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ABSTRAKT

Moznosti detekce mikroorganismi v potravindch ¢i jinych kulturach je celd tfada.
Od klasickych biologickych metod 1éty ovétenych az po moderni, molekularné biologické,
které slouzi k ptimé detekci a pritkazu pfitomnosti nejen patogennich mikroorganismii ve

vySetfovanych vzorcich.

V této praci byly pouzity dvé takové biologické metody. Klasické kultivace, pomoci
které jsme si ovéfili rst a ptitomnost 10 vybranych kmeni bakterii rodu Clostridium na 5
druzich ptud. Diky ni jsme také ziskali vzorky ¢istych kultur pro pouziti pro polymerazovou
fetézovou reakci (PCR) s detekei pomoci agarosové gelové elektroforézy s naslednou UV

Vizualizaci.

Kli¢ova slova: detekce, bakterie rodu Clostridium, kultivace, polymerazova fetézova reak-
ce (PCR)

ABSTRACT

There are many posibilities of microbial detection in foods and clinical samples.
From classical biological methods to modern molecular biological technology for the de-
termination for the direct detection and document of present not only pathogens microor-

ganisms in the examinant cultures.

In this work are used the such as two biological methods. The traditional cultural
techniques for the direct isolation and occurence of 10 selected strains of Clostridium bac-
teria. So we obtained samples ,,clear cultures* for using in the others method, the polyme-
rase chain reaction (PCR) with detection of agarose gel electrophoresis with UV visualiza-

tion.

Keywords: detection, cultivation,the polymerazation chain reaction (PCR), cultivation
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., Laska v minulosti je jen vzpominka, ldska v budoucnosti je jen ocekavani, skutec-
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UvVOD

Jen mala cast vSech bakterii, které¢ se vyskytuji okolo nas v zivé ptirod€, maji
schopnost vyvolat riizné druhy onemocnéni a jsou tedy pro ¢lovéka patogenni. Mezi takové
mikroorganismy patii i bakterie rodu Clostridium. Ne v§echny kmeny jsou schopny vyvo-

lavat razné druhy endogennich a exogennich onemocnéni prostfednictvim svym toxint.

Taxonomicky se jedna o velmi dilezity rod nélezici pfevazné mezi grampozitivni
anaeroby volné se vyskytujici v pud¢, ve vod¢, ve splaskach, v moiskych sedimentech a
mimo jiné také jako béznd soucast lidské stievni mikroflory, kde vSak ziji symbioticky.
Teprve prostfednictvim potravin, které mohou byt kontaminovany sekundéarné, dochazi

VI 7

ke vzniku patogenity a nasledné Sifeni infekce.

V dne$ni moderni dob¢ je vynakladano spousta financ¢nich prostfedu a usili na po-
tlaceni jakéhokoliv Sifeni jejich kontaminace. Néstrojem pro vysetfeni jejich pfitomnosti v
potravindch a v jinych klinickych vzorcich se stala i jedna a od 80. let minulého stoleti
velmi rychle se rozvijejici molekularné-biologickd metoda, polymerazova fetézova reakce
(PCR, polymerase chain reaction). Ve srovnani s klasickymi mikrobiologickymi metodami

(zejména kultivacnimi) se jedna o velmi rychlou, senzitivni a ¢asové mén¢ naroc¢nou tech-

niku s pfesnymi vysledky.
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. TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIE RODU CLOSTRIDIUM

Rod Clostridium je velmi rozsahly a z potravinaiského hlediska velmi dulezity rod,
zahrnujici vice nez 150 druht tvofici endosporulujici peritrichni ty¢inky, které jsou ve vét-
Sin¢ piipadt grampozitivni. Spora byva pievazné SirSi nez vegetativni bunka [20], [[42].
Rod Clostridium je obligatné anaerobni [20], [44]. Pro klostridia je typicky anoxibioticky
metabolismus, kdy kyslik inhibuje rtst a po 5 a 10 minutach ptisobeni usmrcuje vegetativni
bunky vétsiny druhti. Intenzita této citlivosti je druhové odlisna. Nékteré druhy jsou ke kys-
liku méné citlivé, a jsou schopny i ptipadného pomalého rozmnoZovéni i za omezeného

ptistupu vzduchu, ale vétSinou se za piitomnosti kysliku nerozmnozuji a hynou [20].

Rust bakterii a jejich metabolismus je zavisly na adekvatnim pfijmu Zivin pochéaze-
jicich z okolniho prostiedi. Jednotlivé komponenty jsou traveny specifickymi extracelular-
nimi enzymy, které jsou brany do bunky specifickym transportnim systémem a mobilizo-
vany specifickymi enzymy, syntézou a aktivitou prostiednictvim zivin vyskytujicich se v

okolnim prostiedi [23].

; : ’:;7{: C. botulinum

e A g / C. tetani

‘\'ﬁ P ;- C. dificile
q" 'I 4‘ C. perfringens

Obrazek 1: Priklady klostridii a jejich spor [57]

Nékteré druhy maji silné proteolytické schopnosti a uplatiiuji se pfi anaerobnim

rozkladu bilkovin (napt. Clostridium sporogenes), jiné maji silné sacharolytické schopnosti
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a vedle jednotlivych cukrl vyuZzivaji 1 oligosacharidy a Skrob, popt. celulosu. Nékteré dru-
hy maji oboji, jak proteolytické, tak i sacharolytické schopnosti, jiné fixuji vzdusny dusik
[6], [20], [49]. Sacharolytické klostridie vyuZzivaji pro svij rust Sirokého spektra zdroji
uhliku. Jednd se naptiklad o polymerni $krob a celulosu, které jsou Stépeny velkym mnoz-
stvi enzymi a jejich produkt. Rovnéz mohou vyuzivat i jiné rozpustné nizkomolekuldrni
latky, které jsou akumulovany spoustou rozli¢cnych mechanismi, z nichz dominujici posta-
veni ma fosfoenol-depedentni fosfotransférazovy systém (PTS). Pfesny mechanismus neni
dosud zcela znamy, vSe bude zalezet na detailnim pochopeni molekuldrniho rozboru gent a

jejich projevi, ale je nezbytny pro celkové pochopeni fyziologie u klostridii [23], [62].

Obrazek 2: Bakterialni endospora [71]

Klostridie pouZivaji pfi svym oxidoredukénich procesech enzym s Fe?* v molekule,
ktery zacina fungovat aZz pfi zdporném oxidoredukénim potencidlu v prostredi (mezi -100
az 200 mV). Proto se zacinaji mnozit az tehdy, kdyz prostiedi této hodnoty dosahne. Ener-
gii pro své Zivotni procesy ziskavaji z anaerobni glykolyzy. Nefermentujici klostridie zis-
kavaji energii oxidoredukci mezi dvéma aminokyselinami. Podle toho z jakych substrati

ziskavaji klostridie energii lze rozdélit do nékolika skupin [6], [20], [49].

1. klostridie fermentujici sacharidy,

N

klostridie §tépici aminokyseliny z bilkovin a peptont,
3. klostridie schopné vyuzit jak sacharidy tak bilkoviny,
4. Klostridie, pro néz jsou hlavnim substratem puriny a pyrimidiny [6].

Pfi anaerobni oxidaci sacharidu tvofi pfislusnici rodu Clostridium velké mnozstvi

plynu (CO; a Hy), coz se neptiznivé projevuje napt. v syraistvi pfi tzv. dureni syra [1].
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Z rodu Clostridium byly vynaty druhy, které vyuzivaji kyslik, sirany a sifi¢itany pro
anaerobni oxidaci organickych sloucenin, a tim produkuji znacné mnozstvi sirovodikt. Z
téchto druhti byl vytvofen novy rod — Desulfotomaculum. Od rodu Clostridium se 1isi také

tim, Ze je gramnegativni a tvofi spory jen o malo $ir$i nez je vegetativni bunky [1].

Klostridie jsou mikroorganismy schopné fixace vzdusného dusiku v anaerobnich
podminkach (striktn€¢ anaerobni bakterie). Mezi druhy vyznacujici se touto schopnosti patii
predevsim C. pasteurianum, C. aceticum, C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C. butyricum,
C. perfringens, C. felsineum. Energii potiebnou pro fixaci Ny ziskavaji zkvasovanim cukrd
na kyselinu maselnou a octovou. Jsou rozsiteny pud¢, raselinistich a bahnech, a to diky
toleranci k pH prostedi. Fixace t€émito organismy jsou vyznamné piedev§im v lesnich a

kyselych ptdach [32].

1.1 Vyznam bakterii rodu Clostridium

Vétsina klostridii je schopna tvofit toxiny, které zptisobuji onemocnéni lidi i zvifat
[1]. Vyvolavaji 3 druhy onemocnéni: neurointoxikace (neurotoxiny), nekrotizujici infekce
mekkych tkani a nitrobfisnich organti a chorobné procesy odehravajici se ve stievé. Neuro-
toxiny jsou proteinové povahy [10]. Ke skupiné neurotoxini patii botulotoxin produkova-
ny C. botulinum a zptisobujici onemocnéni zvané botulizmus a tetanospasmim produkova-
ny C. tetani, které zpisobuje onemocnéni zvané tetanus. Tyto dva toxiny patii mezi nejne-
vuje smrtici davku pro 16 000 lidi. C. botulinum se v téle zivocicha nerozmnozuje, takze
pusobi pouze toxinem vytvoienym pii rozmnozovani této bakterie v potraviné [1]. Vyskyt
tetanu je dnes jiZ omezen diky oc¢kovani a botulizmus neni tak ¢asty zna¢né diky vysokym
mikrobidlnim kontroldm potravin. Ve svété je tetanus nejvice rozsifen v rozvojovych ze-
mich Afriky. Podle WHO se dnes tetanus vyskytuje v 52 zemich svéta, v ostatnich vymizel

diky fadnému oc¢kovani [1].

Ke skuping histotoxind patii toxiny produkované C. perfringens, C. novyi typ A, C.
septicum a C. difficile. Tyto druhy zpusobuji klostridiové myonekrdzy, alimentarni intoxi-
kace, prijmy a pseudomembranové enterokolitidy [6]. Otrava histotoxinem vyprodukova-

nym z C. perfringens nastava pouze pfi silné kontaminaci potraviny, tj. pfi koncentraci
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bunék alespon 10° g'l. Toxin se tvoii pifi sporulaci, ktera probihd az v travicim traktu ¢lo-

veéka [1].

I pfes svou vysokou toxicitu je mozno klostridie pouzit v 1ékafstvi pii 1écb¢ détské
obrny (diparetické formy) anebo k primyslové vyrobé bioetanolu, kdy se vyuzivaji termo-
filni kmeny klostridii pro kvaseni celulézy na etanol pii teploté okolo 60 °C az 70 °C [27].
Tuto schopnost maji sacharolytické druhy C. acetobutylicum a C. butyricum, které se pou-
zivaji pro kvasnou vyrobu kyseliny maselné a prvni z nich také pro vyrobu butanolu a ace-
tonu kvasnou cestou [1]. Dnes se také uvazuje o moznosti pouziti klostridialniho bakterio-

fagu jako soucast konzervantu pro silazovani [19].

Botulotoxin také pfizniveé ovliviiuje rist osetfenych svalli a miize pomoci piedchazet roz-
voji svalovych kontraktur a trvalych kostnich deformaci. Déale se botulotoxin vyuziva
v kosmetice na vyhlazeni vrasek a snizeni sekrece potu [6], [17]. Dale muze byt zneuzit

také jako biologicka zbran [21].

Vyskyt téchto sporulujicich bakterii je pfi¢inou hned nékolika druhd vad v syrech s
delsi dobou zrani (naptiklad Beaufort, Emmental nebo Comt¢) jako nasledek tzv. pozdniho
dufeni syrd nebo maselného kvaseni. Podstatou tohoto jevu je biochemicky d¢j, kdy docha-
zi k pfeméné kyseliny m1é¢né na kyselinu maselnou (tzv. Zluknuti) a vzniku dalsich vedlej-
Sich produktd jako je kyselina octovd, oxid uhlicity a vodik, ktery nese odpovédnost za
velikost ok v syrech a v hor$im pfipadé¢ mize zpusobit jeho popraskani. Tyto klostridie
pochazeji ze syrového mléka, které mtze byt kontaminovano béhem dojeni, z fekalii pokud

neni dostate¢né dodrzovana hygiena v boxech. Také silazové krmivo pokud je nizsi kvali-

wevr

Z nejcastéjsich klostridii, jejichZ ptitomnost byla zjiSténa ve zdutelych syrech, a kterd maji
schopnost fermentovat kyselinu mléénou na kyselinu maselnou a ptipadné dalsi derivaty,
1ze zminit naptiklad C. tyrobutyricum, C. butyricum, C. sporogenes. Z ostatnich, které kdy
byly zaznamenany, je to napiiklad C. perfringens, C. beijerincki, ¢i C. tetanomorphum,
jejichz ptitomnost byla také prokazana v mléce [15], [28], [66]. Podle zavéri studie z roku
1995 bylo vyvozeno, ze pouze C. butyricum mutze vyvolat fermentaci kyseliny mlécné
[33]. Testovani vzork mléka se provadi kultivaci po 10 minut pii 85 °C. Vysledny test na

ptitomnost téchto bakterii v 0,1 ml mléka musi vyjit negativni [15], [28].
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1.2 Taxonomie

Rod Clostridium je fazen do domény Bacteria, kmene Firmicutes, tiidy Clostridia,
fadu Clostridiales a ¢eledi Clostridiaceae. Tiida obsahuje tii fady a fadu ¢eledi, i kdyz vét-
Sina zastupcu je fazena taxonomicky v fadu Clostridiales [21]. Zahrnuje pfes 60 druht
grampozitivnich anaerobnich sporulujicich ty¢inek s nizkym procentualnim obsahem G +
C v DNA. Od bacilt se odlisuji absenci aerobni respirace. Nékteti zastupci se barvi nega-
tivneé. VéEtSinou se jedna o saprofyty. Jen nékolik mélo druht je schopno vyvolat infek¢ni

onemocnéni u lidi a zvifat prostfednictvim svych exotoxinl proteinové povahy [20], [21].

