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ANOTACE

Tato bakalarska prace v prvni Casti obsahuje zakladni charakteristiku vyznamnych
striktné anaerobnich bakteridlnich rodd vyskytujicich se ve stfevé s uvedenim jejich
biochemickych vlastnosti, vyskytu, faktori patogenity, mikroskopickych charakteristik
a kultiva¢nich moznosti. V dalsi ¢asti popisuje vyvoj stievni mikrobioty v prubéhu ontogeneze
Cloveéka a jeji vyznam ve zdravém stfevé 1 moznost plisobeni negativniho. V ramci stievnich
onemocnéni je dulezita prevence a 1écba, kterd je uvedena ve tieti kapitole spolu s laboratorni

diagnostikou.

KLICOVA SLOVA

stfevo, stfevni mikrobiota, anaerobni bakterie, stfevni onemocnéni

TITLE

Anaerobic intestinal bacteria and their importance

ANOTATION

This bachelor thesis contains basic characterization of important strictly anaerobic
bacterial genera occurring in the intestine, including their biochemical features, occurrence,
pathogenicity factors, microscopy and cultivation. It also describes the development of
intestinal microbiota during human ontogenesis and its importance in the healthy intestine as
well as negative effects. Prevention, treatment and laboratory diagnostics of intestinal diseases

is important and this information is in the third part of this bachelor thesis.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CFU

CRC

CRP

ELISA

FIT

FOBT

GIT

GDH

IBD

iFOBT

IL

PCR

PSA

PSB

ROS

SCFA

WCB

WCBM

ZPS

z angl. colony forming unit (kolonie tvofici jednotky)

z angl. colorectal cancer (kolorektalni karcinom)

C—reaktivni protein

z angl. enzyme linked immunosorbent assay (enzymova imunoanalyza)
z angl. fecal immunochemical test (imunochemické testovani stolice)

z angl. fecal occult blood test (test na okultni krvacent)
gastrointestinalni trakt

glutamatdehydrogendza

z angl. inflammatory bowel disease (zanétliva stievni onemocnéni)

z angl. immunochemical fecal occult blood test (imunochemické

testovani stolice)

interleukin

z angl. polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
polysacharid A

polysacharid B

z angl. reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)

z angl. short chain fatty acid (mastna kyselina s kratkym fetézcem)
médium Wilkins-Chalgren pro bifidobakterie bez pfidaného mupirocinu
médium Wilkins-Chalgren pro bifidobakterie s pfidanym mupirocinem

zwitterionické polysacharidy



UvVOD

Mizeme se setkat s prirovnanim, ze stievo je jako druhy mozek, nebo ze existuje
pomyslnéa osa mezi mozkem a stievem. Uz 1 fakt, ze stfevni mikrobiom (ktery zahrnuje soubor
vSech genli danych mikroorganismi) obsahuje mnohonasobn¢ vice genl nez je v celém
organismu Clovéka, nam udéava skutecnost, ze stievo a jeho komenzalové maji vyznamnou
a nepostradatelnou funkci vramci nejen télesného, ale i1 dusSevniho zdravi jedince.
V soucasnosti je namisto stfevni mikroflory uzivan pojem stfevni mikrobiota vystihujici soubor

vSech mikroorganismu osidlujicich stfevo lidi i1 zvifat, a to v fadu az n¢kolika desitek miliard.

Predmétem této bakalaiské prace jsou bakterie anaerobni, které se ve stieveé vyskytuji
nejhojnéji, a to zdivodu pfitomnosti kysliku pouze ve velmi nizkych koncentracich.
V minulosti bylo obtizné takovéto mikroorganismy kultivovat, protoze aerobni podminky
netoleruji a tudiz pfi nich nerostou a nemnozi se. Nejpocetnéjsi vyskyt bakterii s anaerobnim
metabolismem zaznamendvame u kmenU Bacteroidetes a Firmicutes. Nedilnou soucasti
metabolismu téchto komenzali je tvorba mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA), které
vznikaji $t€penim sacharidii a maji ptiznivy G€inek. Pokud vSak dojde k naruSeni rovnovahy
mezi prospéSnymi bakteriemi a t€émi Skodlivymi, nastava stav zvany dysbioza, ktery mize vést

ke vzniku stifevnich chorob.

Cilem této bakalafské prace je charakterizovat striktné anaerobni bakteridlni rody
a jejich nejvyznamnéjsi zastupce nachazejici se ve stievé lidi. Dale popsat jejich vyznam jak
pozitivni, v podobé symbiodzy s hostitelskym organismem a probiotik, tak i negativni, coby
etiologickych agens stfevnich onemocnéni a v neposledni fad¢ uvést moznosti prevence, 1écby

a laboratorni diagnostiky téchto onemocnéni.
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1 ANAEROBNIi BAKTERIE

Objev bakterii netolerantnich ke kysliku sah4 do druhé poloviny 19. stoleti, kdy Louis
Pasteur zkoumal fermentacni procesy. Tehdy dokazal, Ze fermentace butyratu byla zptisobena
mikroorganismem, ktery zil za neptitomnosti kysliku. Bakterie se kultivovaly v axenické
kultute, v uzavienych sklenicich ¢i anaerobnich komorach. Proces kultivace byl zdlouhavy,

obtizny a drahy (Ndongo et al., 2020).

Vétsina bakterii nachazejicich se ve stfevé jsou anaeroby. Pro striktné anaerobni
bakterie je vzdusny kyslik toxicky i v malém mnozstvi. Mliizeme je rozdé€lit do 2 zdkladnich
skupin, a to sporulujici a nesporulujici anaeroby. Obecné v distalnich oblastech je vySsi osidleni
bakteriemi, protoze stfevo nevytvafi, na rozdil od zaludku, kyselé prostiedi, které¢ by bakterie
nicilo. V tenkém stfeveé je jesté osidleni nizké, nejvyssi je ve stieveé tlustém. Metabolismem
anaerobnich bakterii vznika napf. kyselina octova, maselna ¢i mlécna, které potlacuji rlst jinych
mikroorganismul (Bednaf et al., 1996). Nejvétsi podil (vice nez 90%) stievnich bakterii patii do
kmenl Bacteroidetes a Firmicutes (Reinoso Webb et al., 2016) a prevladajicim rodem je

Bacteroides (Donelli et al., 2012).

Clovék My3

Bl Firmicufes B Firmicutes

B Bacfteroidetes mm Bacreroidetes

1 Actinobacteria mm Tenericutes

] Proteobacteria 1 Proteobacteria
Bl Thermotogae
B Ostatni

Obrazek 1 Zastoupeni jednotlivych bakteridlnich kment u lidi a mys$i (Reinoso Webb
etal., 2016)
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Slozeni dospélé mikrobioty se 1isi dle riznych koncentraci kysliku po celé délce
traviciho traktu. Proximalni ¢asti (zaludek, duodenum) obsahuji vice kysliku nez ty distalni,
proto zde nachazime vétsi mnozstvi aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii. Distalni ¢asti
tenkého stfeva a stfevo tlusté je osidleno obligatnimi anaeroby, protoze zde kyslik neni viibec,

¢i pouze v malych koncentracich (Reinoso Webb et al., 2016).

Metabolismem anaerobd vznikaji reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species,
ROS). Jsou to silnd oxidacni ¢inidla, kterd jsou pro né velmi toxicka, jelikoz striktn¢ anaerobni
mikroorganismy nemaji tolik antioxidac¢nich obrannych systémi proti témto reaktivnim

formam kysliku.

Kyslik je nezbytnym substratem pro mnoho enzymi zivych organismtl, rozdilem jsou
ale praveé anaeroby. Nejsou schopny syntetizovat dychaci fetézec s molekulou kysliku jako
kone¢nym piijemcem elektronu. Béhem oxida¢né-redukénich reakci kyslik tvoii ROS, jako je
hydroxylovy radikal, peroxid vodiku a superoxidovy radikal. Hromadéni téchto radikali mtize
zpisobit poskozeni DNA a nésledné¢ smrt buiiky. Bakterie, které toleruji kyslik, se proti t¢émto
toxickym slouc¢eninam brani enzymaticky, pomoci superoxidové dismutdzy, superoxiddzové
reduktazy, peroxiddzy a katalazy. Studie za poslednich 30 let ukazuji, Ze i striktni anaeroby
maji nékteré z obrannych enzymtl, jako je katalaza nebo superoxidova reduktaza. Cim vyssi je
aktivita téchto enzymd, tim vice dokazi kyslik tolerovat. Obligatni anaeroby délime na striktni,
které nepteziji tenzi kysliku vétsi nez 0,5 % a pak na mirné obligatni anaeroby, které jsou

schopné rist v prostiedi s 2 % az 8 % kysliku (Ndongo et al., 2020).

1.1 GRAMNEGATIVNI ANAEROBNI TYCINKY A VLAKNA
1.1.1 Rod Bacteroides

Doména Bacteria
Kmen Bacteroidetes
Trida Bacteroidia
Rad Bacteroidales
Celed’ Bacteroidaceae
Rod Bacteroides

Druh B. thetaiotaomicron, vulgatus, fragilis, distasonis, ovatus
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Tento rod je dnes tvoien pouze skupinou Bacteroides fragilis. Skupina Bacteroides
melaninogenicus je jiz tfazena do rodu Prevotella a dalsi zastupci jsou fazeni do rodu
Porphyromonas. Tyto dva nové rody spojuje vlastnost tvofit pigment (Bednai et al., 1996;

Votava et al., 2003).

Ve zdravém dospélém stfevé mulze byt kmen Bacteroidetes zastoupen v Sirokém
rozmezi, a to 20-80 % z celkového poctu bakterii a jejich zastoupeni se mezi jedinci rtizni.
V porovnani s Firmicutes je vyskyt této skupiny béhem celého Zivota vice staly. Tento rod
bakterii je mozZno izolovat jiz u kojencl v prvnich dnech Zivota, jejich pocet se vSak zvysi az se
zavedenim tuhého jidla (Sheila, 2015). Genom rodu Bacteroides obsahuje geny pro syntézu
kapsularnich polysacharidd, které jsou dulezité pro kolonizaci traviciho traktu, ve kterém diky
nim ptezivaji. Déle stimuluji imunitni systém (Wrzosek et al., 2013). Pouzdra byla pozorovana
u B. fragilis, B. ovatus a B. thetaiotaomicron. Dal§i buné¢nou strukturou mohou byt plazmidy.
Nékteré plazmidy nesou geny pro rezistenci proti antibiotikiim a u nékterych malych plazmida

neni fenotyp znam.

