptezivani
bakterii v biofilmu. Jednak jsou to povrchy, které poskytuji prostor pro adhezi a urcity stupen
stability ristu. MiZou vSak mit i katalytické funkce diky lokalizaci bun¢k v tésné blizkosti.
Dalsi vyhoda je ochrana pted plisobenim rtiznych nezadoucich vlivii jako napt. UV zafeni,
toxicita zptisobena kovy a pusobeni kyselin. Také chrani bakterie pfed dehydrataci, salinitou,
pusobenim riznych antimikrobidlnich ¢inidel a nékterych antibiotik (Hall-Stoodley et al.,
2004).
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Jednou z dalsich velice dilezitych vyhod je metabolickd rozmanitost u heterogennich
biofilmt. Trojrozmérna struktura biofilmu méa za nasledek diftizni limitaci. Ta pak méni
dostupnost zivin, pH a obsah kysliku. Toho ovSem umi bakterie vyuzit a vyuzivaji produkt
jednoho mikroorganismu jako substrat pro jiny komenzalni druh (Kvasni¢kova a kol., 2016).

Genetickou adaptaci povazujeme za jeden ze zdkladnich kament pteziti bakterii.
V ramci genetické adaptace pozorujeme rizné mutace a rekombinace v ramci genu, ziskavani
nového genetického materidlu nebo regulace uz existujiciho genetického materidlu. Flexibilita
genové exprese umoziuje bakteriim preziti v rychle se meénicim prostiedi a prezivani
na vétsiné mist celého svéta. Bakterie, schopné kolonizovat lidsky organismus, jsou poté
obzvlast kreativni, co se tyce jejich regulacnich procesti, a hlavné odolavani antimikrobidlni
1écby. Témto bakteriim nevadi pfechod z Zivotniho prostfedi do prostfedi lidského hostitele,
ptizplsobuji se dostupnosti zivin a bojuji proti primarni i sekundérni imunité lidského téla

(Jefferson, 2004).

2.4 Nalez biofilmu v lidském organismu

Donedavna byla spole¢nost postihnuta akutnimi epidemickymi infek¢nimi chorobami,
se kterymi se vypofadaly az vakciny nebo antibiotika. Tyto choroby zplsobovaly
planktonické buriky specializovanych patogent, jako jsou Vibrio cholerea nebo Yersinia
pestis. Moderni akutni infekce dokazeme dnes 1éCit pomoci antibiotik a nepovazuji
se za biofilmové (Costerton et al., 1999).

Nicméné vice nez polovina infekénich onemocnéni je biofilmového plivodu.
Pii prokazovani biofilmového onemocnéni bylo vyuZito hlavné elektronové mikroskopie.
Taprokédzala biofilmovd ohniska nejen na zdravotnickych prostiedcich, ale i v tkanich
odebranych z chronickych infekci. Tyto infekce mohou byt zptisobeny jednim i vice druhy
bakterii (Bin Abu Bakar, 2018).

Na obrazku €. 2 pozorujeme tii nejcastéjs$i formy vstupu biofilmové infekce do téla.
Nejcastéji je spojovana tvorba biofilmu s chronickymi infekcemi plic a zdnéty stfedniho ucha.
Biofilmy se dale tvofi na umélych zubnich ¢i kloubnich nahradach, a také na zilnich
katetrech, slouzicich k podavani tekutin a vyzivy. Casto se tvoii i v moovych katetrech.
Vznik biofilmu souvisi 1S tzv. periontitidou neboli zanétem ozubice

(Kvasnickova a kol., 2016).
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Obrazek 7 Cesty vstupu infekce do téla. Schematické znazornéni tii moznych bodi vstupu
infekéniho biofilmu do t&la: katétr, nahrada kycelniho kloubu a periodontalni onemocnéni. Sipky poté
ukazuji, jak by mohl byt infek¢ni biofilm rozptylen po celém téle, a to jak samostatnymi buiikami,
tak i shluky bun¢k (Hall-Stoodley et al., 2004, piepracovano 03-27-2018)

2.5 Nejcastéjsi biofilmové infekce a jejich pivodci

Mikroorganismy mohou zptsobovat v lidském organismu infekci a zanét, a to tak,
ze pronikaji do kiZze, resp. mukoézni membrany nebo kazi, resp. mukdézni membranu
poskozuji. Tento stav poté vede ke vzniku zanétu v organismu. V lidském téle existuje i tzv.
prirozend mikroflora. Ta se vyskytuje na kiizi a sliznicich (usta, stfevni trakt, vagina a distalni
ast mocové trubice). Césti slizni¢nich membran (napf. stfedniho ucha, vedlejsich nosnich
dutin, respiracnich zon plic, déloha atd.) pfirozenou mikrofloru nemaji, jsSou vsak bakteriemi
napadany (Dappa et al., 2013). Kdyz se ptirozené prostiedi organismu patologicky zméni,

zacne télo okamzité reagovat aktivovanim obrannych mechanismti.
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Nize uvedena tabulka zobrazuje souhrn nejcastéjSich onemocnéni a infekci spojenych

s tvorbou biofilmu (Tabulka 3).