1.3 Morfologie, vyskyt a vyznam vybranych bakterii rodu Clostridium

Bakterie rodu Clostridium tvofi buiiky tvaru pleomorfnich ty¢inek, které jsou rovné
nebo mirn¢ zakiivené o rizné délce a priméru. Mohou byt uspotadané po dvou, v kratkych
fetizcich, se zakulacenymi nebo obcCas zasSpicatélymi konci, ojedinéle také ve spiralach.
Neékteré druhy mohou vytvaret dlouhd vlakna. Jejich usporadani je charakteristické pro
jednotlivé druhy. Také jsou diky peritrichalné ulozenym bi¢ikim pohyblivé [21], [25].

V rané fazi ristu se barvi grampozitivng [21].

Jejich charakteristikou vlastnosti je tvorba ovalnych ¢i kulatych endospor, které
jsou velmi odolné, termorezistentni [20], [21]. Spora je klidovym stadiem bakterie, obvyk-
le s velmi silnou sténou a odolné vici vSem fyzikalnim i chemickym vlivim [20]. Energe-
ticky metabolismus spory je prevazné anaerobni, avSak pfi kli¢eni nastupuje u fakultativné
anaerobnich druhti opét aerobni metabolismus, ktery poskytuje mnohem vice energie [1].
Podle umisténi spory v buiice se rozliSuji bakterie se sporami centralnimi, subterminalnimi

a terminalnimi. Spora je vétsinou $irSi neZ mateifska bunka (Obrazek 2) [18].

Klostridie se bézné vyskytuji v ptdé, bahné, moiskych sedimentech, rozkladajicim se
rostlinném materialu, v zZivo€iSnych a rostlinnych produktech, ve sttevech ¢lovéka a zvirtat,
V jicnu obratlovcll, u hmyzu, a v humannim ¢i veterindrnim klinickém materialu (Obrazek

3). Sekundarné se vyskytuji v silazi, mléce, syrech nebo v konzervach [20].
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Obrazek 3: Barveny vzorek hnisu alespon s tremi druhy klostridii [54]

1.3.1 Clostridium histolyticum

Clostridium histolyticum je stihly, aerotolerantni pohyblivy mikrob, silné proteoly-
ticky, ktery vSak nestépi sacharidy. Jeho spory mohutné vyklenuji buiitku. Zdrojem myone-
krozy zpusobené touto bakterii, je hlavni toxin a s letalnim a nekrotizujicim uc¢inkem a

také cela fada proteas, napf. toxin 3 (kolagenasa) [22].

1.3.2 Clostridium novyi

Tento grampozitivni mikrob se podoba C. perfringens, jeho buiiky jsou vsak vétsi,
vice pleomorfni. Je striktné anaerobni, na vzduchu rychle hyne. Ma peritrichialni bi¢iky, za
pfistupu kysliku se vSak nepohybuje. Patii mezi nejvétsi klostridie, buiiky typu A a D mé&fi
0,6 x1,4x1,6—1,7mm, bunky B 1,1 x 2,5 x az 2,2 um [20], [49], [65]. Ovalné spory jsou
centralni nebo subtermindlni. Je rozsifen v pid¢ a zpsobuje onemocnéni u lidi 1 zvifat. C.
novyi ma Ctyii typy: A, B, C, D, které se rozlisuji podle produkovanych toxinti a antigend.
V patologii ma vyznam jen typ A, nebot’ zptisobuje plynovou gangrénu (snét). Myonekréza
vyvolana C. novyi je spojena s toxemii. Jednotlivé filtraty kultur jsou vysoce toxické a ob-
sahuji nejméné Ctyfi aktivni slozky (toxin a, B, 8, €). Maji uc¢inek letalni, hemolyticky,

nekroticky, a aktivitu fosfolipazovou a lipazovou [20], [65].
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1.3.3 Clostridium perfringens (Clostridium welchii)

Clostridium perfringens jsou mezofilni grampozitivni nepohyblivé ty¢inky vétSinou
silné (pfes 1 um), kratké 2-4 um nebo dlouhé (ptes 10 um) [6, [20,[48]. Byvaji obaleny
polysacharidovym pouzdrem. Jedna se o fakultativné obligatni druh bakterii bézné se vy-
skytujici v gastrointestinalnim traktu lidi i zvitat [22]. Je pravidelnou soucasti stfevni mik-
roflory ¢lovéka a mnoha domacich a divoce zijicich zvitat. Je povazovan za piilezitostného

patogena, ktery mize vyvolat toxikozy traviciho traktu [18], [20], [22], [31]. Ve stieve také

probiha vydouvani ovalnych, subterminalnich spor. Spory jsou termorezistentni [22].

BN |
- *." . J
y .
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T

Obrazek 4: Clostridium perfringens [55]

Roste rychle na selektivnich ptidach a lze jej identifikovat podle Niglerovy reakce,
jejiz podstata spociva v enzymatické aktivité fosfolipasy (lecithinasy) na vaje¢ny Zloutek.
Kolem kolonie se vytvoii zona precipitace a tento jev je inhibovan antisérem proti o-toxinu
[29]. Prave tento toxin je hlavnim toxinem C. perfringens vsech typt a je znamy jako leci-

thinasa (fosfolipasa) [22].

V soucasnosti je zndmo 6 typl lecithinasy oznacovanych A-F. Typ A zplsobuje ne-
bezpecné gastrointestinalni infekce, nebot’ jim produkovany toxin ma povahu enterotoxinu
[18], [20], [21], [22], [58]. Gangréna (klostridiova myonekrdza) je charakteristicka rychlou
destrukci mekké tkané (Obrazek 5), zejména svalové a produkci plynu do okolni tkané
zdravé tkani toto onemocnéni nemutiZze vzniknout, ziejme proto, ze je v ni vysoky oxidore-
dukeni potencial a klostridie nemohou odolat destrukci a vyhnout se tak fagocytoze [20]. Je

ptic¢inou také mnoha jinych klinickych onemocnéni v¢etné otrav jidlem [8]. Nicméné toxi-
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ny C. perfringens fadime mezi potencialni biologické a toxické vojenské moznosti uplat-

néni ¢i zneuziti ve vale¢nych konfliktech [35].

Obrazek 5: Plynata snét [57]

Spory se mohou vyskytovat i na kiizi, zejména pii znecisténi stievni mikroflorou
[20]. S vykaly se dostavaji do pudy, kde jeho spory piezivaji velmi dlouho. Pomérné snad-
no mohou kontaminovat potraviny, zvlasté maso [22]. Tento patogen se ¢asto vyskytuje i

na sliznici vaginy [6].

Zajimavosti je, ze produkovany toxin (enterotoxin) C. perfringens typu A, B a D je
schopen pfezit var a nasledné po poziti ve stievé dochazi ke sporulaci a uvolfiovani toxini.
Otrava vSak nastava pouze pfi silné kontaminaci potraviny touto bakterii, tj. pfi koncentraci
bun¢k v potraviné alespon 10° g [3]. Po konzumaci infikované potraviny prochazi klostri-
dium zaludkem, jehoz kyselé prostfedi pravdépodobné vyvola sporulaci, s niz je spojena
tvorba enterotoxinu v tenkém stfevé (Obrazek 6) [3].

Inkubac¢ni doba je obvykle 8-24 hodin. Klinické ptiznaky zahrnuji nevolnost, abdomi-
nalni kolikové bolesti a prijem. Horecka a zvraceni obvykle chybi. Délka trvani onemoc-
néni je kratkd 12-24 hodin. U starSich a oslabenych jedinct mlze dojit ke komplikacim v

dusledku dehydratace organismu [29], [61].
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Obrazek 6: Clostridium perfringens a jeho mozné vstupy infekce [57]

1.3.4 Clostridium septicum

Clostridium septicum je pohyblivy, kultiva¢né nenaroény mikrob rostouci na béz-
nych ptdach ve formé Sedych kolonii s nepravidelnymi okraji, nékdy s plazivym ristem a
B-hemolyzou. Teplotni riistové optimum se u tohoto mikroba pohybuje v rozmezi 37-40°C.
Pfitomnost malého mnozstvi kysliku v atmosféfe nepuisobi na vegetativni formy bakterii
letalng. I toto klostridium se vyskytuje u lidi i u zvitat, v jejich gastrointestinalnim traktu, a

také v pude [22].

Velikost vegetativnich bunék je pomérné variabilni (pramér 0,6-1,9 um a délka 2-
30 um) [22]. Je to grampozitivni tycka, ktera Casto tvori kratké tetizky [20]. Jeho ovalné a
subterminalni spory rozsiiuji buniku [22].

Mikrob je pohyblivy peritrichialnimi bi¢iky, ¢imz se odliSuje od C. perfringens.

Tento identifikacni znak je dalezity pii ur€eni piivodce vzniku a Sifeni plynaté snéti do

okolnich tkani a nasledujiciho zplsobu potlaceni této nemoci [20], [67]. Je jednim
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Z nejméné narocnych klostridii, roste dobie pii 37 °C v béznych piadach. Je sacharolyticky a

glukoza podporuje rist [20].

C. septicum patii mezi tfi nejcastéjsi puvodce anaerobni myonekrdzy, na jejimz
rozvoji se podili pfedevsim letalni nekrotizujici hemolyticky toxin a, pfipadné nékteré dalsi
toxiny. Infekce se vyznaCuje vyraznym edémem postizenych tkani, ¢asto s hemoragiemi.
Plyn je v 1ézi pfitomen v mensi mnozstvi a bakterie je schopna vyvolat sepsi [22], [67]. Je

nejéastéji izolovan s netraumatické plynaté gangrény u oslabenych pacienta [38], [70].

1.3.5 Clostridium sporogenes

Tato grampozitivni bakterie je v piirodé Siroce rozsifena, jak v pud¢ tak i ve stieveé
zvitat. VétSinou se vyskytuje jako neSkodny saprofyt. Ve starych kulturach je gramnegativ-
ni. Ma ovalné centralni i subtermindlni spory. Je vysoce termorezistentni. Pfetrvava i po
povareni, které¢ se provadi po selekci termorezistentnich patogent. Jeho spory ptezivaji

povaieni po dobu 15 minut az 6 hodin [20].

C. sporogenes se ¢asto izoluje z ran spolu s dalsimi patogeny. Jeho piitomnost miize
urychlit vyvoj patologickych zmén, samo C. sporogenes vsak plynovou gangrénu nevyvo-
lava a nemutze byt za patogena povazovano [20]. Podobné jako tento mikrob se chovaji

dalsi klostridie naptiklad C. fallax ¢i C. bifermentas [22].

1.3.6 Clostridium butyricum

Clostridium butyricum je jednim z mala klostridialnich druhd, kromé C. botulinum,
produkujici neurotoxin typu E, ktery také zptisobuje botulismus, a ktery se podatilo vyizo-
lovat. Poprvé byl tento neurotoxin ziskan z nasolenych a fermentovanych téstovin a ze soje
v roce 1986 v Rimé, jako jeden z prvnich piipadi vyskytujiciho se botulismu v Italii [16],
[69] Z dalsich klostridii, které¢ produkuji tento toxin je napifiklad velmi znamy a svétove
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¢eni tohoto onemocnéni trva déle [36].

1.3.7 Clostridium difficile

C. difficile je pomérné variabilni. Vegetativni buiky mohou byt rovné, s§tihlé tycin-

ky s cylindrickymi, mélo vydouvajicimi sporami (asi 0,6 X 4-6 um) nebo velké o rozmé-
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rech piiblizné¢ 1,2-1,6 X 6-16 um, které tvori subtermalni, lehce vydouvajici spory

(Obrazek 7). Spory jsou malo termorezistentni [6], [22].