Bacteroides vulgatus a B. thetaiotaomicron jsou nejpocetnéj$i zdstupci stfevni
mikrobioty. B. fragilis je zastoupen pouze z 0,5 %, piesto je nejcastéji izolovan od pacientl

s bakteriemii nebo nitrobfiSnimi infekcemi (Falagas a Siakavellas, 2000).
Biochemické vlastnosti

VétSina zastupctl je rezistentni na 20% Zlucové soli. Jejich znamym znakem je rozklad
polysacharidii pomoci hydrolaz, transferaz ¢i polysacharidovych lyaz na jiz zminéné mastné
kyseliny s kratkym tetézcem, které slouzi jako zdroj zivin a energie. Jsou schopny rozlozit
rizné polysacharidy, hlavné také nestravitelnou vladkninu. Bacteroides uniformis je schopen

pohltit tuk z potravy, snizit hladinu cholesterolu a triacylglycerold (Tan et al, 2019).
Vyskyt

Bakteroidy se vyskytuji nejCastéji na povrsich sliznice tlustého stieva, vaginy, dale
rovnéz sidli v dutin€ ustni, konkrétné jsou soucasti dentdlniho plaku, dasni ¢i jazyka (Falagas

a Siakavellas, 2000).
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Patogenita a faktory patogenity

Rod Bacteroides je nejcastéji izolovany patogen z klinickych vzorki. Do klinicky
dalezitych zastupct patii skupina B. fragilis, ktera zahrnuje B. fragilis a dale druha skupina, do
které¢ tadime B. thetaiotaomicron, B. ovatus, B. distasonis, B. vulgatus, B. uniformis
a B. caccae. Infekce zplsobené témito bakteriemi jsou endogenni, coz znamena, ze
mikroorganismy jsou u pacienta ptitomny jesté pred zacatkem infekce (Falagas a Siakavellas,
2000). Nejsou primarné invazivni, ale jejich extracelularni enzymy mohou zpisobit jejich
virulenci, zdroven jsou vSak dilezit¢ pro rGst bun€k. Enzymy, jako je hayluronidaza,
chondroitin sulfataza, fibrinolyzin, DNA4za, lipaza, proteaza a neuraminidaza, mohou poskodit
bunky i tkané. Tento rod je rezistentni na [-laktamova antibiotika, jako je penicilin
a cefalosporiny, a to z divodu produkce B-laktamézy. Tento enzym narusi f-laktamovy kruh,

konkrétné jeho karbonylovou skupinu (Sheila, 2015).
Mikroskopie

V mikroskopu se daji pozorovat bunky rtiznych tvarti od kokt, ty¢inek az po vlakna,
tzn., ze vidime tzv. pleomorfii. Podle Grama se barvi ¢ervené, protoZe jsou gramnegativni.
Viditelné je také pouzdro a vakuoly (Votava et al., 2003). Jsou nepohyblivé a nesporulujici

(Tan et al., 2019).
Kultivace

K jejich optimalni kultivaci se pouzivaji média, ktera se ptedvati, aby se v nich odstranil
rozpustény kyslik. PouZivaji se také redukeni Cinidla, jako je cystein. Pro rist a izolaci je
vhodny redox potencidl mensi nez -42 mV pii pH 7. V nekterych ptipadech v§ak mohou rist
1v pfitomnosti nanomolarnich koncentraci kysliku a dokonce z jeho spotfeby mohou tézit
(pomoci cytochromoxidazy). Diivodem tolerance kysliku v téchto koncentracich je pfitomnost
superoxidové dismutazy, kterd preménuje superoxidovy anion (ROS) na peroxid vodiku. Déale
to muze byt kataldza, ktera peroxid vodiku rozklada. Tento enzym také redukuje kyslik pomoci
fumarat reduktdzy (Sheila, 2015). Ke kultivaci je vhodny VL-agar, ktery je mozno obohatit
vitaminem K nebo heminem. Je potfebna 3-5 denni inkubace, po které miizeme pozorovat Sedé

kolonie bez hemolyzy. VL-bujon je také vyhovujici (Votava et al., 2003).
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Bacteroides thetaiotaomicron

B. thetaiotaomicron je gramnegativni obligatné anaerobni ty¢inka se zaoblenymi konci.
Tato bakterie pfedstavuje 13 % analyzovanych bakteridlnich DNA sekvenci pro gen 16S rRNA.
Jeji vlastnosti je schopnost se pfizpiisobit ménicimu se prostiedi v travicim traktu, a to pomoci
gend, jejichz produkty se podileji na utilizaci polysacharidii. Vysoka Cetnost této bakterie ve
sttevé miize byt vysvétlena jeji schopnosti prezit pravé v takovémto ménicim se prostiedi.
U dospélych a u pacientii se zanétlivym stievnim onemocnénim (inflammatory bowel disease,
IBD) jeji Cetnost klesa, protoze je vyssi citlivost B. thetaiotaomicron k zanétlivym podminkdm
(Maier et al., 2015). Pti kolonizaci stfeva se tyto builky vazi na zbytky kyseliny sialové

(Wrzosek et al., 2013).
Bacteroides fragilis

Jak jiz bylo zminéno, tato bakterie tvofi minoritni ¢ast mikrobioty, na rozdil od jinych
zastupct rodu Bacteroides a Casto tvofi nitrobfiSni abscesy. Na povrchu se nachazi
polysacharidovy komplex, ktery mlze zpusobit tvorbu abscesti. Dokaze vytvofit 8 riznych
kapsularnich polysacharidii, které se zna¢i A-H. Polysacharid A (PSA) se vyskytuje nejvice
a v tvorb€ abscestl je aktivnéj$i nez polysacharid B (PSB) ¢i cely polysacharidovy komplex.
Tento komplex je vSak nezbytny pro rust buiiky a zvysuje aktivitu T-lymfocyti. B. fragilis tedy
karboxylové, fosfatové a aminoskupiny. Molekuly (PSA a PSB) maji kladné i zdporné naboje,
tiké se jim tedy zwitterionické polysacharidy (ZPS). Vétsina bakteridlnich polysacharid v§ak
neobsahuje pozitivni naboj, vyse zminéné polysacharidy jsou tedy zajimavé (Surana a Kasper,
2012). B. fragilis potiebuje k ristu zelezo, a tim padem 1 hem, ktery je nezbytny pro syntézu
cytochromu a katalazy (je tedy kataldza pozitivni; Sheila, 2015).

Bacteroides vulgatus

Bacteroides vulgatus je gramnegativni obligatni anaerob, kataldza negativni a miize
odpovidat az 40 % z celého rodu Bacteroides ve stolici. Takto velké zastoupeni B. vulgatus
muze byt z divodu neptitomnosti faktora virulence, které se nachéazeji u B. fragilis. Ma velké
mnozstvi gentl, které mohou byt spojovéany se §tépenim pektinu, kdeZto u mikroorganismu
B. thetaiotaomicron byly zjistény geny, které by mohly degradovat Zivocisné glykany, ale i ty

rostlinné. B. vulgatus se véaze na extracelularni matrix, napi. fibronektin, kolagen typu 1
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a vitronektin (Sheila, 2015). 16S rRNA sekvenovani ukazuje 97,5% podobnost mezi B. dorei
a B. vulgatus (Pedersen et al., 2013).

Mezi druhy rodu Bacteroides vladne prevazné symbioza. Kolonizace B. vulgatus je usnadnéna
pomoci povrchové glykosidové hydrolazy, ktera je produkovéana B. ovatus a B. vulgatus na

oplatku detoxikuje inhibi¢ni latky (Tan et al., 2019).

1.1.2 Rod Prevotella

Doména Bacteria
Kmen Bacteroidetes
Trida Bacteroidia
Rad Bacteroidales
Celed’ Prevotellaceae

Rod Prevotella

Druh P. melaninogenica, copri, intermedia, nigrescens

Bakterie rodu Prevotella jsou gramnegativni ty€inky tvofici ¢erné pigmentované
kolonie, které pod UV svétlem nefluoreskuji a jsou schopné rozkladat sacharidy (Votava et al.,
2003). Nachazeji se v lidské dutin€ ustni, stieve a urogenitalnim traktu. Jsou Casto izolovany ze
vzorkl infekei dychacich cest, bfiSnich a genitalnich infekci, bakteriemii nebo periodontalniho
onemocnéni. NejCastéji izolovanym druhem je P. melaninogenic (Field et al., 2010).
P. intermedia a P. nigrescens maji schopnost vyuzivat estrogen a progesteron, proto jsou
spojovany s gingivitidou v t€hotenstvi (Fteita et al., 2018). Virulen¢nimi faktory muze byt
lipaza, fimbrie, hemolyzin ¢i dal$i enzymy (kataldza, superoxiddza; Silva et al., 2003). Ve
stieve se nachazi pouze nékolik druhii rodu Prevotella a v nejvétsi mite se zde nachazi P. copri

(Fehlner-Peach et al., 2019).
Prevotella copri

Tento komenzal ma velky pocet genli kodujicich enzymy pro rozklad komplexnich
polysacharidi (Skrob, xylan, pektiny). ZvySené mnozstvi této bakterie ve stievé mize byt
spojovano s ubytkem zéstupct rodu Bacteroides ¢i jinych pro stfevo dulezitych rodii. Miize se

podilet na vzniku revmatoidni artritidy (Franke a Depenmeier, 2018).
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1.1.3 Rod Porphyromonas

Doména Bacteria

Kmen Bacteroidetes

T¥ida Bacteroidia

Rad Bacteroidales

Celed’ Porphyromonadaceae
Rod Porphyromonas

Druh P. gingivalis, uenonis, endodontalis, asaccharolytica

Bakterie tohoto rodu jsou nesporulujici ty¢inky tvofici tmaveé pigmentované kolonie,
které pod UV svétlem, na rozdil od rodu Prevotella, fluoreskuji (Votava et al., 2003). Od rodu
Prevotella se také lisi tim, Ze nedokdzou fermentovat sacharidy, jsou tedy asacharolytické
(Jover-Diaz et al., 2003). Mizeme je najit v dutiné Gstni, urogenitalnim a gastrointestinalnim
systému. Zpusobuji infekce dutiny ustni i mimo ni. Mezi patogenni druhy patii Porphyromonas
gingivalis, ktery byl izolovan z gingivitid a infikovanych kotenovych kanalki. Dale P. uenonis,
P. endodontalis a P. asaccharolytica zplisobujici infekce kotenkovych kanalkli u diabetik

(Zamora-Cintas et al., 2018).

1.1.4 Rod Fusobacterium

Doména Bacteria
Kmen Fusobacteria
Trida Fusobacteriia
Rad Fusobacteriales
Celed’ Fusobacteriaceae
Rod Fusobacterium

Druh F. necrophorum, nucleatum

Fusobakterie jsou nesporulujici a nepohyblivé anaerobni, ¢asto pleomorfni tycinky,
které se na konci zuzuji. Jsou sulfat pozitivni (Oelke et al., 2005; Hashemi Goradel et al., 2018).
Jejich metabolismem vznika butyrat. Osidluji dutinu Gstni, travici a mocovy trakt lidi 1 zvitat.
Mezi oportunni patogeny tohoto rodu patii F. nucleatum, ktery byva izolovan od lidi
s periodontalnim onemocnénim a F. necrophorum kolonizujici stfevo, genitourindrni trakt

a dutinu ustni (Oelke et al., 2005).
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Fusobacterium nucleatum

F. nucleatum dokéze rast v prostfedi obsahujici az 6 % kysliku. VétSinou vykazuje
hemolytickou aktivitu (Hashemi Goradel et al., 2018). Do faktor virulence patii porinové
proteiny nachazejici se na vnéj$i membran¢ bakterii, dale amoniak nebo schopnost navazat se
na bazalni membrany a kolagen typu 4 (Oelke et al., 2005). Ptitomnost F. nucleatum byla
zjiSténa v nadorovych tkanich. Dilezity vyznam mé ve vyvoji kolorektalniho karcinomu
(colorectal cancer, CRC). Zdrojem Zivin této bakterie v nadoru jsou peptidy a aminokyseliny

(Hashemi Goradel et al., 2018).
Fusobacterium necrophorum

Hlavnim faktorem virulence F. necrophorum je leukotoxin, ktery zptisobuje apoptozu
a lyzu bunék. Tento toxin vyvolava aktivitu vice proti granulocytim nez lymfocytim a jeho
produkce neni pozorovana u F. nucleatum. Mezi dalsi faktory virulence patii endotoxin,

hemolysin, pouzdro, adheziny, DNA4za ¢i faktor aktivujici desticky (Oelke et al., 2005).