Tabulka 3 Biofilmova onemocnéni. Césteény seznam infekci lidského organismu zahrnujicich
biofilm (Costerton et al., 1999, piepracovano 03-27-2018)

Infekce nebo onemocnéni

Bakterialni druhy podilejici se na tomto
onemocnéni

zubni kaz

periodontitida
zanét sttedniho ucha
chronicky zanét mandli
cysticka fibroza

endokarditida

nekrotizujici fasciitida
infekce svalt a kosti
osteomyelitida
infekce zlucovych cest
infek¢ni ledvinové kameny
bakterialni prostatitida

Gram-pozitivni koky
(Streptococcus sp.)
Gram-negativni anaerobni Gstni bakterie
nestanovitelny Haemophilus influenzae
ruzné druhy
Pseudomonas aeruginosa
Burkholderia cepacia
viridujici skupiny streptokoka,
stafylokokti
skupina A streptokokui
Gram-pozitivni koky
rizné druhy
stievni bakterie
Gram-negativni ty¢inky
Escherichia coli a ostatni Gram-negativni bakterie

Infekce spojené s cizim télesnym materialem

kontaktni cocky
stehy
pneumonie spojena s plicni ventilaci
umelé srdecni chlopné
cévni $tépy
arteriovendzni umélé propojeni
infekce zplsobené endovaskularnim katétrem
mozkomi$ni mok
peritonealni dialyza spojena se zanétem
pobfisnice
infekce spojena s moCovym katétrem
penilni protézy
ortopedické protézy
IUDs

P. aeruginosa, Gram-pozitivni koky
stafylokoky
Gram-negativni ty¢inky
stafylokoky
Gram-pozitivni koky
stafylokoky
stafylokoky
stafylokoky

rizné druhy

E. coli, Gram-negativni ty¢inky
stafylokoky
stafylokoky

Actinomyces israelii a ostatni

2.6 Anaerobni druhy bakterii spojené se vznikem infekci

Infekéni choroby patifi mezi jedind onemocnéni, V jejichZz patogenezi se uplatiuje

vzajemné pusobeni mezi ¢lovékem ¢i zvifetem a né€jakym patogennim mikroorganismem.

O vniknuti do organismu c¢lovéka rozhoduji 3 faktory. Jsou to vlastnosti mikroorganismu

(patogenita, virulence a odolnost proti obrannym mechanismim), schopnost organismu
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se proti agens branit a mnozstvi mikroorganismu, které se dostalo do t¢éla. Anaerobni druhy
mohou vyvolédvat infekci pii poruse ¢i nekroze tkang, resp. kdyz se dostanou na jiné misto,
nez je jejich piirozené, nebo pii oslabeni imunity daného jedince. Infekce v oblasti dychaciho
ustroji a hlavy souviseji s florou dutiny Gstni, zatimco infekce v oblasti bfiSni a panevni
souviseji s florou ve stftevech. Druhy infekce jsou také zavislé na slozeni bakterialni flory
kazdého clovéka a jsou individudlni. Rod Bacteroides a Fusobacterium nejéastéji nalézame
v okoli ust a faryngu. V okoli distalni Casti zazivaciho traktu se nachazeji jak bakteroidy,
fusobakteria, tak i klostridia (Cerny, 2008).

infekce, fadime druhy Clostridium spp., Fusobacterium spp., Peptostreptococcus spp.,

Bacteroides spp., Prevotella spp., Actinomyces spp., Porphyromonas spp. a jiné.
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ZAVER
Cilem této bakalaiské prace bylo objasnit infekce spojené s anaerobnimi bakteriemi a jejich

moznost tvorby biofilmu.

V prvni c¢asti bakalaiské praci jsou popsany jednotlivé rody anaerobnich bakterii, které
se ucastni vzniku infekce, a to jejich mikrobiologicka charakteristika a taxonomické zatazeni.
Déale byla popsana patogenita a faktory virulence kazdého mikroorganismu, které jsou
prioritni pro vznik dané infekce a onemocnéni. Bakterie se snazi vyuzit vSech dostupnych
prostiedktl, jako napft. produktt reakci, ¢asti svého t€la, imunity hostitele ¢i tvorby biofilmu,

K preziti a rozmnozovani uvnitf hostitele.

K prvni ¢asti prace patii i detekce a identifikace mikroorganismi. V béznych laboratornich
praxich se vyuzivaji metody kultivace na selektivni ¢i neselektivni média, biochemické testy,
které jsou komer¢né dodavany jednotlivymi firmami nebo rizné citlivéj$i metody, mezi které
patii hlavné¢ metoda PCR, MALDI-TOF MS ¢i ELISA. Tyto metody vSak nejsou z divodu

vysokych nékladii dostupné pro vSechny laboratofe.

U kazdého mikroorganismu byla také popsana citlivost na antibiotika. Citlivosti na antibiotika
se vyuziva hlavné v identifikaci mikroba a pii volbé 1é€by dané infekce ¢i onemocnéni.
V soucasné dobé se vSak zvySuje schopnost rezistence vuc¢i antibiotikim u jednotlivych
pouzivani pii 1écb€ banalnich nemoci. Lékafi a vyzkumni pracovnici se obavaji rezistence
bakterii vic¢i antibiotikim a stdle hledaji nova sloZeni antibiotik ¢i jiné metody 1écby
onemocnéni, aby nedoSlo k pandemickému rozSifeni nemoci. Otazka antibiotik bude

v budoucnu jesté hodn¢ diskutovana.

Druhd ¢ast bakalarské prace se zabyva tvorbou biofilmu jako takového. Biofilm, ktery
miZzeme popsat jako strukturu mikrobidlnich bunék pfilnutou k n&jakému povrchu a obalenou
matrici, slouzi predevS§im k ochrané a preziti mikroorganismu. Biofilmy jsou bud
jednodruhové ¢i smiSené. Ve smiSenych biofilmech funguje princip kooperace, kdy ¢innost
jednoho mikroorganismu podporuje rust druhého mikroorganismu a naopak. Tento stav
je pro bakterie velice vyhodny a chrani je pfed nepfiznivymi podminkami a néslednym
usmrcenim. Tvorba biofilmu se stava sttedem pozornosti vyzkumnikl na celém svéte, jelikoz
se stale objevuji nové funkce jednotlivych procest uvniti biofilmu a roste diky nim rezistence

vuéi antibiotikGm.
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