C. difficile je obligatni anaerob, jehoz vegetativni stadium ve formé spor pfeziva
nékolik mésicti na nezivych a suchych povrsich. Zptsobuje onemocnéni oznacované jako
postantibiotickd (pseudomebranova) kolitida [9,] [41], [46], [60]. Také je povazovan za
patogena zpusobujici prijmy u novorozencu [47]. Jako mozZnost prevence a piispéni
k zvySeni ucinki 1é¢by tohoto onemocnéni by se mohlo osvédcit pravidelné pobirani kva-

litnich probiotik [70].

Obrazek 7: Clostridium difficile [53]

Ke vzniku klasické pseudomembrandzni enterokolitidy dochazi soucinnosti dvou
toxint [7], [22], [70]. Toxin A (TcdA) poskodi buiiky stievniho epitelu a snizi tak u¢innost
imunitniho systému, toxin B (TcdB) tyto porusené bunky zcela destruuje a na sliznici vzni-
kaji nekrozy a ulcerace pokryté pablanami (Obrazek 8) [7], [22]. Je charakteristické Zlutym
povlakem na mukozni sliznici traéniku [9]. Osoby s protilatkami proti toxinu A jsou chra-
nény pied rozvojem téchto klinickych pfiznakt [22]. Mize vyustit v toxicky megakolon,
nepruchodnost stfev, pfipadné v rupturu stfeva ohrozujici zivot pacienta [22], [41]. Jeho
vyskyt byl dosud pievazné sporadicky, s endogennim patogenetickym mechanismem [5]. K
onemocnéni touto bakterii dochdzi pfevazné u pacientl s predespozici pro jeji osidleni a
pfemnozeni pii poZivani antibiotik, nebot’ dochdzi k naruSeni obvyklé sttevni mikroflory
[7], [22], [70]. Proto neni piekvapujici, ze C. difficile si po case k antibiotikiim vytvari pfi-

rozenou resistenci [9].
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Obrazek 8: Pseudomembranozni enterokolitida esovitého tracnikii [52]

Pravé pro lep$i pochopeni patogeneze C. difficile je dulezité znat problematiku kli-
¢eni spor, nebot’ pravé spory jsou producenty riiznych forem toxint zplsobujici toto one-
mocnéni [9]. Toxin A (TcdA) patii mezi enterotoxin, ktery vyvolava vodnaté, nékdy mirné
hemorhagické priijmy. Naproti tomu toxin B (TcdB) je nekrotizujicim cytotoxinem. Jejich
spole¢nou vlastnosti je schopnost aglutinace erytrocyt kralikd, ale nikoliv jinych druhti. U
lidi Casto vyvolavaji leh¢i prijmova onemocnéni, ale také pravé jiz zminovanou pseudo-
membranodzni enterokolitidu [6], [46]. Nepovazuje se vSak za soucast bézné mikroflory

[20].

1.3.8 Clostridium ramosum

C. ramosum je prisn¢ anaerobni, grampozitivni sporulujici bakterie, vyskytujici se v
obvyklé stievni mikroflote, ale mize byt izolovan z klinického materialu jako ptilezitostny
patogen [38], [39]. Casto byva izolovan z détské stolice, gastrointestinalnich abscest anebo
usSnich infekci. Ziidkakdy vSak byva spojovan v pfimé souvislosti s bakteriémii, nebot’ se
obvykleji barvi gramnegativné nez grampozitivné (Obrazek 9) a svymi typickymi termal-
nimi sporami je pak tézko detekovan [37]. Narozdil od mnoha jinych bakterialnich druhd,
které jsou Casto pfic¢inou mnoha infekci, nebyva spojovan s roli hlavniho patogena, a tedy
pfi¢inou vzniku infekce. Objevuje se hlavné u imunokoprimovanych hostitelt [38]. Mutize

byt i pii¢inou kostni infekce, spondylocystitidy [37], [38].
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Obrazek 9: Clostridium ramosum — Gramovo barveni zobrazujici varia-
bilitu rodu [38]

C. ramosum je schopen produkovat immunoglobulin IgA1 a IgA2, které mohou
uleh¢it prunik mukozni sliznici [38]. Sliznice je béZnou vstupni branou pro to, aby bakterie
mohly proniknout epitelem, dosdhnout cévni podkozni tkan€. To mlze zvysit jeho intra-

vaskularni invazi a podnitit vznik sekundarnich infekci [38].

Patfi mezi skupinu bakterii oznacovanou ,,RIC“. Krom¢ C. ramosum zde zarazuje-
me C. innocuum, C. clostridioforme. Diagnostika a detekce klostridii z této skupiny pied-
stavuji kazdodenni problém v klinické praxi, nebot’ snadno tyto klotridie se mohou zaménit
S jinym rodem. VétSinou z 70 % izolovanych kmeni pii onemocnéni spondylocystitidou

byl pivodce C. ramosum [38].

1.3.9 Clostridium intestinale

Clostridium intestinale je grampozitivni, aerotolerantni, sporulujici, pohyblivy
druh, jehoz rovné nebo lehce zaktivené ty¢inky se mohou vyskytovat jednotné, v parech, ¢i
prilezitostné v kratkych fetizcich. Rozmérovée asi 0,3 pm - 0,4 um Sifoky a 1,4 um — 5,4 pm
dlouhy. Patii mezi aerotolerantni klostridie. Od ostatnich klostridialnich aeroloterantnich

druht se 1i8i tim, ze je schopen fermentace sacharida [43].

Jeho spory jsou velké, lehce ovalné a termialni a dosahujici velikosti od 9,0 pm —

1,1 um do 2,0 pum, vznikajici pouze za anaerobnich podminek [43].
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2 DETEKCE ANAEROBNICH BAKTERII A JEJICH ZPUSOB
KULTIVACE

Klasifikace bakterii je uspotadani objektii-mikroorganismi do skupin. Nomenklatu-
ra je soubor jmen pfidélenych na zdklad¢ konsenzu jednotlivym objektim tak, aby mély
jednoznaéné jméno [20]. Je to proces dokazovani, Ze novy izolat patii k jednomu jiz usta-
novenému a pojmenovanému taxonu [21]. Pravé vzajemna navaznost diagnostiky na bakte-

rialni taxonomii je nejvyznamnéjsi v oblasti identifikace.

Piesna identifikace bakterii rodu Clostridium je ¢asové naroc¢na a interpretace testl

mnohdy obtizna, a proto se nejlépe provadi v referen¢nich laboratotich [20].

2.1 Metody identifikace mikroorganismu

Identifikace mikroorganismii v denni laboratorni praxi vyzaduje pragmaticky pfi-

stup k taxonomii.

Bakterie se rozliSuji hlavné€ podle morfologie a barveni, které slouzi jako predbézné
kritéria pro zafazeni nezndmého kmene do ptislusné skupiny. Gramovym barvenim, jenz je
vyrazem zakladniho rozdilu ve struktuie bunétné stény, se tfidi bakterie na grampozitivni
bakterie a gramnegativni bakterie. Lze z néj ziskat informaci o barvitelnosti, velikosti, tva-

ru a vzajemném uspotradani bunék a v ptipadé endospor o jejich umisténi v buiice [20].

Pokud mikroba nelze urcit podle morfologie a rlstu, vyuzivaji se ptipadné rozdily
vV metabolismu. Obvykle se testuje okyselovani a produkce plynu ze sacharidu (glukéza,
laktoza, sachar6za, manitol apod.) jako jediného zdroje uhliku. Nékterymi testy na special-
nich pidach zjistuji kone¢né produkty, jako je naptiklad indol ¢i sirovodik, a enzymové

aktivity, naptiklad oxidaza, katalaza [20].

Casto se také pouzivaji jako jedna z dal§ich metod identifikace soupravy diagnos-
tickych testii. Na trhu je jich cela fada. Jsou pon¢kud nakladné;jsi, ale na druhé strané jsou
dostatecné jednoduché 1 pfesné. Vyrabéji se zamétenim na urcité skupiny bakterii. Pro ana-
chromatografie, ktera ma Siroké uziti v identifikaci anaerobnich bakterii stanovenim t¢ka-

vych mastnych kyselin [20].
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Ugelem tohoto mikrobiologického vySetieni je obvykle zjistit, ktery mikrob je pti-
¢inou sledovaného onemocnéni, jinymi slovy, zda je mozno prokéazat etiologické agens
vySetfované infekce (Obrazek 10). Etiologické agens lze prokéazat v infikovaném organis-

mu jednak pfimo, jednak neptimo [18].
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Tabulka 1 ukazuje pfiblizn¢ jednoduché, avsak praktické klasifika¢ni schéma, jez
vyuziva znaki spole¢nych nékolika mikroorganismti. Uvnitf skupin Ize pak jesté né€kolika
doplikovymi testy dale identifikovat ¢asto az na Groven druhu. Bakterie se klasifikuji po-
dobné jako napt. prvoci, houby podle tychz pravidel biologické klasifikace (binomické
nomenklatury), ale s tim rozdilem, Ze je nelze identifikovat podle kriterii pro vyssi rostliny
a zivocichy, nebot’ se nemnozi pohlavné. Ackoliv se jako respektovany referencni zdroj
pouziva ,,Bergyho manudl systematické bakteriologie® neexistuje standardni, vSeobecné
pfijata a vSemi uznavana klasifikace [20]. Zakladni podminkou pro provadéni identifikace
je prace s Cistou kulturou, protoze ne kazdy narst musi piedstavovat na misce vzdy Cistou
kulturu. Tato problematika se pfedev§im vyskytuje u izolace selektivnim médiem, kde se
muze vyskytnout pfitomné zivé, avSak nerostouci kontaminace pobliZ izolovanych kolonii
a muze dojit k subkultivaci spolu se zvolenou kolonii. Z tohoto diivodu jsou pro identifika-

ci upfednostiiovana neselektivni média [20].

Bakterie se rozlisuji hlavné podle morfologie a barveni, které slouzi jako predbézna
kritéria pro zafazeni neznamého kmene do pfislusné skupiny. Gramovym barvenim, jenz je
vyrazem zakladniho rozdilu ve struktuie bunécné stény, se tfidi bakterie na grampozitivni
bakterie a gramnegativni bakterie. Lze z néj ziskat informaci o barvitelnosti, velikosti, tva-

ru a vzajemném usporadani bunék a v ptipadé endospor o jejich umisténi v bunice [20].

Pokud mikroba nelze urcit podle morfologie a rlstu, vyuZivaji se ptipadné rozdily
Vv metabolismu. Obvykle se testuje okyselovani a produkce plynu ze sacharidu (glukoza,
laktoza, sachardza, manitol apod.) jako jediného zdroje uhliku. Nékterymi testy na special-
nich padach zjistuji konecné produkty, jako je naptiklad indol ¢i sirovodik, a enzymové

aktivity, napiiklad oxidaza, katalaza [20].

Casto se také pouzivaji jako jedna z dalich metod identifikace soupravy diagnos-
tickych testil. Na trhu je jich celd fada. Jsou pon€ékud nakladnéjsi, ale na druhé strané€ jsou
dostate¢n¢ jednoduché i ptesné. Vyrabégji se zaméefenim na urcité skupiny bakterii. Pro ana-
chromatografie, ktera ma Siroké uziti v identifikaci anaerobnich bakterii stanovenim téka-

vych mastnych kyselin [20].

Utelem tohoto mikrobiologického vysetieni je obvykle zjistit, ktery mikrob je pii-

¢inou sledovaného onemocnéni, jinymi slovy, zda je moZno prokazat etiologické agens
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vySetfované infekce (Obrazek 10). Etiologické agens lze prokéazat v infikovaném organis-

mu jednak pfimo, jednak nepiimo [18].
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Tabulka 1. Identifikac¢ni schéma vybranych klinicky dileZitych mikroorganismir [21]

EUKARYOTNI RODY

Protozoa:
Sporozoa: Plasmodium, Isospora, Toxoplasma, Cryptosporidium
Bicikovci: Giardia, Trichomonas, Trypanosoma, Leishmania
Améby: Entamoeba, Naegleria, Acanthamoeba

Ostatni: Babesia, Balantidium, Pneumocystis

Houby:
Plisné: Epidermophyton, Trichophyton, Microsporum

Kvasinkovité: Candida

Dimorfni: Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides

Pravé kvasinky: Cryptococcus

PROKARYOTNIi RODY

Vlaknité bakterie: Actinomyces, Nocardia, Streptomyces, Mycobacterium

,Pravé bakterie*:

Grampozitivni bakterie:

aeroby: Corynebacterium, Listeria, Bacillus

anaeroby: Clostridium, Lactobacillus, Eubacterium

Grampozitivni koky: Staphylociccus, Streptococcus, Enterococcus

Gramnegativni koky:

aeroby: Neisseria

anaeroby: Veillonella

Gramnegativni bakterie:

aeroby: Enterobakterie - Escherichia, Klebsiella, Proteus, Salmonella
Pseudomonady - Pseudomonas, Alcaligenes
Parvobakterie - Haemophilus, Bordetella, Brucella, Pasteurella, Yersinia

anaeroby: Bacteroides, Fusobacterium

Gramnegativni vibria: Vibrio, Spirillum, Campylobacter, Helicobacter

Spirochety: Borrelia, Treponema, Leptospira

Mykoplazmata: Mycoplasma, Ureaplasma

Rickettsie a chlamydie: Rickettsia, Coxiella, Rochalimaea, Chlamydia
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Obrazek 10: Navrzeny postup pro vysetieni vzorkii s podezienim na vyskyt

Clostridium difficile [56]

2.1.1 P{imé metody:

Piimy prukaz spociva v ndlezu mikroba ve vySetrovaném vzorku. Mezi pfimé me-
tody nalezi zejména mikroskopickd detekce. Déle jsou to v kazdodenni mikrobiologické
praxi bézné pouzivané kultivacni metody, kvalitativni testy (diskovy difusni test, antibio-
tické testy), kvantitativni testy (agarova diluéni metoda, metoda mikrodilu¢ni), molekularni
metody (PCR, RFLP, sekvencovani DNA) a také lze zde zatadit tzv. biochemické testy
[14], [18].