1.2 GRAMNEGATIVNI ANAEROBNI KOKY
1.2.1 Rod Veillonella

Doména Bacteria
Kmen Firmicutes
Trida Negativicutes
Rad Veillonellales
Celed’ Veillonellaceae
Rod Veillonella

Druh V. parvula, rogosae

V soucasné¢ dob¢ je znamo 14 druhli tohoto rodu vcetné nové zarazeného druhu
V. infantium v roce 2018 (Djais et al., 2019). Veillonella parvula je nejCastéji izolovany druh
z dutiny Ustni a traviciho traktu lidi 1 zvitat. Velmi hojné zastupuji lidsky mikrobiom, jsou vSak
ale nejméné probadany. Bylo zjisténo, Ze jsou vice pfitomny u déti s onemocnénim diabetes
mellitus L. typu (Liu et al., 2011; Vesth et al., 2013). Mezi dalsi komenzaly tenkého stieva patii
V. dispar, V. rogosae a V. atypica (Bogert et al., 2013).
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Biochemické vlastnosti

Nejsou schopny fermentovat sacharidy ani aminokyseliny, kromé V. criceti, V. ratti
a V. seminalis (Djais et al., 2019). Streptokoky fermentuji cukry a vyslednym metabolickym
produktem je potom laktat, ktery Veillonella vyuzije jako zdroj energie a uhliku za vzniku
propionatu a acetatu (Bogert et al., 2013; Togo et al., 2017). Neni tedy schopna Cerpat ziviny
ze sacharidii (Megrian et al., 2020). Veilonely jsou rezistentni na tetracykliny a senzitivni na
penicilin a ampicilin. V posledni dob¢ se vSak zjistuje, Ze nékteré kmeny jsou rezistentni na

penicilin i ampicilin (Djais et al., 2019).
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Obrazek 2 Metabolicka pfeména laktatu na propionat a acetat (Dietz et al., 2013)

Vyskyt

Bakterie rodu Veillonella kolonizuji tenké stievo spolu se streptokoky. Ob¢ bakterialni
populace se nachazeji také v zaludku, jicnu a dutin€ Ustni. To, Ze se vyskytuji spolecné, je
zpisobeno praveé diky jejich metabolickym interakcim popsanym vyse, jak v dutin€ Gstni, tak
1vtenkém stievé. Horni ¢ast GIT (gastrointestinalni trakt) je vSak z divodu obtiznosti pii
odbéru vzorkti méné prozkoumana. Je to oblast, kde dochéazi k prvnimu styku mezi pfijatou
potravou a bakteriemi. Hlavni funkce mikrobioty tenkého stfeva souvisi s metabolismem
sacharidi. Porovnani mikrobioty dutiny Ustni a tenkého stfeva naznacuje skutecnost, ze ordlni
mikrobiota slouzi jako inokulum pro cely horni GI trakt, toto tvrzeni je vSak pouze spekulativni

(Bogert et al., 2013). Dale osidluji horni cesty dychaci a vaginu. Casto jsou izolovany
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z matetského mléka, proto mohou byt klicové pro spravny vyvoj anaerobni stfevni mikrobioty

(Togo et al., 2017).

Veilonely mohou ptedstavovat az 10 % bakterialni komunity. Zprvu kolonizuji zubni
sklovinu, nachazi se v celé dutin¢ ustni, a to hlavné¢ na jazyku a ve slinach. Veillonella

R4

hygienou.
Patogenita a faktory patogenity

Celkove¢ jsou povazovany za bakterie s nizkou virulenci (Vesth et al., 2013). Veillonella
parvula muze zpusobit zubni kaz. Bakterie tohoto rodu se casto objevuji ve vzorcich
odebranych ze subgingivalniho biofilmu od pacientli, ktefi trpi chronickym periodontalnim
onemocnénim a v dasledku Veillonella produkuje endotoxické lipopolysacharidy (Mashima
a Nakazawa, 2013). Patogenné pisobi pouze Veillonella parvula a to spolu s dalSimi
mikroorganismy. Velmi malokdy zpiasobi infekci samy o sobé. Mohou zptisobit endogenni

anaerobni infekce, sepse ¢i endokarditidy (Bednar et al., 1996; Votava et al., 2003).
Mikroskopie

Pozorujeme koky, které se vyskytuji ve dvojicich €1 kratkych fetizcich a to cervené
zbarvené dle Grama (Bednéf et al., 1996; Votava et al., 2003). Spory netvoii a jsou nepohyblivé
(Votava et al., 2010).

Kultivace

Kultivace musi byt za anaerobnich podminek a to na pevnych pidach (Votava et al.,
2010). V. montpellierensis pti 37 °C kultivaci vykazuje na krevnim agaru malé Sedé kolonie,

které maji hladky povrch (Jumas-Bilak et al., 2004).
Veillonella parvula

Tento mikroorganismus byl poprvé popséan na konci 19. stoleti. Pomérné aerotolerantni
V. parvula chrani obligatni anaeroby pfed oxidativnim stresem v ustnim mikrobiomu.
Gastrointestinalni trakt kolonizuje pfedevsim v cCasti tenkého stieva. Brzkda kolonizace stfeva
kojence timto komenzalem je dilezitd pro spravny vyvoj imunitniho systému (Megrian et al.,

2020). Vyzkum Marty Calatayudové demonstroval schopnost V. parvula adherovat se na bunky
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sliznice a dale tvoftit kolonie po 2 hodinovém kontaktu s témito bunkami. V. parvula byla

pozorovana v tenkém stievé, konkrétné na sliznici jejuna (Calatayud et al., 2018).
Veillonella rogosae

Tato bakterie je pojmenovana po americkém mikrobiologovi Morrisonovi Rogosovi
ana rozdil od V. parvula je striktné anaerobni. Je schopna redukovat nitrat, ale nedokaze
hydrolyzovat eskulin ani arginin. Je oxiddza negativni a nevykazuje extracelularni

glykosidickou aktivitu (Arif et al., 2008).

1.3 GRAMPOZITIVNI SPORULUJICI ANAEROBNI TYCINKY
1.3.1 Rod Clostridium

Doména Bacteria

Kmen Firmicutes

Trida Clostridia

Rad Clostridiales

Celed’ Clostridiaceae

Rod Clostridium, Clostridioides

Druh C. perfringens, difficile, botulinum, tetani

Rod Clostridium jsou sporulujici striktni anaeroby. VétSina zastupcti ma ty¢inkovity
tvar, nékteré mohou byt ale pleomorfni. Morfologie a pfitomnost endospor se rizni v zavislosti
na fazi riistového cyklu. Tyto spory jsou vysoce rezistentni na vysoké teploty, ionizujici zafeni,
vysuseni a chemické latky. Velka ¢ast klostridii je pohybliva, protoze maji peritrichalni bi¢iky.
Schézi jim hem a cytochromy. VétSina bakterii tohoto rodu nemé obranné enzymy proti ROS,
je pro né tedy kyslik velmi toxicky. Jsou katalaza negativni. Clostridium novyi vSak toleruje
nizké koncentrace kysliku (Johnson, 2009). Zastupci tohoto rodu a klastru XIVa a IV se ve
stteve vyskytuji v rozmezi od 10 % az do 40 %. Clostridium klastr IV se také nazyva skupina
C. leptum a ma 4 zastupce: C. leptum, C. sporosphaeroides, C. cellulosi a Faecalibacterium

prausnitzii. Clostridium klastr XIVa, jinym nazvem skupina C. coccoides, se sklada z 21 druht.
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Biochemické vlastnosti

Bakterie rodu Clostridium jsou chemoorganotrofni organismy. Fermentuji rizné Ziviny,
napf. sacharidy, proteiny, organické i jiné kyseliny, za tvorby kyseliny octové, propionove,
maselné ¢i rozpoustédel (aceton a butanol). VéEtSinou vyuzivaji nestravitelné polysacharidy
v travicim traktu lidi i zvitat. VétSina metabolitd mé na stfevo pozitivni vliv. Ze sacharidii také
tvofi butyrat. Mnoho bakterii tohoto rodu hraje roli v syntéze primarnich (kyselina cholova
a chenodeoxycholovd) a sekundarnich (kyselina lithocholova a deoxycholovd) zluovych

kyselin v ileu a v tlustém stfeve.
Vyskyt

Obecné se rod Clostridium nachazi hlavné v tlustém stfeve, zejména ve slizni¢nich
zahybech vzestupného tlustého stfeva (Guo et al., 2020). Nachazi se i ve stfevé zvitfat. Jsou
hojné rozsifeny v ptirod¢, hlavné v ptidé€ a ve vodnich sedimentech. Clostridium perfringens se
naSel témé&f ve viech analyzovanych pidnich vzorcich. Casto se proto vyskytuji v uréitych
potravinach, véetné zeleniny a mléka. Dale mohou byt pfitomny v prachu nebo kanalizacich

(Johnson, 2009).
Patogenita a faktory patogenity

Clostridium perfringens, C. difficile a C. botulinum jsou Castymi piivodci anaerobnich
infekci. C. perfringens produkuje toxiny: alfa (lecitinaza), beta, epsilon a iota, déale také
enterotoxin. Podle toho, jaké tvofi toxiny, jsou klostridie tohoto druhu déleny do skupin A-E.
Tyto toxiny maji riizné biologické aktivity, jako je neurotoxicita, hemolytickd nebo
enterotoxigenni aktivita. Mohou vyvolat nekrotizujici enteritidu, plynovou gangrénu
a enterotoxemii, kterd je vyznamnym onemocnénim hospodaiskych zvifat zplsobenym
klostridiemi. Jsou to choroby s vysokou umrtnosti. Infekce zplisobené C. difficile mizeme
pozorovat po 1écbé antibiotiky a to z divodu potlaceni nekterych komenzalnich bakterii.
C. difficile produkuje enterotoxin A, ktery zplsobuje prijmy a dale cytotoxin B (Guo et al.,
2020). C. botulinum produkuje botulotoxin (neurotoxin), ktery napadad nervovy systém
a zpusobuje onemocnéni zvané botulismus. V travicim traktu se nevyskytuje, pouze pokud
dojde k poziti kontaminovanych potravin (klobas). C. tetani produkuje neurotoxin, ktery ma
3 slozky: tetanospazmin, tetanolyzin a enzym reninového ucinku a zplsobuje onemocnéni
tetanus. Pro tetanus jsou charakteristické kieCe svali. Pokud bychom si to méli shrnout, tak

klostridie jsou ptivodci 3 typi onemocnéni. Prvnim jsou neurointoxikace zpiisobené C. tetani
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a C. botulinum, dale infekce mekkych tkani a organii (C. perfringens) a poslednim typem jsou
infekce napadajici stfevo, napf. enterokolitidy, enterotoxemie a prujmy (C. difficile,
C. perfringens; Bednat et al., 1996). Klostridie produkuji toxiny vice nez jakékoliv jiné bakterie

(Johnson, 2009).

Obrazek 3 Fazova mikroskopie Clostridium botulinum s viditelnymi endosporami
(Johnson, 2009)

Mikroskopie

Jsou to grampozitivni az gramvariabilni fialové zbarvené tyCinky, jejichz morfologie
a pfitomnost spor zavisi na fazi ristového cyklu. Mohou mit Spendlikovy tvar, kyjovity tvar
(pokud jsou spory umisténé subterminalng€), dale mohou pfipominat tenisovou raketu
(termindlni umisténi). Spory jsou viditelné pod fazovym kontrastem a jsou Sir$i nez vegetativni
buniky (Johnson, 2009). Tvoii fetizky ve tvaru spirdly (C. cocleatum), ale n€kdy vypadaji spiSe
jako kokobacily (C. coccoides). V nékterych piipadech se mohou klostridie barvit
gramnegativné z ditvodu ztraty nékterych komponent bunééné stény, ptikladem je C. chauvoei

(Bednaf et al., 1996).
Kultivace

Bakterie rodu Clostridium jsou schopné rust pii rtiznych teplotich i pH. VétSina

preferuje pH slabé kyselé az neutralni (pH 6-7), nékteré ale zvladaji i rtst v kyselém nebo

24



naopak siln¢ alkalickém prostredi. Nejradéji rostou pii 25-37°C, ale opét existuji vyjimky, které
rostou pii teplotach nizsich 10°C (psychrofilni bakterie) a na druhém konci spektra jsou bakterie
termofilni s ristem nad 60°C. Spory vétSiny druhit mohou byt produkovany v masovém bujonu
nebo na médiu TPGY (obsahuje trypton, pepton, glukdzu a kvasnicovy extrakt; Johnson, 2009).
Ke striktné anaerobni kultivaci C. tetani se pouziva VL agar za vzniku kolonii s plazivym
rustem a beta-hemolyzou pod koloniemi. C. perfringens je vice aerotolerantni, proto roste na
krevnim agaru i1 v pfitomnosti kysliku, kolonie maji nepravidelné okraje a je pfitomna zona
dvojit¢ hemolyzy. C. difficile, jak uz napovida nézev, byly hlavn¢ diive tézce kultivovatelné

mikroorganismy, Iépe se kultivuji na obohacenych ptidach s antibiotiky (Votava et al., 2010).
Clostridium perfringens

C. perfringens je tyCinka, kterd obsahuje ovalné subtermindlni spory. Ve stievé dobie
sporuluji. Od ostatnich klostridii se 1i§i tim, Ze jsou nepohyblivé a opouzdiené
polysacharidovym pouzdrem. Ackoli jsou kataldza negativni, pfezivaji pfitomnost kysliku
a prilezitostn¢ v jeho pfitomnosti mohou rast, jsou tedy aerotolerantni. Tato vlastnost je
umoznéna enzymem peroxidazou. Stejné€ jako C. difficile §tépi sacharidy a hydrolyzuje zelatinu