2.1.2 Neprimé metody

Nepiimym prikazem rozumime prikaz infekéniho agens podle nalezu stop, které
zanechalo v organismu, tedy podle ptitomnosti protilatek (serologicky priikaz). Jedna se o
reakce mezi antigeny a protilatkami in vitro. Protilatky dokazujeme obvykle v krevnim
séru. Kazda serologickéd reakce lze vyuzit dvojim zpiisobem. K prikazu protilatek nebo

Kk prikazu antigenu [18].

K diikazu protilatek musime mit k dispozici znamy antigen. Pfidame-li ho Kk séru
vySetfovaného jedince, pak na zdkladé probehlé serologické reakce dokazeme v séru pii-
tomnost protilatek. Naopak k dikazu antigenu pouzivame sérum o zndmém obsahu protila-

tek (tzv. antisérum). Na zaklad¢é probehlé sérologické reakce se pak prokazuje pfitomnost
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antigenu. Po mikrobialnich antigenech mizeme patrat jednak pfimo ve vySetfovaném
vzorku, jednak pti zkoumadni jiz vypestovaného nezndmého mikroba. Tento dikaz je moz-

né brat jako tzv. antigenni analyzu a je soucasti identifika¢nich postupt [18].

Jako antigeny slouzi celé mikroby nebo jejich ¢asti (pouzdra, bi¢iky, extrakty riz-
nych kultur), resp. jejich produkty (enzymy, toxiny). VétSina serologickych testli je
k dispozici komer¢né, jen nékteré si laboratofe pfipravuji samy. Problémy tu byvaji

s kontrolou jakosti antigentl, nebot’ rtizné $arze se mohou od sebe zna¢né 1isit [18].

Serologické reakce probihaji ve dvou fazich. V prvnim dojde ke specifické vazbé
mezi vazebnymi misty protilatky a odpovidajicimi antigennimi determinantami (epitopy).
Druha faze je nespecificka a jeji pribeh zavisi na charakteru prostiedi (zvlasté na ptitom-
nosti iontd) a na druhu antigenu. Podle charakteru antigenu a vlastniho postupu rozd¢luje-
me serologické reakce na precipitaci, vazbu komplementu, neutralizaci, reakce se zmin¢-

nymi slozkami apod. [18].

2.2 Kultivace

Vzhledem k malym rozmérim mikroorganismu, jejichz vlastnosti jsou tézko stano-
vitelné u jednotlivych bunék, tak dochazi k jejich kultivaci ve vhodnych médiich. Takto
ziskané populace jsou tvofené tisice az miliony jednotlivych bunék [19]. Kultivace je nej-
kultivujici z rznych divodd [19]. Cilem kultivace je ziskani tzv. Cisté kultury, slozené
z bakterii stejného rodu i druhu [18]. Cistou kulturou uZijeme k bliz§imu uréeni bakterii
jinymi diagnostickymi metodami, napfiklad biochemickymi metoda, fyzikalnimi a fyzikal-

né-chemickymi podminkami kultivace [19].

V diagnostice bakterii uzivame tzv. kultivace statické, kdy bakterie narostou v
ohrani¢eném mnozstvi kultiva¢ni ptidy, napt. ve zkumavce nebo Petriho misce. Jejich riist
probiha podle kultivacni kiivky, kterou lze matematicky definovat. Po vycerpani Zivin ne-
bo po nahromadéni metaboliti, které je obvykle spojeno s posunem pH, se rlst zastavuje.
Bakterie na stejné kultivacni pidé vytvoii za stejnou dobu morfologicky stejné nebo po-
dobné kolonie. Podle jejich vzhledu miizeme nékteré bakterie zatadit do rodu nebo zuzit
Siroké spektrum metod dalsiho uréovani. Kromé tohoto zakladniho zatazeni do rodu lze

zjistit, zda se jedna o jeden druh ¢i n€kolik druhd nebo rodd bakterii [18]. Muze se také
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jednat o zachyceni jednotlivych bungk, jejich izolaci ¢i identifikaci nebo stanoveni jejich

metabolismu ¢i ziskani jejich biomasy nebo metabolitu [19].

V mikrobiologické praxi rozliSujeme statické a kontinualni kultivace a hloubkové
kultivace. Staticka kultivace spociva v tom, ze se bakterie rozmnozuji v uréitém ohranice-
ném objemu, z kterého Cerpaji Ziviny a do kterého vylucuji své metabolity. Po dosazeni
urcité koncentrace metabolitl, vyCerpani urcité Casti zivin a dosazeni urcitého pH prostredi
se bakterie pfestanou rozmnozovat. Piikladem modifikace této kultivace je submerzni
(hloubkovd) kultivace. Podstata spo¢ivd vtom, ze v omezeném objemu dochazi
Kk urychleni metabolismu a rychlej$imu dosahnuti vyssi koncentrace kultury. Tyto Kultury
jsou rovnéz nekolikrat promichdvany a provzduSivavany. Pouziva se napiiklad pii vyrobé

antibiotik [19],[48].

Kontinualni kultivace se pouziva pii vyrobé metabolitii a ziskani co nejbohatsi bi-
omasy. Jeji princip spoc¢iva v tom, ze se ve vhodné aparatufe trvale dodavaji k rostouci a
mnozici se kultufe potfebné ziviny a zaroven se odvadéji zplodiny, které by brzdily rist a
rozmnozovani bakterii. Za takovychto podminek se kultura bakterii udrzuje v trvalé expo-

nencialni fazi rozmnozovani [48].

Slozeni kultivacnich pid je rozdilné a musi vyhovovat vS§em narokim na Ziviny a
zaroven musi mikroorganismim poskytovat podobné prostiedi, jaké maji v pfirozenych
substratech, v nichz se pfirod¢ vyskytuji a rostou. Neexistuje univerzalni kultivaéni médi-
um, které by umoznovalo kultivovat vSechny druhy mikroorganismu. Proto bychom méli
zvolit takové médium, které zajisti selektivni pomnoZzeni ur¢it¢ho mikroorganismu, zatim-
co nezadouci druhy jsou V ristu potla¢eny. Kultivatni médium je sloZzeno z nejriznéjsich
ingredienci (zdroje energie, uhliku, dusiku a ostatnich biogennich a stopovych prvkil). Pro
naro¢néjs$i druhy mikroorganismi a specialni diagnostické ucely jsou pak pidy jesté obo-
haceny rustovymi faktory (vitaminy, aminokyselinami), pfipadné nadbytkem nékterych
soli. Jeho volba z&visi nejen na druhu mikroorganismu, ale i na ucelu kultivace. Pozadavky
na ziviny jsou u riznych mikroorganismu rizné [13].

Obecné lze fici, ze saprofytické druhy maji naroky na kultivaci skromné&jsi nez pa-
razitické bakterie. Zaroven saprofytické druhy byvaji odolnéjsi vii¢i nepifiznivym vnéjSim

vlivim a obvykle jsou také rezistentni na fadu antibiotik. Naproti tomu bakterie s vysokym
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stupném parazitismu byvaji kultiva¢né zna¢né naro¢né, pricemz jejich odolnost a resistence

na antibiotika je obvykle nizka [18].

Ptitomnost anaerobnich sporotvornych bakterii se nejcastéji zjistuje kultivaci ve
vysoké vrstvé agarové pudy ve zkumavce nebo v tekuté pidé ve zkumavce prevrstvené
3-10 mm vrstvou sterilniho parafinu. Tento postup se pouziva také pii zjiStovani anaerobt
Vv mase, hlavné mletém, ¢i v uzeninach. Jelikoz se jedna o zjistovani pfitomnosti vegeta-

tivnich bunék anaerobti, nepouziva se tepelna inaktivace [41].

Pidy, které jsou urCeny pro kultivaci bakterii 1ze rozdélit podle celé tady kritérii.

Pudy Ize rozdélit podle ptivodu, podle slozeni, podle konzistence, nebo podle funkce [18].

2.2.1 Déleni pad

Podle pivodu lze rozdélit na plady, které si samy laboratofe pfipravuji a pidy pie-
dem komer¢né piipravené, tzv. umélé pady. Tyto pidy jsou dodavany v suchém stavu a

nebo jsou dodavany jiz rozlité ve zkumavkach ¢i Petriho miskach [18].

Podle slozeni se uzivaji pudy, které maji pfedem definované slozeni a kde je detail-
né znamo chemické slozeni. V laboratotich mikrobiologie se Casto pouzivaji tzv. komplex-

nich pud, kdy je definovana pfesné jen receptura (napf. pepton, masovy extrakt) [18].

Podle konzistence délime pidy na pevné, tekuté a polotuhé. Tekuté pidy slouzi
predevs§im pro pomnozeni bakterii, nedovoluji vSak ziskat ¢istou kulturu nutnou pro blizsi
uréeni mikroba. Pevné plidy se pii diagnostice pouzivaji ¢astéji. Rist se projevuje tvorbou
kolonii, podle kterych miizeme orienta¢né urcit, zda se jedna o jeden nebo vice druhti bak-

terii. Hlavné tim ziskavame Cistou kulturu nezbytnou pro dalsi podrobné urceni [18].

Tuhé ptdy se ptfipravuji z pad tekutych ptfidanim agaru, méné Casto Zelatiny. Agar
neni vyuzivany bakteriemi jako Zivina a pfidava se ptiblizné v koncentraci 1-2 %. Polotuhé
pudy vzniknou pfidanim mensiho podilu agaru do tekuté ptdy a slouzi k rastu nékterych,

na kultivaci naro¢nych, bakterii nebo k testovani produkce nékterych metabolitii [18].

Podle funkce 1ze pldy rozdé€lit na zakladni, selektivni, diagnostické, selektivné dia-
gnostické, pomnozovaci, transportni a pudy se snizenym redox-potencialem [18].
Zakladni ptidou, ze které se piipravuji ostatni ptidy je masopeptonovy bujon. Bujon

je sloZzen z masového extraktu - Z peptonu, coz je smés peptidlil a z malého mnozstvi NaCl.
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Piidanim 1-2% agaru vznikne z bujonu masopeptonovy agar. K t¢émto zakladnim pudam
pridavame slozky, které ptidu obohacuji napt. o cukry, ristové faktory, krev, ¢imz vznikaji

pudy obohacené [18].

Piidy selektivni obsahuji latky potlacujici rist nékterych skupin bakterii, ale nebrani
rustu téch, které maji byt izolovany. Napiiklad se ptidavaji antibiotika, barviva, Zlu¢, vyssi
koncentrace soli a nékteré dalsi slouceniny. Mezi pudy selektivni fadime naptiklad krevni

agar s 10% NaCl pro zachyt stafylokoku [18].

Pudy diagnostické vzniknou z pid zékladnich ptidanim slozek, které rtizné reaguji
na zpusob metabolismu. Vysledkem je pak odlisny rast jednotlivych rodi nebo druhi bak-
terii. Do této skupiny patii napf. krevni agar, na kterém pak sledujeme rozdilné hemolytic-
ké vlastnosti bakterii. Patii sem také vétSina pid uznavanych pro biochemické uréeni mik-
robli Pudy selektivné-diagnostické jsou kombinaci obou ptedchozich skupin. Patii sem

napi. Endova puda [18].

Piidy pomnozovaci jsou vétsSinou tekuté, slouzi k pomnozeni bakterii, kde jsou pii-

tomny v malém mnozstvi. Patii sem napft. pida selenitova, slouzici pro selektivni pomno-

wevr

Pidy transportni jsou obvykle pfipraveny ve zkumavkach. Neobsahuji Ziviny a

slouzi pouze k zajisténi pieziti bakterii béhem transportu bakterii do laboratote [18].

Pudy se snizenym redox-potencialem se pouzivaji ke kultivaci anaerobnich bakterii
a fakultativné anaerobnich bakterii. Oxidoredukéni potencidl ma pro anaerobni bakterie
pfibliznou hodnotu -200 mV a pro fakultativné anaerobni bakterie +300 mV [18]. Pro kul-
tivaci anaerobnich bakterii se pouzivaji kultivacni pudy jako je neselektivni anaerobni
krevni agar, selektivni anaerobni krevni agar (s kyselinou nalidixovou a kolistinem) pro
izolaci grampozitivnich anaerobnich bakterii, selektivni anaerobni krevni agar (s Kyselinou
nalidixovou a vankomycinem) pro izolaci gramnegativnich anaerobnich bakterii a anae-

robni tekuta pomnozovaci ptida, pievrstvena parafinovym olejem [12].

2.2.2 Slozky kultiva¢nich pad

a) Voda
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Voda je nezbytnou soucasti zivé hmoty, jeji molekuly jsou kritickou slozkou bio-
chemickych reakci a pfispivaji ke stabilit¢ makromolekul. Také se podileji na strukturalni

organizaci bunky. K tomu je voda uzpisobena svym polarnim uspotradanim [36].

Voda je zakladni sloZkou a soucasti vSech zivych pid. Predpoklada se pouzivani
vody destilované ¢i deionizované. Pro ptipravu zakladni pudy postaci voda obycejna, ktera
neobsahuje nadmérné mnozstvi kovovych ionti. VéEtSinou se vSak pfipravuji pidy uz
Z hotovych komer¢nich zakladu, kdy k rehydrataci je zapotiebi voda destilovana ¢i deioni-

zovana [36].
b) Ziviny
Za ziviny pokladame latky, které mikrobtm slouzi jako zdroj uhliku a dusiku. Jen
malo mikrobli dokaZze vyuzit slozité bilkoviny. Musime je tedy piedkladat rozlozené na
polypeptidy, peptidy az na jednotlivé aminokyseliny. Jako Ziviny slouzi naptiklad extrakty
z masa, enzymatické bilkovinné §té€py peptony ¢i jiné hydrolyzaty [36].

Peptony jsou ve vodé rozpustné produkty enzymatické hydrolyzy bilkovin. Jako
zdroj slouzi napiiklad mlé¢ny kasein, soja, zbytky po lisovani oleje apod. K natraveni téch-
to surovin slouzi vétSinou papain, pankreatin, pepsin. Vysledkem jsou peptony lisici se dle

uzitého enzymu molekulovou hmotnosti [36].
c) Zdroje energie

Jako nejsnaze ptistupny zdroj energie slouzi glukosa, ¢i jiné snadno vyuzitelné sa-
charidy (zejména mono- a disacharidy). Jako zdroj energie slouzi naptiklad 1 peptony Ci

aminokyseliny [18].
d) Mineralni latky

Jen vzacné je nutno pidy dopliiovat mineralnimu latkami, pfipadné vitaminy nebo
jinymi koenzymy a kofaktory. B€Znym zdrojem mineralnich latek je pro vétSinu bakterii
masovy extrakt. Jako zdroj vitaminu B Ize pouzit kvasni¢ny extrakt. Dalsi, mnohdy Spatné
definovatelné smési komplexnich, ¢asto termolabilnich, latek jsou pfitomny v krvi nebo v
krevnim séru. U nékterych mikrobi slouzi tyto latky jako ochranny zdroj naptiklad proti
toxickym kyslikovym radikalam [36].

e) Selektivné pisobici latky:
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Selektivné pusobici latky zabezpecCuji rustové podminky jen pro urcité orga-
nismy,ale znemoziuji, az zastavuji rust jinych organismu. Pfidavaji se do média, ktera se
pouzivaji na selekci a diferenciaci mikroorganismu [19]. Mezi selektvivné ptsobici latky

1ze zaradit napt. barviva, indikatory nebo antibiotika a chemoterapeutika [19].

Do kultivacnich médii se mohou piidavat barviva jako indikatory. Jejich barevna
zména je charakteristicka pro urcity rozsah pH (E) Na zaklad¢ specifickych metabolickych
charakteristik umoziuji rozlisit mikroorganismy. Mohou reagovat s metabolickym produk-
nebo vzhledu kolonie. Nejvice pouzivanymi indikatory jsou fenolova ¢erven, bromthymo-
lovd modf, bromkrezolova modf, neutrdlni ¢erven, thymolovd modi a lakmus. Indukuji
produkci kyselin ze sacharidi [19]. Methylenova modf, resazurin a nilska modi jsou re-
doxni indikatory, jejich barevnd zména indikuje ptfitomnost nebo neptfitomnost kysliku

[19].

Barviva jako krystalova violet,, brilantova zelen, akridinova oranz, rhodanid drasel-
ny nebo Zlucova barviva inhibuji riist grampozitivnich mikroorganismii. Chlorid sodny,
bismutcitrat, selenit, chlorid lithny, teluri¢nan draselny, zlu¢ové soli, zejména deoxycholat,
chlorid sodny a dalsi soli naptiklad tetrazoliové soli se pouZzivaji na selekci a diferenciaci

hlavné patogennich mikroorganismu [19].

Antibiotika a chemoterapeutika tvoii skupinu selektivné pisobicich latek. Ter-
mostabilni jsou napfiklad chloramfenikol, cyklohexidin, sulfoamidy, které se mohou ptida-
vat do média pfed sterilizaci. Benzylpenicilin, streptomycin a jiné mén¢ stabilni latky se
steriln¢ (asepticky) pridavaji do médii az po sterilizaci. Na potlaceni riistu grampozitivnich

bakterii je mozné pouzit i aniontové povrchnové aktivni latky [19].
f) Pufry

Vétsina mikrobd pii kultivaci v uzavienych laboratornich systémech (zkumavka
S bujonem) vylucuje do média produkty metabolismu, obvykle kyselé¢ povahy. Po vycerpa-
ni kapacity tlumivé funkce média, pH média klesne a rist se zastavi. Rychle k tomu docha-
zi v plidach obsahujici sacharidy. PfiliSna koncentrace pufrovacich soli, zvlasté fosfati,
muze mit za nésledek jejich vysraZzeni, pfipadné odstranéni stopovych minerald, zvlaste

kovi [36].

g) Prostiedky na odpénovani zivnych médii
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Pidy bohaté na nativni latky pfi submerznich procesech kultivace péni. Na odstra-
néni pénéni se pouzivaji prostiedky, které snizuji povrchové napéti kapalin, naptiklad mi-
neralni nebo rostlinné oleje (sdjovy, fepkovy, kokosovy, slunecnicovy). Mlze se pridavat i
14j ¢i jiny tuk. Ve fermentacnich procesech se prirozené oleje a tuky vyuzivaji jako zdroj
uhliku. Jiné latky na odpénovani jsou napiiklad vyssi alkoholy (oktadekanol), polyglykoly
a alkylové alkoholy. Silikonové oleje jsou specifické pro jednobunééné mikroorganismy.

Silikonové emulze jsou velmi G¢inné a mikroorganismy je nezutilizuji [19].
2.2.3 Podminky kultivace

2.2.3.1 Teplota

Zivotni funkce organismti mize probihat v teplotnim pasmu ristu mikroorganismu

ohrani¢eném minimalni a maximalni teplotou [19].

Minimalni teplota je nejnizsi teplota, pii které metabolismus pokracuje jesté zjisti-
telnou rychlosti. Zivotni &innost se miiZe zastavit, nékteré organismy hynou, ale vétsina z

nich si zachovava svou zivotaschopnost [19].

Optimalni teplota je spojena s nejvyssi rychlosti rozmnozovani a metabolickou ak-
tivitou mikroorganismi, pfi¢emz nékteré procesy (napt. sporulace, tvorba nékterych meta-

bolitl a jiné) si mohou vyzadat svoji optimalni teplotu [19].

Pti maximalni teplot¢ je organismus schopny se rozmnozovat, ale postupn¢ dochazi
k jeho zpomaleni az zastaveni. Vlivem denaturace enzymi nasledné prudce klesa rychlost
rozmnozovani a dal$i zvyseni teploty nad urcitou mez piisobi na buiiku letdln¢. Maximalni
teploty jsou u prokaryotickych mikroorganismu vy3$si neZ u eukaryotickych. Ale i tady pla-
teplotniho pasma u saprofytickych mikroorganismil je Siroky. Naopak patogeny disponuji

uzkym teplotnim rozsahem [19].

Podle teplotniho pasmu rlistu se mikroorganismy deli na psychrofilni, mezofilni,
termofilni [19]. Psychrofilni mikroorganismy vykazuji optimalni riist pii teploté nizsi nez
16 °C a nejintenzivngji rostou pii teplotach v rozsahu 0 — 5 °C [19,[26]. Nékteré z nich
rostou pfii teploté nizsi nez -10 °C (napft. vlaknité houby). Genera¢ni doba téchto mikroor-

ganismu dosahuje obvykle hodnot delSich nez 48 hodin. Vyzkumy prokazaly, ze podstatou
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tohoto fyziologického jevu je skutecnost, Ze jejich vnitrobunécné voda je i1 pfi velmi niz-
kych teplotach v kapalném stavu. Psychrofilni mikroorganismy se vyskytuji v permanentné
zmrzlych padach, chladnych vodach a zpiisobuji rozklad masa, kazeni mléénych vyrobkl a

jinych potravin uchovavanych pfi nizkych teplotach [26].

Psychrotrofni mikroorganismy, na rozdil od psychrofilnich mikroorganismu, jsou
schopné rtst pii 0°C. Rozmnozuji se diky vysokému osmotickému tlaku uvniti bunék, ne-
bot’ voda uvnitt téchto bunék je v kapalném stavu. Mezi tento typ mikroorganismil patii
naptiklad Pseudomonas, Microccocus, Flavobacterium, z hub napiiklad Fusarium, Botry-
tis [19, [26]. Psychrofilni a psychrotrofni mikroorganismy se nejcastéji kultivuji pii 4-7

°C, 5 az 10 dni v chladni¢ce s minimem pfistupu vzduchu [19].

Mezofilni mikroorganismy rostou v rozmezi teplot 0 — 40 °C, pfi zvySeni na teplotu
45°C prestavaji rust [19]. Bakterie z této skupiny mikroorganisma vyzaduji pro optimalni
rast nejcastéji teplotu kolem 37 °C. Kvasinky a plisné se rozmnozuji kolem 30 °C, pato-
genni houby pak kolem 28 °C [26]. NaleZi zde naprosta vétSina saprofytickych druha [19],
[26].

Mikroorganismy, které dokazi rist pii teploté vyssi nez 45 °C se tadi mezi tzv. ter-
morezistentni mikroorganismy a piezivaji teplotu az 60-63 °C [19], [26]. Nejcast&jsi je
popsan optimalni rist a déleni termofilti pti 50 °C az 60 °C. Nékteré extremofilni mikroor-
ganismy rostouci i pfi teplotich kolem 80 °C. Rada termofilnich mikroorganismii se viak
nerozmnozuje pii teploté niz§i nez 40 °C. Termofilni bakterie maji i zastupce v rodu
Clostridium. Vyskytuji se v pfirodé¢ v horkych pramenech, kompostech, travicim stroji
zivo€ichl, v uskladnénych vlhkych materidlech. Dokonce ve velmi vafici moifské vodé

okolo 300 °C se zjistila pfitomnost kolonii téchto bakterii. K jejich usmrceni doslo ochla-

zenim na bod varu. Nékteré z nich maji dulezity vyznam v potravinatstvi [26].

2.2.3.2 Svétlo

Fyziologicky uc¢inek svétla na mikroorganismy zavisi na mnozstvi svétla pohlcené-
ho bunikou a na jeho energii, kterd je nepfimo imérna vlnové délce svétla. Svétlo o vinové

délce 250 az 1100 nm muze pozitivné ¢i negativné ovlivnit aktivitu bun€k [19].
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2.2.3.3 pH média béhem kultivace

Jednou z dtlezitych podminek pro dosazeni optimalnich podminek a biochemické
aktivity mikroorganismi je dodrzeni optimalni koncentrace vodikovych ionti v médiu.
Kazdy organismus vyzaduje pro ¢innost zivotné dualezitych enzymi urcité optimalni roz-
mezi pH. Extrémni hodnoty je totiz mohou ohrozit, nebot’ koncentrace vodikovych ionti
ovlivituje nejen aktivitu extraceluldrnich enzymi a funkce cytoplazmatické membrany, ale
je zejména spjata s mechanismem transportu latek. VétSina bakterii roste v neutralnim az

slabé kyselém nebo alkalickém prostiedi [19].

Aby se zabranilo nadmérnym zménam koncentrace vodikovych iontd, ptidavaji se
do média tlumivé roztoky soli slabych kyselin (fosfore¢nany, octany), nerozpustné uhlici-
tany, proteiny a jejich degradacni produkty, které udrzuji pH kolem 6,8, tj. v blizkosti neut-
ralni hodnoty [19].