(Bednaf et al., 1996; Adams, 2016).
Clostridium (Clostridioides) difficile

C. difficile mize byt uzka ty€inka s malymi sporami, které¢ ty¢inku neztluSt'uji. Druhym
ptipadem jsou tyCinky vétSich rozméri obsahujici subtermindlni spory. Ve stievé dochazi
k Casté sporulaci této bakterie. Spory nejsou ve velké mife rezistentni na teplo z divodu niceni
jejich lytického germinaéniho enzymu. Radime ji mezi stiedné striktni anaeroby, jeji izolaci
usnadni pouziti selektivnich pid obohacenych cefoxitinem a cykloserinem, které piisobi jako
inhibitory kontaminace (Bednat et al., 1996). C. difficile se objevuje ve form& vegetativni
a sporulujici. Pokud je bakterie ve vegetativni formé, tak v prostfedi nepfeziva po dlouhou
dobu, protoze je obligatni anaerob. Sporulujici forma neni metabolicky aktivni a je odolné viici
oxidativnimu stresu, kyselému pH v Zaludku, alkoholu obsazeném v prostfedcich na myti
a dezinfekci rukou a na dalsi faktory. Poprvé byl tento komenzal izolovan v roce 1935 od
novorozencl (Samarkos et al., 2018). Kolonizace traviciho traktu touto bakterii u zdravych
dospélych jedinc mize byt v rozpéti od 2,4 % do 17,5 %. U novorozencl se muze vyskytovat

az v 71 % ptipadi (Rodriguez et al., 2015).
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1.4 GRAMPOZITIVNI NESPORULUJICI ANAEROBNI TYCINKY AZ
VLAKNA

1.4.1 Rod Bifidobacterium

Doména Bacteria

Kmen Actinobacteria
Trida Actinobacteria
Rad Bifidobacteriales
Celed’ Bifidobacteriaceae
Rod Bifidobacterium

Druh B. longum, adolescentis, breve, bifidum

Bifidobakterie jsou grampozitivni, nesporulujici a nepohyblivé tyCinky. Lékat Henri
Tissier na konci 19. stoleti bifidobakterie poprvé izoloval a to ze stolice kojenych miminek.
Popsal je jako plyn neprodukujici ty¢inky s anaerobnim metabolismem a nazval je Bacillus
bifidus. Vyznacuji se vysokym obsahem guaninu a cytosinu. Katalazu neprodukuji. Hodnoty
pH v rozmezi 6-7 jsou pro rist bifidobakterii optimalni, pii pH pod 4,5 a nad 8,5 prakticky
nerostou. Optimalni teplota je 37-41°C a pfi teplotach niZSich nez 25°C rlst nevykazuji (Gomes
Maji vyznam pii fermentovani mléka a jsou piidavany do potravinovych dopliku (probiotika).
Bifidobakterie maji na lidsky organismus mnoho pozitivnich G¢inkd, napf. antikarcinogenni
ucinky, ochrana pted infekénim prijmem, ochrana pred patogeny obecné nebo snizuji

koncentraci sérového cholesterolu (Russell et al., 2011).
Biochemické vlastnosti

Jsou schopné degradovat sacharidy za vzniku kyseliny octové a mlécné, jsou tedy
heterofermentativni. Oxid uhli¢ity pfi téchto procesech nevznika. Jako zdroj uhliku mohou
pouzit glukozu, ale 1 galaktdzu, laktozu a fruktézu. Dokazi fermentovat komplexni sacharidy,
jako je D-galaktosamin, D-glukosamin, amyloza a amylopektin. Hlavni roli v glykolyze hraje
enzym frukt6zo-6-fosfoketoldza (Gomes a Malcata, 1999). Dal§imi kone¢nymi metabolity
mohou byt i vitaminy ¢i kyselina linolova (Ventura et al., 2014). Nékteré druhy mohou byt
rezistentni na zlu¢ové kyseliny. Jednim z diivodl rezistence mtize byt pritomnost efluxnich

pump, které slouzi k detoxikaci bakterie. Tolerance zluCovych soli miize byt zplsobena
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enzymaticky, a to hydrolyzou zlucovych soli enzymem hydrolaza, ktera Zzlu¢ové soli
dekonjuguje. Vyskyt tohoto enzymu se pozoroval u B. animalis subsp. lactis a poté v in vivo
studiich krali¢ich stfev, nenaSel se ale Zadny prokazatelny vztah mezi timto enzymem

a toleranci na Zlucové soli (Gonzélez-Rodriguez et al., 2013).
Vyskyt

Bifidobakterie osidluji GIT lidi, zvitat a v¢el, dale systém genitourinarni a dutinu tstni.
Nalézame je také v odpadnich vodach (Ventura et al., 2014). Jejich zastoupeni je zavislé na
véku jedince a jeho stravovacich navycich. Nejvétsi zastoupeni bifidobakterii je u miminek.
Mlezivo a matetské mléko obsahuji kasein, ktery podporuje jejich rtst. V dospélém véku pocet
bakterii rodu Bifidobacterium klesé a stavaji se tfetim nejhojnéji zastoupenym rodem (Gomes

a Malcata, 1999).
Patogenita a faktory patogenity

Patogenni ptisobeni se pozoruje pouze u zastupce Bifidobacterium dentium, ktery se
podili na tvorb€ zubniho kazu nebo raritn€ na smisSenych endogennich infekcich (Bednar et al.,

1996).
Mikroskopie

Jejich tvar mize byt kyjovity, rozdvojeny pfipominajici pismeno Y nebo se mohou

vyskytovat jako kratké zaktivené tyCinky zbarvené do modra (Gomes a Malcata, 1999).

1 pm EHT - 15.08 kW Singal A = £E1 Apraotd
— WO =85 mm = Tima “15:42:15
Mag = 3000 K X

EHT = 1503 KV Sngal A = SE1 Date :23 Apr 2014 | 7iss)
WD =75 mm Mag = 40-00 KX Tims 116:31:50

Obrazek 4 Bifidobakterie pod elektronovym mikroskopem (Awasti et al., 2016)
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Kultivace

Jako jiné anaerobni bakterie jiz popsané, i bifidobakterie rostou na VL agaru (Votava
et al.,, 2010). Ke spravné identifikaci bifidobakterii z jidla a biologickych materiali slouzi
molekularni a kultiva¢ni metody. Existuje mnoho selektivnich pud, velké mnozstvi z nich jsou
média pouzivana pro primyslové laboratofe kontroly kvality. Beerensovo médium,
Bifidobacterium selektivni médium, Bifidobacterium médium a modifikované TPY médium se
pouzivaji k izolaci ze stolice lidi 1 zvitat, maji ale fadu nevyhod. Jednou z téchto nezadoucich
vlastnosti mize byt nemoznost skladovani Beerensova média, protoZze nemuze byt sterilizovano
autoklavovanim (musi se tedy pouzit co nejdiive od jeho pfipraveni) nebo nutnost ptidat dalsi
ptisady (napft. kyselinu propionovou) a poté upravit pH sterilnim hydroxidem sodnym. Proto se
francouzsti védci rozhodli otestovat neselektivni médium Wilkins-Chalgren pro bifidobakterie
s pfidanym mupirocinem (WCBM), které je dle nich lehce pfipravitelné a miize se tak pouzivat
rutinn€. Pfisli na to, Ze médium WCB (bez pfidaného mupirocinu) a WCBM v porovnani
s Beerensovym médiem vykazovaly vyssi zachyt bifidobakterii. Neni tfeba uprava pH, miize
byt autoklavovano, neni tieba dlouhé kultivace a v neposledni fad€ umoziuje rast bifidobakterii

ve tvaru Y (Ferraris et al., 2010).
Bifidobacterium longum

B. longum je nej€astéji vyskytujici se druh rodu Bifidobacterium u dospélych lidi
1 kojencti a byl uznan jako bezpe¢ny komenzal. Existuji 4 poddruhy: B. longum subsp. infantis
a B. longum subsp. longum vyskytujici se u €loveéka. B. longum subsp. suis a B. longum subsp.
suillum byly izolovany od prasat ¢i telat. Pfitomnost zdroji uhliku, jako jsou oligosacharidy
obsazené v matefském mléce a jiné rostlinné polysacharidy, umoznuje kolonizaci B. longum.
Tento komenzal je schopen odolavat kyselinam riznymi zplsoby, napf. je schopen zménit
permeabilitu bunééné membrany. Dal§im mechanismem bojujicim proti kyselindm je systém
FoF1-ATPaza, diky kterému dochézi k neutralizaci kyseliny a produkci amoniaku. Na Zlucové
soli je také rezistentni. Stejn¢ jako B. adolescentis produkuje exopolysacharidy, které¢ maji za

nasledek zvysSeni sekrece prozanétlivych a protizdnétlivych cytokinti (Zhang et al., 2019).
Bifidobacterium adolescentis

Tento zastupce nahrazuje v dospé€losti B. infantis a B. breve, zatimco B. longum

pretrvava u clovéka cely zivot (Gomes a Malcata, 1999). Studie Dhanashree et al. (2017)
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prokazuje, ze B. adolescentis a dalSich n¢kolik zastupcli ma ptirozené rozvétvenou morfologii

bungk, ale Ze tomu tak neni pokazdé.

1.4.2 Rod Eubacterium

Doména Bacteria
Kmen Firmicutes
Trida Clostridia

Rad Clostridiales
Celed’ Eubacteriaceae
Rod Eubacterium

Druh E. rectale, ramulus

Jsou to obligatni anaeroby, které netvoti spory. Nékteré jsou asacharolytické. Do tohoto
rodu se fadi vSechny bakterie, které nebyly zatfazeny do rodu Actinomyces, Bifidobacterium,
Lactobacillus nebo Propionibacterium, coz vSak vede knejasné klasifikaci riznych
mikroorganismi. Obsahuje tedy bakterie riiznych druhii ¢i skupin, které se fenotypové ani
fylogeneticky nemuseji podobat. Druhy zafazené¢ v tomto rodu jsou tedy heterogenni

(Nakazawa et al., 2011). Nékolik zastupcti je ptibuznych klostridiim (Schwiertz et al., 2002).
Biochemické vlastnosti

Eubakterie neprodukuji propionat, laktat a ani acetat. Tvofi vSak butyrat, kyselinu
octovou a mravenci (Kageyama a Benno, 2000). Nicméné, nékteré asacharolytické druhy

nevykazuji Zadnou reaktivitu na bézné biochemické testy (Itoh et al., 1995).
Vyskyt

Nachdzime je jako soucdst béZzné oralni flory, konkrétné v zubni dfeni nebo
periodontalnich vacich (Itoh et al., 1995). Déle sidli ve stfevé a to az v koncentraci 10'° kolonie

tvofticich jednotek (CFU, colony forming units) na gram stfevniho obsahu (Paraiso et al., 2018).
Patogenita a faktory patogenity

Asacharolytické druhy rodu Eubacterium jsou spojovany s infekcemi ustni dutiny, jako

je napt. periodontitida nebo periapikélni abscesy. Tyto bakteridlni druhy zptsobuji u pacientt
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s periodontitidou imunologické reakce (vznik sérovych protilatek). Dokéazi tedy narusit obranu
hostitele tak, aby doslo ke stimulaci imunitni odpovédi na piitomnost téchto bakterii.
V infekénich 1ézich jsou pfitomné proteiny, ze kterych asacharolytické bakterie tohoto rodu

¢erpaji energii nezbytnou pro jejich rast.
Mikroskopie
Jsou to pleomorfni tyCinky a dle Grama se barvi modfe (Nakazawa et al., 2011).
Kultivace
Jako kultivaéni piida se pouziva napt. VL agar (Votava et al., 2010).
Eubacterium ramulus

Tato anaerobni bakterie predstavuje zhruba 0,16 % bakterii traviciho traktu. Ve stolici
je jejich pocet ptiblizng 108 CFU/gram suché stolice (Paraiso et al., 2018). Dokaze degradovat
flavonoidy, konkrétné $té€pi heterocyklicky C-kruh isoflavonoidi, jako je genistein a daidzein
(Schoefer et al., 2002). Eubacterium ramulus byl poprvé popsan vroce 1974 Moorem

a Holdemanem.
Eubacterium rectale

E. rectale je clenem klostridii klastru XIVa a je to velmi Casty zastupce stfevni
mikrobioty. V porovnani se ¢leny kmene Bacteroidetes ma mén¢ glykosidovych hydrolaz, coz

znamena, Ze ma nizsi kapacitu Stépit rizné polysacharidy (Cockburn et al., 2015).

1.5 GRAMPOZITIVNI ANAEROBNI KOKY

1.5.1 Rod Peptostreptococcus

Doména Bacteria

Kmen Firmicutes

Trida Clostridia

Rad Clostridiales

Celed’ Peptostreptococcaceae

Rod Peptostreptococcus
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Druh P. anaerobius, stomatis, russellii, canis

Peptostreptokoky byly piivodné klasifikovany na zakladé morfologickych
charakteristik. Z divodu vytvareni dlouhych fetizkl byly tedy ekvivalentem streptokokii. Diive
byl tento rod velmi geneticky a fenotypové heterogenni, byly vSak vytvoteny nové rody, aby
puvodni zastupci rodu Peptostreptococcus mohli byt 1épe fazeni dle zakladnich charakteristik.
Do zminénych nové vytvofenych rodi patii: Finegoldia, Parvimonas, Anaerococcus,
Peptoniphilus a dalsi. Kroku 2011 ma rod Peptostreptococcus 3 druhy: P. anaerobius,
P. stomatis a P. russellii. O rok pozdé&ji studie Lawsona et al. (2012) piSe o nové izolovaném
kmeni P. canis z dutiny ustni psa. Obsah guaninu a cytosinu maji peptostreptokoky nizky

(Murphy a Frick, 2013).
Biochemické vlastnosti

Hlavnim zdrojem energie jsou peptidy, proto nesou nazev peptostreptokoky (Votava
et al., 2010). Z dalsich latek $tépi muciny. Nékolik druhti metabolizuje aminokyselinu tryptofan
k produkci indolakrylové kyseliny (Wlodarska et al., 2017).

Vyskyt

Rod Peptostreptococcus kolonizuje kiiZi, dale sliznice dutiny Ustni, zaZivaciho systému

a genitourinarniho traktu zen (Murphy a Frick, 2013).
Patogenita a faktory patogenity

Peptostreptokoky patii mezi oportunni patogeny. P. anaerobius je nejcastéji izolovany
zastupce grampozitivnich kokl z infekci bfiSni dutiny a genitourinarniho systému Zen. Pfi
bakterialni vagindze jsou laktobacily nahrazeny pravé P. anaerobius, dale Prevotella spp.,
Gardnerella vaginalis a dalSimi bakteriemi. Peptostreptokoky jsou také izolovany z abscesu
mozku, pleuralni dutiny, mis$ni a kloubni tekutiny, panve i ucha. Spole¢n¢ se Staphylococcus
aureus zpusobuje infekce klize. Nejvice jsou spojovany se smiSenymi infekcemi. P. stomatis

se podili na infekcich dutiny Gstni (dentoalveolarni abscesy; Murphy a Frick, 2013).
Mikroskopie

Peptostreptokoky jsou grampozitivni, nesporulujici koky nebo kokobacily (Lawson

et al., 2012).
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Kultivace

Na VL agaru se za 2-3 dny v anaerobnich podminkéch vytvoii bilé kolonie, které

zapachaji (Votava et al., 2010).
Peptostreptococcus anaerobius

P. anaerobius jsou obvykle kokobacily s primérem 0,5-0,7 pum tazené do kratkych
fetizkli. Rostou na obohaceném krevnim agaru rychleji nez ostatni grampozitivni anaerobni
koky, kolonie maji Sedou barvu s bilym stfedem a nasladly zapach. Nachazi se ve stifevé

a pochvé (Murphy a Frick, 2013).
Peptostreptococcus stomatis

Kolonie P. stomatis maji kruhovy tvar, jsou lesklé, neprihledné, krémovée zbarvené. Na
obvodu maji uzky Sedy prstenec. Rist vbujonu mize byt podpofen, ptidaji-li se
fermentovatelné sacharidy. P. stomatis je schopen rozkladdat sacharidy (fruktézu, glukozu,
maltézu) pouze Castecné. Koneénymi metabolity jsou hlavné kyselina octova a isokapronova,
minoritné pak kyselina isobutyrova nebo isomdaselnd, isovalerova a maselna. Tvoii mikrobiom

v dutin€ ustni (Murphy a Frick, 2013).

1.5.2 Rod Peptococcus

Doména Bacteria
Kmen Firmicutes
Trida Clostridia

Rad Clostridiales
Celed Peptococcaceae
Rod Peptococcus
Druh P. niger

Jedinym c¢lenem rodu je striktné anaerobni bakterie Peptococcus niger, ktera vytvari
tmavé kolonie (Votava et al., 2003). DokéaZe pfeménit steroidni latky, predev§im hormony,
které jsou pro naSe télo dilezité. Produkuje sulfan. Hojné se vyskytuje ve stievé a stejné jako
rod Peptostreptococcus byl rod Peptococcus heterogenni, coz vedlo ke vzniku novych taxont

zminénych u rodu Peptostreptococcus (Rajili¢-Stojanovi¢ a De Vos, 2014). Od ostatnich G+
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kokt se peptokoky a peptostreptokoky lisi tim, Ze hlavnim energetickym zdrojem jsou pro né

peptidy (Votava et al., 2003).

1.5.3 Rod Peptoniphilus

Doména Bacteria
Kmen Firmicutes
Trida Clostridia

Rad Clostridiales
Celed’ Peptoniphilaceae
Rod Peptoniphilus

Druh P. asaccharolyticus, harei

Jak uz nazev napovida, pepton je hlavnim zdrojem energie pro mikroorganismy tohoto
rodu. Sacharidy nefermentuji a hlavnim metabolickym produktem je butyrat. Mezi zastupce
patii Peptoniphilus asaccharolyticus, ktery byl ptivodné fazen do rodu Peptococcus a nasledné
1 do rodu Peptostreptococcus. Peptoniphilus harei ma stejné biochemické vlastnosti. Zjistilo
se, ze se rod Peptoniphilus nachéazi hojné v podpazi zdravych muzt. Dale miizou kolonizovat
ktzi, mékké tkané¢ a genitourinarni trakt (Murphy a Frick, 2013). Peptoniphilus
asaccharolyticus byl popsan jako prvni a vyskytuje se nejCastéji (Rajilic-Stojanovi¢ a De Vos,
2014).
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2  STREVNI MIKROBIOTA

vvvvvv

Tato mikrobiota je dulezita pro zazivani, spravny vyvoj imunitniho systému a detoxikaci
organismu. Travici trakt obsahuje vice nez 10'! bunék v 1 gramu, coZ odpovida 1-2 kg
z celkové télesné vahy. Mezi nejvice vyskytujici se kmeny patii Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria a Proteobacteria (D’Argenio a Salvatore, 2015). V travicim traktu, kromé
nejvice vyskytujicich se bakterii, se nachazeji také eukaryota (houby, prvoci) nebo viry. Ve
sttevé nachazime az 1000 bakteridlnich druhti. Gastrointestinalni trakt (GIT) obsahuje vice nez
3 miliony mikrobialnich gend, coz znamen4, Ze obsahuje 150 krat vice genti nez lidsky genom

(Maier et al., 2015).

Clovék ma 2 genomy, z nichz jeden je zdédény od rodi¢i a béhem zivota se témér
neméni a druhy je genom ziskany. Mikrobiom nese nazev ,,zapomenuty organ®, protoze jeho

geny nejsou pritomny v genomu lidském (D’ Argenio a Salvatore, 2015).

Vétsina vyzkumt se zabyva studiem aerobnich bakterii, protoze obligatni anaeroby je
obtizné kultivovat. Pro vétSinu (az 99%) bakterii v tlustém stfevé je vSak kyslik toxicky,
vyzaduji tedy anaerobni kultivaci. Mnoho funkci mikrobioty stfeva neni proto zndmo (Maier

et al., 2015).

2.1 VYVOJ STREVNI MIKROBIOTY

Sti‘evni mikrobiota pred narozenim

Je znamo, Ze osidlovani traviciho traktu za¢ne ihned po porodu, posledni studie ale
tikaji, Ze tento proces zac¢ind uz béhem nitrod¢lozniho stadia. Mikroorganismy se tedy objevuji

v placenté, pupecni Sitife ¢i mekoniu (Woodmansey, 2007; Nagpal et al., 2018; Zhuang et al.,

2019).
Stievni mikrobiota po narozeni

Kolonizace stfeva zavisi na tom, jestli je dit€¢ narozeno vagindlnim porodem nebo
cisafskym fezem. V prvnim piipad¢ dochazi ke kolonizaci rody Lactobacillus, Bacteroides

a Prevotella, které pochézeji ze sliznice vaginy matky. Naopak kojenci narozeni cisarskym
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fezem maji vySe zminénych bakterii méné a Castéji je jejich stievo osidleno Clostridium (nové
Clostridioides) difficile, Clostridium perfringens, Escherichia coli (Woodmansey, 2007,
Nagpal et al., 2018; Zhuang et al., 2019). Stievo téchto jedincii je také vice osidleno bakteriemi,
které sidli na ktzi. Patii sem rod Staphylococcus, Corynebacterium a Propionibacterium.
Rozdily v kolonizaci potom mtizou ovlivnit vznik napft. alergie ¢i astmatu. Mikrobiom ditéte
v 1. roce Zivota se uz velmi podoba mikrobiomu v dospélosti (Gorkiewicz a Moschen, 2018).

Ovlivnit mikrofléru stieva také mize delsi pobyt v nemocnici ¢i 1écba antibiotiky.

Kojeni je dalsi dulezity faktor, ktery ma vliv na vyvoj mikrobiomu. Kojenci, kteti jsou
kojeni matefskym mlékem, maji ve stievé vice bifidobakterii, laktobacilt, stafylokokl
a streptokokd, kdezto u déti, kterym je podavana uméla vyziva, nachdzime vice bakterii rodu

Bacteroides a Clostridium (Woodmansey, 2007; Nagpal et al., 2018; Zhuang et al., 2019).
Stirevni mikrobiota a stari

U starsSich lidi se nachazi rozdilna sttevni mikrobiota a to mize byt zpisobeno zménou
zivotniho stylu, snizenou pohybovou aktivitou (stfevni pohyblivost je také nizsi), slabSim
imunitnim systémem ¢i uzivanim 1€kt. Dalsi faktor souvisi s potiZzemi pii Zvykani spojeny
se ztratou zubi a svalové hmoty, jehoz diisledkem je pfijem nevyvéazené stravy. Vyprazdiiovani
amoniaku a fenolu. Rozmanitost komenzald, jako je rod Bacteroides, Bifidobacterium,
Lactobacillus nebo Eubacterium, klesa. U star§i populace se v gastrointestindlnim traktu
nachazeji pouze jeden az dva druhy z rodu Bifidobacterium, a to Bifidobacterium adolescentis,
Bifidobacterium angulatum &1 Bifidobacterium longum. Tyto bakterie maji sniZenou adhezivni
schopnost ke sliznici stteva. Clostridium perfringens, Clostridioides difficile a fusobakterie
jsou naopak zastoupeny Castéji. Dal$im faktorem je geograficka lokace. V zapadnich zemich je
vice kladen dliraz na uzivani probiotik (Woodmansey, 2007; Nagpal et al., 2018; Zhuang et al.,
2019).