2.2.3.4 Oxidaéné-redukéni potencial (Ep)

V prostiedi, ve kterém se vyskytuji oxida¢ni a redukéni latky vznika urcité napéti —
tzv. oxidacné-redukéni potencidl. Riast aerobnich i anaerobnich mikroorganismii zévisi
nejen na piitomnosti a nepfitomnosti kysliku, ale zeyjména na oxido-redukcnich podmin-
kach kultivaéniho média. Pro srovnani aerobni bakterie rostou pii pozitivnich hodnotach
oxidaéné-reduk¢niho potencialu v rozmezi +200 az +400 mV pii pH 7. Obligatné anaerob-
ni bakterie zac¢inaji rist pfi hodnotach -200 az -250 mV, kdy kone¢ny potencial miize byt
az -400 mV. Pro sniZeni hodnoty potenciali a jeho regulace se do média ptidavaji reduku-
jici latky (cystein, kyselina thioglykolova). V téchto médiich rostou anaerobni bakterie 1 v

piitomnosti kysliku [19].

Zména oxidaéniho-redukéniho potencialil ma velky vliv na intenzitu ristu a charak-
ter biochemickych procest. Béhem rlistu mikroorganismti nastadva zmeéna redoxniho poten-
ciali tvorbou metabolitli. Aby nedochdzelo k inhibici nékterych metabolickych procest,

musi se redoxni potencial regulovat [19].

V mikrobiologii se na urovani oxida¢né-redukéniho potenciali pouzivaji barviva.
Na pocatku jsou zbarvené v oxida¢nim stavu a pii urcité hodnoté redoxniho potencidlu

nastava barevna zména anebo dokonce zmizeni barvy [19].

Tabulka 2: Indikdtory redoxniho potencidalu [19]
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Oxidaéné-redukéni potenci- Barvivo EnmV) pri pH 7
al
zacateCni Methylenova modf a. 6
Resazurin b. 42
Nilska modf c. 160
Indigokarmin d. 230
koneény Janusova zelen e. 252
Neutralni Cerven f. 344
Safranin g. 389

2.2.3.5 Délka kultivace

Kultivaci ovlivituje taky jeji doba. Anaerobni bakterie a kvasinky vyzaduji obvykle
dobu kultivace dlouhou 2 — 5 dnt. Naproti tomu vétSina aerobnich a fakultativné aerobnich

bakterii naroste na pevnych pidach za 16-20 hodin [18].

2.2.4 Anaerobni kultivace

Spole¢nou vlastnosti anaerobnich bakterii je neschopnost rustu za ptitomnosti kys-
liku a rozdéleni na dvé odlisné skupiny, a to sporulujici a nesporulujici anaerobni bakterie.
Pro anaerobni kultivaci je nutno zajistit anaerobni prostredi, tj. prostiedi bez kysliku anebo

s nizkym redoxnim potencialem [11].

Anaeroby vyuZzivaji kyslik, ktery je vdzany v dusi¢nanech, siranech a sacharidech.
V ptitomnosti molekularniho kysliku se v nich blokuje jeden z nékterych zivotné dilezi-
tych enzymu, ktery maze byt funkéni jen pii nizké hodnoté Ep. Nékteré anaerobni bakterie
nemaji enzymy (katalasa, cytochromoxidasa), které jsou potiebné pti aerobnim rozkladu
glukozy az na vodu a CO,. V diisledku toho se v kulturach hromadi peroxid vodiku, ktery
je pro bunky toxicky [19].

Ve srovnani s bakteriemi fakultativné anaerobnimi, které sice kyslik k svému meta-
bolismu nevyzaduji, ale toleruji jej, jsou striktné anaerobni bakterie nejen pii kultivaci, ale

i pfi jejich pfechovavani usmrceny, nebot’ pfitomnost kysliku je pro n¢ toxicka [11].
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Klostridie jakozto anaerobni bakterie vyzaduji ke svému rastu nizsi redoxni poten-
cial prostiedi (kolem -100 mV az -200 mV), ktery umoziiuje fungovani enzymu ucastnicich
se oxidacné-redukcnich procest v buiice, tzv. ferredoxinii. Z tohoto diivodu se pravé pro
klostridie pouzivaji pudy s vys$$im obsahem redukujicich latek, napt. Wilkinsntiv-
Chalgreniiv agar. VEtSinu patogennich druhii vSak lze kultivovat v anaerobni atmosféfe i na

bézném krevnim agaru [20], [21].

Pro Gspésnou praci s anaerobnimi mikroorganismy lze pouzit skiing, ve kterych je
stale udrzovéano anaerobni prostfedi. Material se vklada dovnitf i vyjimé ven pfes specialni
komory. Toto zafizeni dovoli pracovat s materidlem i kulturami tak, Ze nejsou vystaveny
ucinkiim kysliku a zachytnost bakterii je daleko vyssi. Kyslik, ktery vnikne dovnitt je vét-
Sinou odstranovan katalytickou hydrogenaci reakci vodikem [11]. Také je mozné pro za-

mezeni piistupu kysliku pouzivat hermeticky uzaviratelné nadoby [18].

Anaerobni kultivace je sama o sobé Casové 1 finanéné¢ pomérn¢ naro¢nd, izolace
identifikovanych kultur Casto také. Mezi zakladni kultivaéni médium pro anaeroby se pou-
ziva médium VL (maso-kvasnicné médium), médium VF (maso-jatrové medium) nebo
thioglykolatové médium [18], [36]. Pro striktné anaerobni bakterie se zabezpec¢uji podmin-

ky bez kysliku kombinaci fyzikalnich a chemickych metod [18].

Mezi fyzikalni metody, které se bézné pouzivaji ke kultivaci anaerobnich bakterii
lze zafadit pouZiti anaerostatu ve vakuovém exsikatoru, ze kterého je pomoci vakua od-
stranén vzduch a nahrazen inertni atmosférou [18]. Anaerostat je valcovitd nadoba
Z odolného materidlu s vikem, do které vlozime az 12 Petriho misek, sacek s vhodnymi

chemikaliemi a katalyzator [17].

Pouzitim anaerostatu se tak dosdhne anaerobnich podminek pro kultivaci. Plyn se
vyménuje dvakrat az tiikrat, aby se odstranily veskeré stopy po kysliku. Na tvorbu inertni
atmosféry se pouziva dusik, vodik, oxid uhli¢ity anebo jejich smési. Plyny se peclivé Cisti
od stop kysliku pomoci vanadiovych katalyzatort, kdy se nechava dusik prebubldvat pres
kysely roztok siranu chromito-draselného nebo také je mozné pouzit Cerstvy roztok alka-
lického pyrogalolu. Pro kontrolu anaerobnich podminek se vkladd do anaerostatu spolu
S kulturou také zkumavka s odbarvenym redoxnim indikatorem. Pokud dojde k zbarveni,
signalizuje to pfitomnost kysliku. Petriho misky se neinkubuji dnem vzhiiru, aby nedoslo

K odchlipnuti agarové vrstvy. Pro chemické metody je typické pouzivani alkalického pyro-
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galolu jako absorbentu kysliku, a to ve form¢ roztoku nebo suché alkalické smési, napf.

Anaerocultu [18].

Pokud nelze urcit mikroorganismus pomoci morfologie a rastu, vyuzivaji se pfi-
padné rozdily v metabolismu [19]. Tato biologicka metoda je zalozena na schopnosti né-
kterych mikroorganismu spottebovavat kyslik v pribéhu svého rstu. Anaerobidzy se do-
sadhne po 12 hodinach inkubace. Tento druh kultivace je ale vhodnéj$i pro druhy méné na-
rocné na bezkyslikaté prostredi, kdy dok8zi pomérmné dlouho prezit v pritomnosti kysliku

[18].

2.2.5 Pouzivany postup pro anaerobni kultivaci

vvvvvv

vafenim. Nasleduje rychlé zchlazeni na teplotu 42 °C. Dale probéhne naockovani zvole-
nym inokulem, které se ihned zaléva asi 3 az 4 cm hrubou vrstvou sterilniho média nebo
sterilnim parafinem (vazelinou ¢i parafinovym olejem) [18]. Tato procedura se nedoporu-
¢uje dvakrat opakovat. Také jednou regenerované, ale nepouzité pidy je tieba vyradit.

Pevné pudy k anaerobni kultivaci se doporu¢uje mit ulozené v anaerobni atmosféte [36].

Sporotvorné bakterie se mohou ockovat piimo do horkého média, ¢imz dojde
K odstranéni vegetativnich bunék. Nasledné dochazi k ochlazeni ve vodni 1azni. Pro zabra-
néni proniknuti nezadouciho kysliku dovnitf se musi nddoby co nejdfive dobie uzavfit.

Proto je vhodné pouzivat hermeticky uzaviratelné nadoby [18].

Po naocCkovani biologickym materidlem na kultivacni pidy pro mikroaerofilni a
anaerobni kultivaci jsou pidy nasledné vloZeny do anaerobniho boxu se smési plynti: 80 %
N2, 10 % CO,, 10 % H; [18]. Dale pokracuje kultivace pivodnich ploten, kdy dochazi po

24 a 48 hodinach k dalsi kontrole. Pfi negativnim vysledku je kultivace prodlouzena [12].

Vysledky jsou pak hodnoceny za 24 a 48 hodin, ptipadné pro pomaly rist i déle.
Naopak u rychle rostoucich anaerobnich bakterii Ize identifikace dosédhnout jiz tfeti den po

naockovani biologického materialu [12].

2.3 Identifikace bakterii

Ptredbézna identifikace bakterii, ktera je zalozend na makroskopické a mikroskopic-

ké morfologii a vysledku jednoduchych testli se pouziva nej€astéji pro tzv. izolované anae-
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roby. Tato metoda je v mnoha piipadech dostacujici a mize byt i kone¢nou verzi pro iden-
tifikaci anaerobt v Klinické praxi. Vyhodna je i pro jeji pomérné vysokou rychlost uréeni a

nizkou cenu vySetfeni [12].

K vlastni identifikaci bakterii 1ze bud’ vyuzit komer¢nich biochemickych souprav,
kdy uspésnost identifikace je déna databazi systému nebo jednoduchych testi, které umoz-
ni pfedbéznou identifikaci. U zavaznych izolatli je mozné kombinovat oba zpiisoby, coz
mize pomoci pii nepiesvéd¢ivém vysledku identifikace pomoci komercni soupravy. V
souCasné dob¢ nabyva na vyznamu v odivodnénych piipadech i identifikace izolovanych

kultur pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) [12].

2.3.1 Identifikace pomoci biochemickych testi

K identifikaci mikroorganismi nestaci pouze uréeni pomoci morfologickych mikro-
skopickych a makroskopickych znakd. Pro dobré urcenti je tieba zajistit celou fadu fyziolo-
gickych vlastnosti mikroorganismu, které lze stanovit pomoci jednoduchych biochemic-
kych testti zakladajicich se na rozdilné enzymové vybavé jednotlivych skupin mikroorga-

nismu [13].

Biochemické urceni bakterii spociva v testovani dostate¢ného mnozstvi biochemic-
kych testll (reakci), které umozni jejich vzajemné rozliSeni. V taxonomickych studiich se
uziva az nékolik desitek testl, v diagnostické praxi ¢ini pocet téchto testd asi 8 az 24. Vy-
chazi se z Cisté kultury bakterii, ziskané pfimou kultivaci. Bakterie se resuspenduji ve fyzi-
ologickém roztoku nebo jiném médiu na doporuc¢enou hustotu zakalu, méfeného v McFar-
landové stupnici. Pak dochdzi k naockovani vzniklé suspenze do riznych diagnostickych

pad [18].

Po vhodné dobé kultivace dochazi k nariistu bakterii. Casto se k nékterym z médii
Vv zavislosti na o¢ekavaném vysledku pfidava vhodné reagens. Odlisny metabolismus mik-
roorganismu se projevi tvorbou urcitych vyslednych produktti podle typu reakce, naptiklad
produkei plynu, tvorbou srazeniny apod.. Toto v§e muze byt doprovazeno zménou barvy
pudy, kterd je u vétSiny pud viditelnd pouhym okem, u nékterych teprve po ozareni UV
svétlem [18].

Mezi zékladni biochemické testy bakterii patii napiiklad fermentace riznych cukri,

tvorba indolu, tvorba (-galaktosidazy, sirovodiku, acetoinu, dekarboxylace aminokyselin,
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Stépeni mocoviny, utilizace citratu, tvorba katalazy, cytochromoxidazy a jinych. Na zavér
se ziskané vysledky porovnavaji s vysledky v diagnostické tabulce. Soucasné se pouziji i
vysledky hodnoceni makroskopickych a mikroskopickych znakt pro celkové urCeni pii-
slusného mikroorganismu. V praxi se Casto stava, ze ptislusny mikroorganismus nelze jed-
noznacné urcit, nebot’ vyizolované mikroorganismy z piirozené¢ho prostfedi nemaji tytéz

vlastnosti jako sbirkové kmeny a nemusi se s nimi v jednom ¢i vice znacich shodovat [18].

Biochemické testy se vétSinou provadéji v tekutych mediich ve zkumavkéch, pfi-
padné na Sikmych agarech nebo na Petriho miskdch. Soubor testll se nazyva pestra fada,
nebot’ pfi pozitivnich reakci dochdzi diky pfidanym indikéatorim k jiz zminénym zménam

zbarveni médii [18].

2.3.2 Nejcastéji uzivané biochemické testy

a. tvorba sirovodiku (H2S) se detekuje na pid€ podle Hajny (Cerveny Sikmy agar). Pi-
da se naockuje vpichem. Tvofi-li bakterie sirovodik, reaguje tento s trojmocnymi

solemi zZeleza za vzniku ¢erného zbarveni.

b. Stépeni glukdzy (GLU), laktozy (LAC), sachardzy (SUC), trehalozy (TRE), manito-
lu (MAN), inositolu (INO) a dalSich cukri a alkoholt se sleduje v pidach, jejichz
zékladem je protonova voda. Stépenim cukru vznikaji obvykle kyselé produkty,

které se projevi zménou barvy indikatoru pH v pidé (vznik Zlutého zbarveni).

c. dekarboxylace aminokyselin ornithinu (ORN), lysinu (LYS) a argininu (ARG) jsou
Casto uzivané pii diagnostice enterobakterii. Z aminokyselin se odstépi CO; a vzni-
kda amin. Vysledné zbarveni byva fialové, nebo tmavé modré. Pozitivni lysin-

dekarboxylaza je typicka pro salmonely.

d. tvorba indolu (IND) se prokazuje v ¢iré pidé nebo v kombinované ptadé MIU. Indol
se tvoii Stépenim tryptofanu. Po ptidani Kovacsova reagens vznika ¢ervené zbarve-
ni. Pozitivni reakce je typicka napt. pro E. coli.

e. utilizace citratu dle Simmonse (SCI). Nékteré bakterie jsou schopné misto cukru
vyuzivat i citratu. Sikmy agar zelené barvy v pozitivnim ptipadé zmodra. Pozitivni

reakce je typicka pro bakterie rodu Citrobacter nebo Serratia.
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f. Stépeni urey (URE) nastava u bakterii produkujicich ureazu, enzym $tépici mocovi-
nu. Pozitivni test je typicky naptiklad pro bakterie Proteus. Projevuje se obvykle

cervenym zbarvenim.

g. prikaz B-galaktoziddzy (ONPG). V diagnostice se uzivd komeréné vyrabénych
prouzki papiru napusténého o-nitro-fenylpyranosidem. Prouzek se ponofuje do
suspenze bakterii ve fyziologickém roztoku. Pozitivni vysledek — vznik Zlutého

zbarveni, je charakteristické pro rod Citrobacter, negativni pro Salmonella.

h. cytochromoxidazovy test (OXI) slouzi k prikazu oxidazové aktivity. Prouzek papi-
ru napustény vhodnym reagens se pfilozi pfimo na testované kolonie. Do 2 minut
dojde k intenzivnimu zmodrani prouzku. Pozitivni test je typicky pro neisserie a

pseudomonady.

redukce dusi¢nani (NIT) se zjistuje ve zluté, tekuté ptdé. Po pridani reagens vznika Cer-

vené zbarveni. Pozitivni reakce je typicka pro stafylokoky [18].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 MOZNOSTI DETEKCE BAKTERIi RODU CLOSTRIDIUM
RUZNYMI KULTIVACNIMI A NON-KULTIVACNIMI
TECHNIKAMI

Bézné metody pro identifikaci bakterii ¢asto spoléhaji na bézné klinické vysledky,
izolaci organismil, laboratorni identifikaci pomoci morfologickych a biochemickych (feno-
typickych) testd. Ackoliv tyto metody jsou stalé zékladni, je zde i vyrazny posun k detekci
anaerobnich, pfedevsim patogennich, bakterii v molekuldrni diagnostice nekultivacnimi

metodami [24[68].

3.1 Kultivaéni metoda

Pro kultivaci a izolaci klostridii 1ze vyuzit mimo jiné jejich odolnosti vici teploté.
Material Ize naockovat do tekutych ptid a zahiivat na teploty od 60 °C do 100 °C (tzv. frak-
cionované zahtivani). Vegetativni formy a nesporulujici mikrobi uhynou, termorezistentni

Se podafi vykultivovat. Mohou se pouzit pudy s pfidavkem neomycinu nebo gentamycinu

[10].

Pti zjisStovani proteolytickych klostridii musi médium obsahovat dostatecné mnoz-
stvi sacharidu jako zdroje energie. Nejcastéji se pouziva bujon a zaockované tekuté pudy se
ve zkumavce prevrstvuji 2-10 mm vrstvou sterilniho parafinu nebo 4 cm vrstvou 2% steril-
niho agaru (tzv. parafinova nebo agarova zatka. Inkubace probiha 2-5 dnii pii 30 °C. Rist

se projevi vyvinem plynu [29].

Mezofilni proteolytické druhy bakterii rodu Clostridium zptsobuji anaerobni kazeni
bilkovinnych potravin a potravinaiskych surovin za vzniku toxickych metabolitli hnilobné-
ho zapachu. (napf. merkaptany, indol a skatol, biogenni aminy kadaverin a putrescin).
Kromé toho produkuji tyto bakterie také znatné mnozstvi CO; a Hy, takZe se jejich aktivita
projevuje silnym vyvinem plynu. ProtoZe ¢innost hnilobnych bakterii je znemoZnéna kyse-
linou mlé¢nou, v potravinafstvi se neptiznive uplatituji predevsim sacharolyticka klostridia,
ktera mohou zptisobit anaerobni kazeni nékterych potravin s vysokym obsahem sacharidii,

véetné polysacharida [29].

Kvantitativni vyhodnoceni mezofilnich sporotvornych anaerobli je mozné na mis-
kach s agarovymi pidami kultivovanymi za ptisné anaerobnich podminek. Je nutné, aby

doslo také ke snizeni tenze kysliku v pouzité ptidé, ¢ehoz 1ze dosadhnout pfidavkem reduku-
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jicich latek (cysteinu, thioglykolatu, sifiCitanu, pyrosifi¢itanu, thiosulfatu a ptip. jinych).
Prikladem mize byt thioglykolatovy agar nebo zaklady pud pro stanoveni Clostridium
perfringens. Anaerobni kultivace Petriho misek mizeme dosahnout v exsikatoru nebo na-
dob¢ typu Nowyho zvonu, z nichz byl kyslik odstranén né¢kterym fyzikalnim nebo chemic-

kym postupem [29].

Dalsi moznosti, jak stanovovat klostridie v potravindch, je tzv. metoda nejpravde-
podobnéjsiho poctu (MPN), jenz se fidi vypoétem vyprodukovaného mnozstvi plynu jed-
notlivymi kmeny v anaerobnim inkubatoru s laktézou jako zdrojem uhliku a elektront.
Tato metoda vyzaduje test na Cistotu ziskané kultury, kterd byla pozitivné hodnocena na
ptitomnost plynu pomoci plynové ¢i kapalinové chromatografie na detekci te¢kavych a
neté¢kavych mastnych kyselin. JelikoZ je tato technika zdlouhava a nedostate¢né spolehliva,
pouzivaji se dnes molekularni techniky, které jsou kultivaéné bezlimitni a detekuji vegeta-

tivni bunky pfimo [15].

V diagnostice klostridii je uziti diagnostickych diskii velmi dualezité, protoze ne
vSechna klostridia jsou velkd a grampozitivni. N&kterd se barvi gramnegativné — C. ramo-
sum a mohou mit i fusiformni morfologii — C. clostridiforme. Také v diagnostice klostridii
muze pomoci lecitindza, lipaza, vySe zminovana uredza, plazivy rist, lokalizace spor a in-
dol. Vétsinou je ale zapotiebi identifikaci ovéfit komerénim biochemickym setem, zvIasté

u klinicky vyznamnych izolatt [12].

3.2 Non-kultiva¢ni metody

Molekularni metody pfedstavuji vhodny nastroj pro identifikaci patogent, ke studiu
vztahu hostitel-parazit a k objasnéni zafazeni jednotlivych patogent. V poslednich letech
se objevuje vzrustajici trend k charakterizaci podle genotypt jednotlivych rodi. Genotypy
jsou vice specifické a daleko snadnéji identifikovatelné nez tradi¢né pouzivané fenotypové

markery [24].

3.2.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR (polymerazova fetézova reakce) je metoda slouzici pro detekci, identifikaci a
stanoveni bakterii (v€etné anaerobi) v riznych vzorcich. RT-PCR metoda (real-time PCR)

uspésné poskytuje rychla kvantifikacni data pro anaerobni druhy [24].
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Metodu PCR objevil Kary Mullis v roce 1986. O nékolik let pozdé&ji mu byla udéle-
na Nobelova cena za chemii a jevy souvisejici s PCR [2, [3]. Od 80. let minulého stoleti,
kdy poprvé byla tato metoda pouzita, poskytuje PCR mnoho molekuldrné diagnostickych
moznosti a modifikaci. V budoucnu se pocita s tim, ze bude poskytovat nejen informace o

jednotlivych anaerobnich druzich, ale také o celych komunitach organismu [24].

PCR je metoda uzivanid pro zmnozeni (amplifikaci) ¢asti DNA, které lezi mezi
dvéma tseky o znamé sekvenci [3]. Diky exponencialni amplifikaci cilovych sekvenci se
jednéd o metodu s vynikajici citlivosti. Muze byt detekovano méné nez 10 kopii DNA mo-

lekul  [34].

Jedna se o tiistupnovy proces opakovany v nékolika cyklech, ktery umozni vznik-
nout béhem nékolika hodin z pouhého jednoho piktogramu az nékolik mikrogrami DNA
slozené z 10 000 nukleotida [2]. Cely proces se provadi v tzv. termocykleru, ktery je scho-
pen meénit teplotu reakéniho prostfedi velmi rychle (kolem 1°C za 1 sekundu) a pfitom
velmi presné. Nastavenim specifickych teplot denaturace, annealingu a extense se takto
spusti jednotlivé fdze kazdého cyklu a jejich opakovanim se spousti fetézova reakce. Ter-
mocykler n¢kolikrat opakuje stejny program (94°C — 55-65 °C — 72 °C). Jeden cyklus trva
vétSinou méné nez 3 minuty. Timto zplisobem Ize za méné nez dvé hodiny vytvofit miliar-

du kopii dané DNA sekvence [4].

Zakladni vyznam pro polymerazovou fetézovou reakci mé Taq-DNA polymeraza,
termostabilni enzym izolovany z termofilni bakterie Thermus aquaticus, ktera zije v hor-

kych pramenech Yellowstonského narodniho parku [17].
Pritbéh PCR reakce

Krok 1 Dvouvlaknova vychozi DNA se zahiiva v pfitomnosti Tag-
polymerazy, Mg®* ionti,&tyf monomernich deoxynukleotid-trifosfati (ANTP) a pie-
bytku dvou kratkych oligonukleotidovych primert o délce asi 20 bazi. Kazdy pri-
mer je komplementarni ke koncové sekvenci jednoho z cilovych segmentti DNA.
Pti teploté 95 °C dvouvldknova DNA denaturuje a obé vldkna se spontanné oddéli
(Obr. 11) [2].

Krok 2 Snizeni teploty na 37 — 65 °C umozni primeriim, diky jejich vysoké
koncentraci, aby se vodikovymi vazbami pfipoutaly ke svym komplementdrnim

sekvencim na konci kazdého cilového vlakna (Obr. 11) [2]. Primery jsou kratké
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jednovlaknové tiseky DNA, které maji schopnost najit ve vySetfované DNA tsek,

ktery jim chybi do dvouvlaknové struktury a dopliuje je do tvaru dvojité Sroubovice
[3].

Krok 3 Teplota se opét zvysi na 72 °C a Tag-polymeraza katalyzuje ptipoje-
ni dalSich nukleotidii k vlakniim DNA, na nichz jsou pfichyceny primery. Po ukon-
¢eni replikace kazdého vlakna jsou hotovy dvé kopie pivodni DNA (Obrazek 11).
Druhé opakovéni cyklu denaturace — pfipojeni primeru, syntéza fetézce poskytne
¢tyti kopie DNA, treti da osm kopii, a tak dale v exponencialni fadé [2].
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Obrazek 11: Pritheh PCR reakce [51]

3.3 Aplikace PCR diagnostiky u anaerobnich bakterii

Se vzristajicim se poftem genomu zafazenych infekénich patogent a vyuZzivani

knihoven gentl, které slouZi jako zakladni amplifika¢ni vzory pro tvorbu primerti, se moz-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

v _c7

schopnosti PCR. Zvysuji tak vyuziti PCR v praxi [24], [59].