2.2  VYZNAM ANAEROBNICH BAKTERII VE ZDRAVEM STREVE

Mikrobialni rozmanitost je dulezita pro zdravi jedince (D’Argenio a Salvatore, 2015).
Komenzalové gastrointestindlniho traktu maji mnoho funkci. Reguluji ukladani tuk nebo

stimuluji angiogenezi ve stievé. Mezi dalsi funkce patfi vyména Zivin a vyvolani vrozené
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imunity (Eckburg et al., 2005). Stfevni mikrobiota je dulezitd pro vyvoj stfevni sliznice
a imunitniho systému, poskytuje také energii a ziviny rozkladem pro ¢loveéka nestravitelnych
zbytkli (Maier et al., 2015; Thursby a Juge, 2017). Bakterie ve stieve §tépi komplexni sacharidy
pomoci enzymi na metabolické produkty, coz jsou Casto mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(SCFA, short chain fatty acids), jako je acetat, propionat nebo butyrat v poméru 3:1:1.
Epitelidlni buniky nachézejici se ve stievé, které se ucastni apoptdzy, chemotaxe a dalSich
reakci, tyto SCFA ve velké mife pohlcuji. Propionat je produkovan hlavné kmenem
Bacteroidetes a ptevaznym producentem butyratu je kmen Firmicutes, napi. Eubacterium
rectale a Eubacterium hallii se z velké Casti podili na jeho tvorbé. Butyrat poskytuje energii
kolonocytim. Dokéze vyvolat apoptézu nadorovych bun¢k (mé tedy protirakovinné ucinky),
aktivovat glukoneogenezi ve stfevé a ma protizdnétlivé G€inky. Propionat je ve velké miie
metabolitem anaerobni bakterie Akkermansia muciniphila a podili se na regulaci
glukoneogeneze v jatrech. Acetat se ve stieve tvoii nejvice a je to esencidlni latka dualezita pro
rust ostatnich bakterii. Dostava se do perifernich tkani (na rozdil od butyratu a propionatu), ve
kterych reguluje metabolismus cholesterolu a lipogenezi. Acetat i butyrat maji lipogenni
ucinek. Dalsi funkci SCFA je regulace imunitniho systému a zanétlivé reakce. Piikladem je
ovlivnéni tvorby cytokinti (napf. interleukin 18 ovliviiuje epitel). Ovliviuji také chut’ k jidlu.
Metabolity bakterii, které nepatii do SCFA, maji vliv na funkci bariéry stfeva nebo na
proliferaci epitelu (Thursby a Juge, 2017; Valdes et al., 2018; Singh, 2019). Mezi jejich dalsi
vlastnosti patifi to, Ze mohou inhibovat expresi genil virulence patogenti z celedi
Enterobacteriaceae. Piikladem mtzZe byt snizeni exprese genl virulence patogenu Salmonella
enterica butyratem. Tyto SCFA také snizuji pravdépodobnost napadeni hostitelské bunky c¢i
vyvolani jeji apoptozy. DalSim metabolickym produktem muiZe byt laktat, ktery lokalné snizuje
pH, které je pro stfevni patogeny nevlidnym prostfedim. Acetat a propionat jsou latky
detekovatelné i z krve, coZ naznacuje spojitost mezi stfevni mikrobiotou, celkovym zdravim

a homeostazou (Lawley a Walker, 2013).

Ve stievé ptevazuje anaerobni prostiedi, takze nizky redox potenciél snizuje virulenci
mnoha patogenti. DalSim ochrannym metabolitem pied nezadoucimi bakteriemi jsou latky
zvané bakteriociny (sloZzenim peptidy), které mohou mit uzké i Siroké spektrum baktericidni
ucinnosti proti patogentim, jako je Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Clostridium
botulinum, C. difficile nebo C. perfringens. Bakteriociny by proto mohly fungovat jako
antibiotika s izkym spektrem ucinku, které by potlacily pouze patogeny a nikoliv ostatni

mikrobiotu (Lawley a Walker, 2013). Bakterie také chrani epitel tim, Ze jsou navazany na
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vazebnd mista bunck epitelu, na které patogeny poté neadheruji. Dal§im ochrannym

mechanismem je soutézeni o dostupné ziviny (Maier et al., 2015).

Stievni bakterie jsou dulezitym producentem vitamint, které si nase télo nedokaze
vytvorit samo. Kyselina listova je dulezitd pro syntézu i opravu DNA a je produkovana
bifidobakteriemi. Mezi dalsi vitaminy bakteridlniho ptivodu patii vitamin B12, K, riboflavin,

biotin a dal$i (Thursby a Juge, 2017).

NaruSeni symbidzy s mikroorganismy a mezi nimi vede k zanétlivym stfevnim
onemocnénim, celiakii, kolorektalnimu karcinomu ¢i obezité. Stfevo hraje dulezitou roli
v imunitnim systému. Jeho tikolem je udrzovat homeostdzu, tzn. vyvolat imunitni odpovéd’ po
vniknuti cizorodych latek a tolerovat ty neSkodné. Komunikace mezi mikrobidlnimi
komenzély, stfevnimi epitelidlnimi bufikami a imunitnimi bunkami stfeva je tedy dulezitd

k docileni rovnovahy mezi t¢émito mechanismy (Maier et al., 2015).

Bacteroides thetaiotaomicron je vyznamny zastupce sttevni mikrobioty, ktery rozklada
polysacharidy, zejména ty ze sliznice. Jeho hlavnimi metabolity jsou propiondt a acetat.
Faecalibacterium prausnitzii tento acetat spotiebuje a vytvoii butyrat, které¢ho se vytvoii vice
pravé v pfitomnosti B. thetaiotaomicron. Mastné kyseliny s kratkym fetézcem ovliviiuji
syntézu mucinu. B. thetaiotaomicron zvysuje diferenciaci poharkovych bunék (budou se tedy
vice tvofit). Muze také vyvolat fukosylaci epitelidlnich bunck stfeva, coz je spojovano
s naslednym vyuzitim fukézy (Wrzosek et al., 2013). Déle hraje roli v imunitnim systému, kde
tlumi expresi prozanétlivych cytokintl. Stimuluje produkci peptidi, které maji antimikrobialni
ucinek na patogeny jiZz zminéné (Maier et al., 2015). B. thetaiotaomicron a F. prausnitzii se

také podileji na tvorbé hlenu (Thursby a Juge, 2017).

Imunitni odpovéd’, diky které je omezen vstup a mnoZeni patogenl, zavisi na
ptfitomnosti B. fragilis. Zwitterionické polysacharidy B. fragilis mohou aktivovat CD4+ T-
lymfocyty, které produkuji interleukin 10 (IL-10), ktery preventivné piisobi proti vzniku zanétu
¢1 abscesti. Ddle je produkovan gama interferon, IL-2 a IL-12. Z divodu pfitomnosti obou
naboji se ZPS mohou véazat na molekuly antigen prezentujicich buné€k hlavniho
histokompatibilniho komplexu II a poté mohou byt prezentovany receptorim T-lymfocytl

(Wexler, 2007).
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2.3 ANAEROBNI STREVNI BAKTERIE ZPUSOBUJICI STREVNI
ONEMOCNENT{

4

Anaerobni bakterie mohou zplisobovat nejrizn€jsi infekéni onemocnéni s vysokou
morbiditou a mortalitou. VétSina anaerobnich mikroorganismil zptisobujicich onemocnéni
béZné kolonizuje clovéka (Wexler, 2015). Stfevni patogenni bakterie naruSuji zdravou
mikrobiotu, coz vede ke vzniku zanétu a prijmu. Stolici se patogen dostava do okolniho
prostiedi, takze mlze dojit k nakazeni dalSich jedinci. Prijmové infekce jsou problémem
v rozvojovych zemich (zplsobené hlavné patogennimi enterobakteriemi), ale i ve vyspélych

zemich (zplUsobené pievazné C. difficile; Lawley a Walker, 2013).

2.3.1 Priijem a pseudomembrané6zni kolitida

Clostridioides difficile zptisobuje prijem vyvolany antibiotickou lé¢bou, ktery muze
vést az k zavaznému onemocnéni ohroZzujici zivot zvané pseudomembrandzni kolitida.
Rizikovym faktorem muze byt klindamycin a linkomycin ¢i Sirokospektré cefalosporiny, které
jsou castéji uzivany. Rizikova je ale fada antibiotik tim, Ze rozvraci normalni mikrobiotu
auvolnénou niku stieva pak kolonizuji praveé klostridie, které jsou na tato antibiotika
rezistentni. K nédkaze dochézi vétSinou z okoli a je Casta u starSich pacientll a u pacienti, ktefi
byli delsi dobu hospitalizovani. Opakované infekce jsou velmi casté a stfevo muze byt
postizeno az 3 mésice. Nejcastéjsi bakterii vyvolavajici prijem ziskany v nemocnici je praveé

C. difficile (Riley, 2012).

Obrazek 5 Pseudomembrano6zni kolitida (Riley, 2012)
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2.3.2 Otrava jidlem zpiisobena Clostridium perfringens a nekrotizujici enteritida

Kontaminovanou potravinou obvykle byva maso, protoze C. perfringens je bakterie
pritomna u zvirat. Pti chladnuti uvafeného masa dochazi k mnozeni spor rezistentnich na teplo.
Pokud dojde k poziti kontaminovaného masa, tak se patogen dostane az do stfeva. Kyselé
prosttedi zaludku ho nezniéi, protoze je chranén bilkovinou z masa. C. perfringens typ A (ale
1B a D; Votava et al., 2006) produkuje enterotoxin, ktery zptisobuje priijem a bolesti bficha.
Horecka ¢i zvraceni nejsou ¢astymi projevy. Piiznaky se objevi do 12 hodin po pfijmuti potravy
a odezni do dvou dnti (Riley, 2012), nicmén¢ u starSich ¢i oslabenych jedinct mtize dojit az ke
smrti. U zdravych lidi neni tieba 1é€by. Mnozstvi klostridii, které zptisobi otravu jidlem, se

odhaduje na 10°-10% CFU (Adams, 2016).

Enterotoxin je produkovéan sporulujicimi bufikami, v malé mife 1 vegetativnimi. Je
sensitivni na nékteré proteolytické enzymy a jeho aktivita miize byt zastavena zahiatim na 60°C
po dobu 10 minut ve fyziologickém roztoku. Zpusobuje rozpad bun€k, protoze v membrané

produkuje pory, které ji porusi (Adams, 2016).

Clostridium perfringens typ C, ktery tvoii B-toxin (Votava et al., 2006), zpisobuje
nekrotizujici kolitidu (pigbel). Tato nemoc je typickd pro domorodce Nové Guiney, ktefi pti
slavnostech konzumuji vepifové maso spolu se sladkymi brambory, které¢ obsahuji inhibitory
protedz (trypsinu). U téchto lidi je také nizsi koncentrace stievniho trypsinu, takze jsou ke
vzniku nemoci vice nachylni. Pokud tedy dojde k poziti kontaminovaného masa, tak zminény
toxin napada tenké sttevo a vyvold nekrotizujici enteritidu. Ockovani vSak snizilo Cetnost

tohoto onemocnéni (Riley, 2012; Adams, 2016).

2.3.3 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom je tieti nejCastéji diagnostikovany typ rakoviny a cCtvrté
nejcastéjsi rakovinné onemocnéni zptisobujici smrt. Nepochybné s timto onemocnénim souvisi
zmeénénd sttevni mikrobiota (Gorkiewicz a Moschen, 2018). V posledni dob¢ vSak klesa
morbidita a mortalita diky screeningovym testim, prevenci a 1é¢beé. Mezi predpoklady ke
vzniku rakoviny kolorekta patii stfevni zanétlivd onemocnéni, polypy €i dysplazie (Zamani

et al., 2020).

Pfi tomto onemocnéni se ve stfevé mize nachazet vice n€kterych bakterii. Mezi tyto
organismy patii napt. rod Fusobacterium, ktery mize piimo nebo nepiimo ovlivnit vznik

rakoviny. Zjistilo se, ze se ve vétsi mife nachdzi ve stolici lidi s karcinomem nez u zdravych
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lidi. S kolorektalnim karcinomem je nejéastéji spojovan zastupce F. nucleatum, ktery se
vyskytuje ve veétsim mnozstvi v pocatecni fazi tvorby naddoru. Mize také prispét ke vzniku
karcinomu pankreatu nebo spinocelularnimu karcinomu dutiny ustni (Gholizadeh et al., 2017).
Mezi prvnimi bakteriemi, nad kterymi se pfemyslelo ve spojitosti s rakovinou tlustého stfeva
a konec¢niku, bylo pravé F. nucleatum. Existuje n€kolik mechanismt vzniku karcinomu, napft.
antigen FadA F. nucleatum je ligandem pro E-kadherin nachézejici se na epitelidlnich buiikach
stteva, poté dochazi k aktivaci B-kateninové cesty, coz vede k nekontrolovatelnému rastu bunck

(Gorkiewicz a Moschen, 2018).

Mezi dal§i mikroorganismy souvisejici s touto nemoci patfi enterotoxigenni
Bacteroides fragilis, ktery se nachazi i u zdravych lidi a jehoZz enterotoxinem je metaloproteaza,

ktera ke své aktivité pottebuje zinek (Sheila, 2015).

2.3.4 Zanétliva stirevni onemocnéni

Stejné jako u kolorektalniho karcinomu, tak i u zanétlivych onemocnéni stiev miize byt
rizikovym faktorem enterotoxigenni Bacteroides fragilis, ktery je detekovatelny ze stolice a ze
vzorkli biopsie. Podobné jako Fusobacterium nucleatum aktivuje B-kateninovou cestu
a podporuje produkci IL-8 v epitelidlnich bunkéch stieva (Zamani et al., 2020). Svoji roli pii
vzniku onemocnéni hraje 1 Zivotni styl a stravovani jedince. Pfijem primyslove zpracovanych
potravin, velkého mnoZstvi ZivociSnych tukil a bilkovin a nedostatek vlakniny svym dilem
ptispiva ke vzniku onemocnéni. Do této skupiny nemoci pati Crohnova choroba a ulcerdzni
kolitida a jejich Cetnost po celém svéte stoupd. V ramci téchto onemocnéni byla stfevni
mikrobiota vice prozkouméana. Mikrobiom u nemocnych neni tak staly jako u zdravych lidi,
zvySeny vyskyt bakterii je z ¢eledi Enterobacteriaceae a Pasteurellaceae a naopak nizsi vyskyt
je pozorovan u fadu Bacteroidales a Clostridiales. Ochranni komenzalové se tedy vyskytuji

mén¢ a k povrchu sliznice stfeva mén¢ adheruji (Gorkiewicz a Moschen, 2018).

2.4 ANAEROBNI STREVNI BAKTERIE JAKO PROBIOTIKA

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které maji prospésny vliv na lidsky organismus,
pokud jsou uzivany ve spravné davce (Sen a Mansell, 2020). UZivaji se ve formé¢ doplikt
stravy. Probiotiky se zabyvalo uz hodné studii. Jsou schopné pozménit sloZeni mikrobioty nebo

jeji metabolismus. Mecnikov byl prvnim védcem, ktery na pocatku 20. stoleti mluvil o zivych
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mikroorganismech obsazenych ve fermentovaném mléce podporujicich lidské zdravi

(Woodmansey, 2007).

Jak uz bylo zminéno v kapitole o vyznamu stfevnich anaerobnich bakterii, tak jejich
pritomnost je dulezita pro tvorbu SCFA a dalSich metabolitd majicich nizké pH, které brani
pruniku patogenti a stejn¢ tak produkuji bakteriociny. Zlepsuji humordlni imunitu, ¢imz je
podpoiena imunologicka stievni bariéra. Jsou schopné regulovat imunitni odpovéd’ a tim snizit
precitlivélost na rizné potraviny nebo zmirnit projevy atopického ekzému. Tyto bakterie musi
umét bojovat o dostupné ziviny, aby byly schopné ve stfevnim traktu ptezit. Rist a pfeziti
probiotickych kment také pozitivné ovliviiuji prebiotika (Woodmansey, 2007). Jsou schopné

syntetizovat antioxidanty pusobici proti rakovinotvornym bunikam (Lin et al., 2019).

Mezi tradi¢ni probiotika patii z nejvetsi ¢asti zastupcei rodu Bifidobacterium, pattici do
kmene Actinobacteria a fakultativné anaerobni rod Lactobacillus, patiici do kmene Firmicutes.
Streptococcus spp. €1 kvasinky byvaji také soucasti probiotik. Tradi¢ni probiotika odkazuji na
nase predky, ktefi jedli fermentované mlécné produkty obsahujici bakterie mlééného kvaseni
(Lin et al., 2019). Bifidobakterie jsou hojné pfidavany do potravin mlééného ptivodu, jako jsou
jogurty, mléko, syry nebo do stravy pro kojence. Jejich patogenni plisobeni je skoro nulové.
Bifidobakterie se v zaludku setkaji s nizkym pH, které mize ovlivnit jejich zivotaschopnost.
Obecné druhy bifidobakterii kolonizujici GIT lidi jsou k niz§imu pH vice nachylngjsi nez
B. animalis. Kyselej$i prostiedi také toleruji probiotické bakterie B. bifidum a B. longum,
zejména B. longum subsp. infantis. Bifidobakterie mohou sniZovat koncentraci cholesterolu
v séru a jednim z ditvodit miize byt hydrolyza zlu€ovych soli. Dalsi cesty, jakymi pomahaji
sniZzovat hladiny cholesterolu, nejsou objasnény. Mezi dalsi prednosti bifidobakterii patfi ty jiz

popsané vyse v predchozich kapitolach (Russel et al., 2011).

Dalsi skupinou probiotik jsou probiotika nové generace, kterd by obsahovala dalsi
kmeny obsazené v lidské mikrobioté a mohla by byt specializovana na urcité onemocnéni (jako
je prevence pied nemocemi traviciho traktu, alergii ¢i ekzémem) nebo se zamétenim na t€hotné
a kojici Zeny. Pti vybéru novych kment je nejdilezitejsi jejich bezpecnost. Mezi navrhované
organismy patii napi. Akkermansia muciniphila, Faecalibacterium prausnitzii, Prevotella

copri, bakterie rodu Clostridium ¢i Bacteroides a dalsi (Lin et al., 2019).
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3 PREVENCE, LECBA A LABORATORNI DIAGNOSTIKA
STREVNICH ANAEROBNICH INFEKCI

3.1 PRUJEM A PSEUDOMEMBRANOZNI KOLITIDA

Prevence

Hlavnim preventivnim opatfenim je 1écba antibiotiky po dobu nezbytn€ nutnou a pouze
pokud je to opravdu potieba. Preferenci jsou také antibiotika s izkym spektrem ucinku.
Samoziejmé je dilezita hygiena pracovnikl ve zdravotnickych zafizenich, myti rukou pied a po
osetfeni pacientll a pouziti ochrannych rukavic (Hunt a Thomas, 2006). Pokud dojde ke vzniku
prijmu béhem pobytu v nemocnici a navic mé pacient nasazenou antibiotickou 1écbu, je zde

pravdépodobnost vzniku infekce zpisobené Clostridioides difficile (Riley, 2012).
Lécba

Kli¢ové pro uzdraveni je zahajit 1éCbu co nejrychleji. Prvnim krokem 1é¢by je zastaveni
rustu C. difficile a produkce toxinu tim, Ze pacient pfestane uzivat antibiotika, ktera pfispéla ke
vzniku onemocnéni. Nasledné je pacientovi podavan vankomycin nebo metronidazol (Riley,
2012). Metronidazol se podava oraln¢ 3x denné a to po dobu az 14 dnti. Pokud je C. difficile
rezistentni na metronidazol, zahaji se 1écba vankomycinem, ktery pacient bere 4x denné
v rozmezi od jednoho do dvou tydnl. Lécbu je moZno podpofit probiotiky, neni na to ale
dostatek studii, jestli je to uc¢inné. Pokud nedojde ke zlepSeni, moznosti je i operace (Hunt

a Thomas, 2006).
Laboratorni diagnostika

Toxiny lze prokazat enzymovou metodou ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) ¢i imunochromatograficky. Pfi stanoveni toxinu metodou ELISA reaguje toxin (antigen)
se specifickou protildtkou za vzniku imunokomplexu, diky kterému dojde ke zméné barvy
substratu. Clostridium difficile je producentem enzymu glutamatdehydrogenazy (GDH), ktery
pfi stanoveni pfedstavuje antigen reagujici se specifickou protildtkou. GDH vSak neprokaze
ptitomnost samotného toxinu (Shetty et al., 2011; Pérez-Topete et al., 2016). Tyto metody jsou
snadné&jsi na provedeni a také levnéjsi nez PCR (polymerase chain reaction, polymerazova

fetézova reakce), proto je pravé ELISA metoda nejhojnéji pouzivéana i pfes to, ze nevykazuje
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tak vysokou senzitivitu a specifitu, jako PCR (Pérez-Topete et al., 2016). VétSina testti dokaze
stanovit pouze jeden z gent toxinti C. difficile, coz znamend, Ze pokud né&jaky kmen obsahuje
pouze jeden toxin, tak nemusi dojit k jeho zachytu. Bélanger et al. (2003) vyvinul real-time
PCR slouzici k piimé detekci genl tcdA i1 tcdB, tzn. vSech kment C. difficile produkujicich

toxiny.

3.2 OTRAVA JIDLEM ZPUSOBENA CLOSTRIDIUM PERFRINGENS
A NEKROTIZUJICI ENTERITIDA

Prevence

Dulezitou prevenci je uchovani ptipraveného masa v chladu (Adams, 2016). Dale
uzivani probiotik, protoze studie na zvifatech prokazala schopnost probiotik snizit rist
a produkci toxinl Clostridium perfringens ve sttev€. Prebiotika by také mohla byt soucasti
prevence pied vznikem enteritidy vyvolané C. perfringens, jejich G€inek vSak neni pfesné
znam. Dalsi vyzkumy prebiotik a jejich preventivnich U¢inkd by mohly specifikovat vybér
a davku probiotik, a tim pfedchdzeni vzniku tohoto onemocnéni. Prebiotika jsou pro ¢lovéka
nestravitelné slozky potravy (nestravitelné¢ sacharidy), které podporuji kolonizaci stieva
bakteriemi pfiznivymi pro stfevo. Poddvanim probiotik by se tedy rist téchto komenzald zvysil
a naopak rist C. difficile 1 produkce jeho toxinu by se sniZila. Jak uz bylo popisovéano v jinych
kapitolach, tak nestravitelné sacharidy bakterie ve stieveé $tépi na SCFA, které mohou snizovat
pH a tim potlacit riist patogennich organisml. Mezi prebiotika patii fruktooligosacharidy,

inulin, pektin, arabinogalaktan a dalsi (Allaart et al., 2013).
Lécba

Onemocnéni je vétSinou Zzivot neohrozujici a k uzdraveni dojde béhem 1-2 dnt.
K hor§imu prtibéhu ¢i smrti dochdzi raritné, a to hlavné u lidi se snizenou funkci imunitniho
systému a starSich lidi a také v ptipad¢ vzacnych nekrotizujicich enteritid (Lindstrom et al.,

2011).
Laboratorni diagnostika

Clostridium perfringens na agaru obsahujicim Zelezo a cykloserin pozorujeme jako

cerné kolonie, protoze redukuji sulfat na sulfid Zeleznaty. Testuje se také pohyblivost
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a schopnost kolonii redukovat dusi¢nany a fermentovat laktozu. Nékdy vSak nedojde ke tvorbé
¢ernych kolonii, misto toho se vytvoti kolonie svétle zbarvené, takze mohou vzniknout falesné
negativni vysledky. Na krevnim agaru tvofi dvojitou B-hemolyzu. Detekce enterotoxinu
C. perfringens je jako u C. difficile moznéd pomoci metody PCR (Lindstrom et al., 2011).

a- toxin (lecitindza) zachycuje Naglerova reakce vyuzivajici zloutkovy agar (Adams, 2016).

3.3 KOLOREKTALNI KARCINOM

Prevence

Prevence a brzké odhaleni tohoto onemocnéni je kli¢ové pro snizeni morbidity
a mortality. Obecné mizeme prevenci rozdélit na primarni, sekundarni a tercialni. Primarni
prevence se zaméiuje na piredchazeni vzniku onemocnéni, sekundarni prevence ovliviiuje
pfipadnou recidivu onemocnéni nebo jeho dal§i vyvoj a tercidlni prevence se zabyva
chronickym onemocnénim (Fletcher et al., 2018). Dulezity je zpiisob stravovani, nebot
potraviny obsahujici vlakninu (zelenina, ovoce a celozrnné potraviny) maji pozitivni vliv na
organismus a vyvoj mikrobioty stfeva a mohou tak ptedchazet vzniku rakoviny. V rdmci
prevence je také vhodné konzumovani ryb alespoil jednou tydné. Obézni lidé patii do rizikové
skupiny pro vznik tohoto onemocnéni, takZe spole¢né se zdravou stravou je dileZity pohyb,
ktery nasledn¢ souvisi se zvySenou stievni pohyblivosti. Nekoufit patii také mezi dilezita
rozhodnuti majici vliv na prognoézu (Stockenhuber a East, 2019). Dal§i moZnosti jsou
probiotika, konkrétné¢ bifidobakterie, nejsou ale dosud Zadné studie potvrzujici tc¢inek na
lidech, pouze na zvitatech (Russell et al., 2011). Mezi latky, které maji protirakovinné G¢inky,
patii vitamin D a kurkumin nebo polynenasycené mastné kyseliny motského pavodu.
Nedostatek vitaminu D se ¢asto vyskytuje pravé u kolorektalniho karcinomu a u zanétlivych
onemocnéni stiev. Kurkumin je latka rostlinného plivodu, kterd povzbuzuje imunitni systém
(Fletcher et al., 2018). Aspirin je nesteroidni protizanétlivy 1€k, ktery je soucasti
chemoprevence majici vliv na sniZeni rizika vzniku onemocnéni. Podili se ale na zvySeném
krvéaceni, takze jeho uzivani neni ¢asto doporucovano. Dllezitou prevenci jsou screeningové
testy, kam fadime test na okultni krvaceni ve stolici a imunochemické testovani stolice. Pokud
je vysledek pozitivni, tak pacient podstoupi kontrolni kolonoskopii. Ne pokazdé vSak dochazi

ke krvaceni, i pokud mé pacient néjaké rakovinné 1éze (Stockenhuber a East, 2019).
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Lécba

Nejcastéjsim zpisobem 1é¢by je operace. Chemoterapie neni pro tento typ rakoviny moc
typicka a vétSinou se zahajuje az po operaci (Frankenfeld et al., 2020). Tento postup se oznacuje
jako terapie adjuvantni. Pfi neoadjuvantni 1é¢bé se nejprve zacina radioterapii ¢i chemoterapii,
¢imz dojde ke zmenSeni nddoru a az poté nasleduje operace (Buccafusca et al., 2019). Pti
chemoterapii je pacient 1é¢en napt. 5-fluorouracilem, kapecitabinem a oxaliplatinou. Snizit
efekt 1écby témito Iéky mize veétsSi mnozstvi Fusobacterium nucleatum. Dal$i moznosti je
fekalni mikrobialni transplantace, coZ je metoda zahrnujici transplantaci stolice od zdravého
darce do téla pacienta (pfijemce), ktera je ucinna hlavné u infekci zptisobenych Clostridioides
difficile. Probiotické kmeny, které produkuji latky pusobici proti F. nucleatum, maji také
vyznam. Probiotika snizuji poCty patogennich bakterii rodu Fusobacterium a naopak podporuji
rust prospéSnych bakterii. Stravou a pohybovou aktivitou mize clovék ovlivnit nejen vznik této
nemoci, ale zaroven dokdze ovlivnit 1écbu a stfevni mikrobiotu pfi probihajicim onemocnéni.
Jiz zminované potraviny s vysokym obsahem vldkniny jsou dilezité, protoze podporuji bakterie

produkujici SCFA, které jsou schopny potlacit rakovinné bujeni (Si et al., 2020).
Laboratorni diagnostika

Mezi dvé zakladni laboratorni vySetieni CRC patfi test na okultni krvéaceni (fecal occult
blood test, FOBT) a imunochemické testovani stolice (fecal immunochemical test, FIT).
Nejcastéji vyuzivanym typem FOBT je guajakovy FOBT (gFOBT). Guajak je extrakt
z pryskyfice pochézejici ze stromu Guaiacum officinale a v minulosti byl pouzivan na lécbu
syfilis. Pozdéji bylo zjiSténo, ze guajak dokéZe zménit barvu v pfitomnosti krve, ¢ehoZz tento
test vyuziva. Metoda gFOBT vyuziva peroxiddzu hemu, ktera uvolni kyslik z peroxidu vodiku.
Tento kyslik pak reaguje s kyselinou alfa-guajakovou a fenolovou slouc¢eninou obsazenou
v guajaku za vzniku modfe zbarveného chininového barviva. Cena tohoto testu neni vysoka
atest je snadno pouzitelny, md vSak fadu nevyhod. Zachycuje i hem zvifeciho plivodu
(z potravy), protoze molekuly hemu lidi a zvifat jsou shodné. Dalsim faktorem ovliviiujicim
testovani je peroxiddza nékteré zeleniny (napt. brokolice a kien) a antioxidant (vitamin C),
ktery reaguje s peroxidazou, coz vede ke vzniku faleSn€¢ negativnich vysledkii. Ovlivnéné
vysledky testu mohou byt také u pacientli uzivajici warfarin nebo aspirin, protoze dochazi
k Castéjsimu krvaceni. Test se vyhodnocuje vizualné na zékladn¢ zmény barvy. Tato metoda
ma nizkou analytickou senzitivitu a specificitu a nezaznamena nizké koncentrace hemu. FIT

(také znam pod nazvem iFOBT, immunochemical fecal occult blood test) vyuziva globin misto

45



hemu. Principem metody je pouziti protilatek namifenych proti globinu za tvorby agregatu, coz
umoznuje turbidimetrické ¢i spektrofotometrické stanoveni. Test je tedy mozno vyhodnotit
1 kvantitativné, ziskd se tak koncentrace hemoglobinu ve stolici. Kvalitativni detekce je opét
zaloZena na odecteni zabarvené linie. Soucasti odbérové nadobky je plastova tyCinka, kterou se
nabere vzorek stolice. Vyhodou oproti gFOBT je odbér pouze jednoho vzorku stolice misto tii.
Dokéaze detekovat i nizké koncentrace hemoglobinu a strava test nerusi, nevyhodou je jeho vyssi
cena nez u gFOBT. Analyticka senzitivita a specificita testu je vyssi nez u gFOBT. VySetieni
s nejvyssi specificitou a senzitivitou stale zlistava kolonoskopie (Halloran, 2009; Carroll et al.,
2014). Fusobacterium nucleatum je mikroorganismus, ktery se muize podilet na vzniku
rakoviny. Jeho pfitomnost mize indukovat tvorbu sérovych protilatek, které je mozno prokazat
nepiimou verzi metody ELISA. Dal§i moZnosti je detekce DNA F. nucleatum ze stolice
metodou PCR (Wang et al., 2016).

Obrazek 6 Odbérova nadobka na stolici pro stanoveni FIT (Carroll et al., 2014)
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3.4 ZANETLIVA STREVNI ONEMOCNENI

Prevence

Stejné jako u CRC hraje u téchto onemocnéni klicovou roli zplsob stravovani
(Gorkiewicz a Moschen, 2018). Jak popisuje obr. 9, ke vzniku onemocnéni prispivaji i faktory

genetické, antibiotika ¢i koufeni, nasledné vedouci ke vzniku dysbidzy stievni mikrobioty.
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Obrazek 7 Faktory ovliviiujici vznik IBD (Aggeletopoulou et al., 2019)

Lécba

Existuje mnoho terapeutickych pfistupi k lécbé zanétlivych stfevnich onemocnéni
vcéetné uzivani probiotik, prebiotik, postbiotik ¢i synbiotik az po fekalni mikrobidlni
transplantaci. Antibiotika se pouZzivaji pfi 1écbé dalSich potizi, mezi které patii pistéle nebo
viedy (Reinoso Webb et al., 2016). Léceni antibiotiky je vSak nevyzpytatelné, mohou sice
v nékterych piipadech zabranit znovuobjeveni pfiznakii onemocnéni, na druhou stranu ale
negativné ovliviiuji sloZzeni mikrobioty a jejich naduzivani mize byt naopak pti¢inou vzniku
zanétlivych onemocnéni. Prebiotika plisobi na rast ptiznivych bakterii a produkci SCFA, které

pozitivné ovliviiuji zanétlivou sliznici stfeva. Mezi nejcastéji pouzivané probiotické kmeny
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patii Lactobacillus, Bifidobacterium a Enterococcus. Postbiotika jsou metabolické produkty
bakterii ve stfevé a muzou stimulovat protizanétlivou imunitni odpovéd’. Synbiotika jsou
kombinaci prebiotik a probiotik. Studie fikaji, Ze synbiotika by mohla byt t¢inna v 1écb¢ akutni
1 chronické Crohnovy choroby a vudrZzovani ulcerézni kolitidy ve stadiu remise
(Aggeletopoulou et al., 2019). Pacienti jsou léCeni nejcastéji sulfasalazinem, mesalazinem nebo

steroidy a to peroralné ¢i klystyry (Scholmerich, 2006).
Laboratorni diagnostika

Metodou ELISA se ze stolice stanovuje kalprotektin, coZ je protein obsaZeny v cytosolu
neutrofild. Pfi zanétu se neutrofily aktivuji, putuji do stfevni sliznice a uvolnuji praveé
kalprotektin. Principem metody je reakce specifické protilatky navézané na mikrotitrani
desticce s kalprotektinem (Simioni et al., 2019). Tento marker je velice senzitivni, ne vSak
specificky, protoze jeho koncentrace mlze byt zvySend i u potravinovych alergii. Mezi dalsi
markery znacici zanét patii plazmaticky C-reaktivni protein (CRP), zvySend sedimentace

erytrocytll a snizena koncentrace albuminu (Daniluk et al., 2019).
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ZAVER

Cilem prace bylo charakterizovat striktné anaerobni bakteridlni zastupce kolonizujici

stfevo a popsat jejich vyznam.

Ve stieve se vyskytuje velké mnozstvi rodi anaerobnich bakterii, pro tcely této prace
byly vybrany ty nejvyznamnéjsi a nejcasteji se vyskytujici, a to rody Bacteroides, Prevotella,
Porphyromonas, Fusobacterium, Veillonella, Clostridium, Bifidobacterium, Eubacterium,
Peptostreptococcus, Peptococcus a Peptoniphilus. Zminéné rody jsou rozliSovany na zékladé
Gramova barveni, morfologie a sporulace. Jedinym rodem tvofici spory je rod Clostridium
(Clostridioides). Kazdy rod je popsan obecnou charakteristikou, biochemickymi vlastnostmi,
vyskytem, faktory patogenity, mikroskopickymi a kultiva¢nimi vlastnostmi. Mnoho uvedenych
rodl se kromé stfeva vyskytuje také na sliznici genitourinarniho traktu nebo dutiny ustni. Mezi
hlavni zjisténé biochemické vlastnosti patii schopnost degradace sacharidi na mastné kyseliny
s kratkym tetézcem (SCFA) nebo jiné metabolity. VéEtSina zastupct je kataldza negativni, coz

vyplyva z jejich anaerobniho metabolismu.

Druhd kapitola je vénovana vyznamu téchto komenzald ve smyslu pozitivnim
i negativnim. Uginki blahod4rnych maji mnoho, napf. ochrana pred patogeny a karcinogennimi
buiikami, a to za pomoci kyselych metabolickych produktii nebo antimikrobialnich latek. Stejné
tak hraji roli v tvorbé vitaminti. Z téchto diivodi maji anaerobni bakterie, hlavné bifidobakterie,
vyznam v ramci probiotik. V této €asti jsou taky popsana nejcastéjsi sttevni onemocnéni, ktera
muzou byt vyvolana bakteriemi b&€zné osidlujicimi stfevo nebo infekce zplisobené rodem

Clostridium.

Posledni ¢ast pojednava o prevenci, 1€€b¢ a laboratorni diagnostice patologickych stava
popsanych v druhé kapitole. Souc¢asti prevence i 1écby jsou Casto probiotika a prebiotika, ktera
podporuji stitevni mikrobiotu. Dosud provedené studie vSak jednoznacné neprokazuji jejich
ucinnost hlavné béhem 1écby. Je vSak nesporné, Ze podporuji mikrobialni diverzitu a jejich

uzivani neni na Skodu.

Na zavér je tieba fici, Ze ve stieve je dlileZita rovnovaha mezi komenzaly. Jeji vychyleni

z rovnovazného stavu mize vést ke vzniku chorob, proto je nutné o mikrobiotu stfeva pecovat,
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ato ve formé kvalitni stravy (se zafazenim vlakniny), pohybu, a také zahajovat 1é€bu antibiotiky

pouze v nutnych pitipadech.
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