3.3.1 Broad-range PCR

Broad-range PCR je metoda zalozena na rozpoznani ur¢itych gend, které jsou pfi-
tomny v riznych organismech. Je vhodna pro Siroky okruh organismu. Navrhuje identifi-
kaci patogent a pfimé moznosti pouziti PCR v klinické praxi. Pouziva k tomu 16S rRNA
geny, které jsou ptitomny ve vSech organismech a obsahuji jedinecné useky charakteristic-
ké pro kazdou bakterii, ale stejné tak i oblasti, které se vyskytuji ve vSech znamych bakteri-
ich. Primery mohou byt navrhnuty tak, aby rozpoznaly tyto chranéné sekvence. Toto sek-
vencovani muze byt pouzito pro kultivované nebo nekultivované nezndmé bakterie spojo-
vané s anaerobnimi infekcemi. Jednd se o velmi U€inny nastroj pro identifikaci novych pa-
togent bakteridlniho ptivodu. V klinické praxi je kazdodenné zadana pro charakterizaci
izolovanych anaerobi. Je vysoce cenéna jako metoda pfi izolaci a identifikaci netypickych
klinickych izolati, které nemohou byt rozpoznany podle béznych kriterii. Jako velmi t¢in-
na se také projevila u bakterii, které rostou pomaleji nebo jsou kultivacn€ narocné a u iden-
tifikace anaerobnich bakterii. Tato metoda nepotiebuje zadné predbézné fylogenetické in-
formace a je pouzivana pro diive necharakterizovatelné anaerobni patogeny nalezené na-

piiklad u abscestt mozku, chronickych zanétu [24].

3.3.2 RT PCR (zpétna, reverzni PCR)

Jedna se o reverzni, nebo-li zp&tnou PCR, kdy analyza genu probiha na trovni
RNA. Tato modifikace mé velky vyznam v zédkladnim Iékatském, farmaceutickém a obec-
né biologicky orientovaném vyzkumu. RT PCR vyuziva enzymatické reverzni transkripce
RNA ke komplementarni cDNA pied vlastni amplifikaci cDNA fragmentu polymerazovou
fetézovou reakci (PCR) [24]. Vyhodou této metody je jeji pomérna rychlost, snadnost pro-
vedeni a nezavislost na pouziti radioaktivnich latek [4]. Je to jeden z dulezitych krokl v

porozuméni funkce gent a jejich aktivity [24].

3.3.3 Q-PCR (real-time PCR, kvantitativni PCR)

Vyznamny pokrok a pralom v klinické a mikrobiologické praxi pouziti PCR tech-

nologie predstavuje real-time PCR. Tato modifikace nevyzaduje predchozi zesilené detek-
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ce (naptiklad gelové elektroforézy) pii ziskani pomérného mnozstvi DNA produkt sou-
casné s DNA syntézou [25]. Umoziuje piesnou kvantifikaci hledané cDNA sekvence ve
vzorku [4]. Jeden ze zakladnich rysi této technologie je schopnost zaznamenavat vzrustaji-

ci mnozstvi produkti v pocatecnich chvilich béhem samotné PCR reakce [34].

Nejcastéji jsou k detekci bézné pouzivany ¢tyti odlisné principy [30]. VSechny jsou
zalozeny na narastu fluorescence vlivem zvySujiciho se poctu nové syntetizovanych mole-
barviv, které se interkaluji mezi baze DNA, naristajici fluorescence pak odpovida vzrista-
jicimu mnozstvi DNA ve vzorku[4], [30], [63]. Tato technologie je snadno aplikovatelna
pro pevné stanovené PCR rozbory a nepotiebuje zadné dodate¢né fluorescenéni oznacovani

oligonukleotidi. Ostatni principy jsou postaveny na fluorescenénim znaceni oligonukleotiti

[30].

V soucasnosti je nejvice rozsifena metoda vyuzivajici 5-exonukleasové aktivity
DNA polymerazy. Klicovym je zde pouziti oligonukleotidu — proby, sondy (nejéastéji Ta-
gMan sonda), ktera se specificky vaze na sekvenci mezi obéma primery. Sonda je na jed-
nom svém misté konci oznacena fluorescencni latkou a na druhé stran¢ zhaseéem fluo-
rochromu. Pfi syntéze komplementarnich vlaken hydrolyzuje DNA polymeraza TagMan
sondu, dojde k uvolnéni fluorescenc¢ni latky a k narastu fluorescence, ktera je detekovana a
zaznamenana v realném case. Na zaklad¢ standardiza¢nich kiivek lze pfesné kvantifikovat

mnozstvi hledané cDNA sekvence ve vzorku [4].

Real-time PCR vynika $irokym rozmérem kvantifikace, vysokou technickou senzi-
tivitou (vice nez 5 kopii) a vysokou ptesnosti (mén¢ nez 2 % standardnich chyb). Tato sen-
zitivita je srovnatelna s jinymi klasickymi mikrobiologickymi metodami, ale jeji pfednosti
je daleko mén¢ intenzivni prace a mens$i ¢asova narocnost. DalSi vyhodou je, ze nejsou
pozadovany zadné dals$i post-PCR kroky. Tim je potlacena moznost cross-kontaminace

PCR produktt, coz ma podstatny vyznam zejména pro diagnostické aplikace [30].

3.3.4 Long PCR

S nartstajici popularitou PCR rostou poZadavky na ptfesnou amplifikaci dlouhych
fragmentit DNA (tzv. Long and Accurate). Taq polymeraza je schopna amplifikovat frag-
menty genomové DNA do velikosti ptiblizné 3 kb. Neschopnost amplifikace delSich frag-

mentl reflektuje skutecnost, Ze Taq DNA polymerdza nema 3’-5"exonukleasovou aktivitu
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a pokud dojde k chybné inkorporaci nukleotidu, mtize dojit az k ukonéeni amplifikace.
Neékteré DNA polymerazy jako naptiklad Pfu, Deep Vent, Pwo maji 3'-5"exonukleasovou
aktivitu, ktera snizuje vyskyt chyb v priabéhu amplifikace o fad. Jelikoz tyto polymerazy
maji nizkou G¢innost a nejsou tedy pouzitelné pro amplifikaci dlouhych fragmenta [4]. LA
DAN polymeraza mix obsahuje smés polymerdaz a tim umoziuje amplikovat relativné

dlouhé DNA fragmenty [4].

3.3.5 RACE PCR (rapid amplificaction of cDNA)

RACE PCR, nebo-li rapid amplification of cDNA, je metoda rychlé amplifikace
cDNA koncli pomoci PCR. Nejprve se syntetizuje cDNA reverzni transkripci z mRNA,
kdy syntéza probihd k 5'nebo 3" konci. Musi byt zndma cast sekvence nékterého exonu.
Amplifikace 5’konct vyzaduje purifikace prvotni cDNA a ukonceni fetézce terminalni

transferazou za vzniku druhého poly(A) konce. Kombinaci se pak ziska cela plnohodnotna

cDNA [4], [25].

3.3.6 Multiplex PCR

Vyznamnou modifikaci je multiplexovd (mnohonasobnd) PCR. Jedna se o velmi
vykonnou metodu. V multiplexové PCR je pouzito vice paru specifickych primert kom-
plementarnich k riznym cilovym sekvencim v jedné amplifikaéni reakci a obvykle
s detekci znacenim ethidiumbromidem [4], [25]. Soucasna amplifikace nékolika cilii na-
jednou se provadi s nékolika zaméry. Bud’ mohou byt sledovany zmény v rozséhlych oblas-
tech DNA nebo sleduji rizné segmenty cilového genomu nebo mize byt zahrnuta vnitini
kontrola amplifikatelnosti vzorku. Dokonce mohou byt vyvinuty cenové efektivni panely

setu pro detekci vice patogent v jediném vzorku [4].

Nejslozitéjsi je faze piipravy, kdy se musi vypracovat reakéni podminky (sekvence
nukleotidd, koncentrace primeru, optimalni teplota jednotlivych cykli) tak, aby amplifi-
kac¢ni reakce pro kazdy testovany usek genomické DNA neprobihala pouze v ptipadech, ze
se jedna o mutaci v tom kterém piisluSném misté. Pro kaZzdou reakci je zatazena pozitivni a

negativni kontrola [4], [25].
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3.3.7 Nested PCR

Zvyseni citlivosti metody v PCR se docili pomoci hnizdového uspotadani (nested
nebo seminested) [4]. Podstatou této modifikace PCR je nejprve amplifikace tseku, kde
templatem je genomickd DNA. Pak az nasleduje dalsi PCR, tzv. ,,nested* reakce, kde tem-

platem je produkt pfedchozi reakce. Nested PCR tak vyuziva dvou paru primera [25].

Typicky postup hnizdové amplifikace zahrnuje prvni ¢ast (15-30 cyklil) s jednim
parem primeru a druhou cast (15-30 cykli) s vyuzitim druhého paru primeru, komplemen-
tdrnim k mistim ve vnitini sekvenci primarniho amplikonu. Mezi obéma ¢astmi se PCR
produkt pfenasi do nové zkumavky. Pifenesenim do nové zkumavky se vytedi inhibitory,
které mohou byt ve vzorku pfitomny. Byly popsany 1 postupy nested reakce bez otevieného
pfenosu a pojmenovany jako ,,jednozkumavkové® na rozdil od vySe popsanych ,,dvouzku-
mavkovych* [4]. Tato oblibend modifikace ma fadu aplikaci a nékteré si vystaci se sadou

pouhych tii primert [25].

Nested PCR ma nejen vyhody, ale i ur¢ité nevyhody. Jeji citlivost je znacné vysoka
a Casto muze byt detekovand jako jedina kopie cilové molekuly v reakéni zkumavce bez
pouziti hybridizace se znac¢enou sondou. Amplifikace v druhé ¢asti provedeni slouzi zaro-

ven k ovéfeni specifiky produktu prvni ¢asti [4].

3.4 Metody zaloZené na analyze fingerprinti

Klasifikace, identifikace a typizace anaerobnich bakterii maji rozhodujici vyznam
v nemocni¢ni epidemiologii, klinické mikrobiologii a mikrobialnich ekologickych studiich.
Objev PCR znamenal revoluci DNA fingerprintovych metod. Univerzéalnost a rychlost fin-
gerprintovych metod odvozenych od PCR poskytuji vhodny nastroj pro epidemilogii a ta-
xonomii. Tyto techniky se mohou rozdélit do dvou kategorii, do rDNA- PCR-
fingerprinting a PCR-fingerprinting zalozeny na genomové DNA [24].

3.4.1 Fingerprintova analyza rDNA
PCR zalozenou na rDNA lze rozd¢lit do 4 kategorii:

1. Amplifikovana r-DNA restrikcéni analyza (ARDRA) vyuziva univerzalni primery
k amplifikaci bakterialnich rDNA tsekd s naslednym $tépenim restrik¢nimi endonuklea-

sami (REA) uddvajici rozmanitost a zafazeni bakteridlnich izolati do rodii a druhi.
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ARDRA je metoda, ktera se rozsahlé pouziva k identifikaci dilezitych anaerobnich druhii,
mimo jiné i klostridii [24].

2. Termindlni délkovy polymorfismus restrikénich fragmentii (T-RFLP) je variantou
ARDRA. Vyuziva jevu, Ze délka konecného restrikéniho fragmentu amplifikovanéh genu
pro 16S rRNA je specificka pro rizné fylogenetické skupiny mikroorganismi. Primer je
oznacen fluorescenénim barvivem. Po restrikénim Stépeni amplifikovanych 16S rRNA
fragmenti mize byt oznaCeny terminalni konec specificky detekovan. Jeho velikost je na-
sledné€ urcend pomoci elektroforézoy. Touto technikou miizeme stanovit nepatrné genetické
rozdily mezi fetézci. Stejné tak dobfe tato technika poskytuje nahled do struktury a vyzna-
mu mikrobialnich komunit. Je vysoce senzitivni a pfedev§im vhodna pro srovnavaci analy-
zy. Pouziva se napf. pii rozboru bakteridlni diversity smiSené huméanni stfevni mikroflory

[24].

3. Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) se pouziva k detekci non-
RFLP polymorfismu [24]. Tato metoda umoznuje separaci DNA molekul
Vv polyakryamidovém gelu na zakladé odlisné sekvence (lisi se v jednom nukleotidu). Gel
obsahuje linearni gradient formamidu a mocoviny. Dvouvlaknova DNA putuje rychlosti
urcenou jeji molekulovou hmotnosti az do doby, nez vstoupi do té ¢asti gelu, kde je takova
koncentrace denaturacnich latek, ze zptsobi denaturaci dsDNA na jednovldknové moleku-
ly. Tim nevyrazné zméni jeji pohyblivost. Konec¢na pozice fragmentu DNA v gelu zavisi
tedy na denatura¢nim bodu (melting point). Fragmenty identické velikosti mohou byt takt

separovany na zakladé odlisné sekvence v gelech s gradientem denatura¢niho ¢inidla [25].

Pouzivaji se dva typy DGGE. Paralelni gely, ve kterych se zvySuje koncentrace
denatura¢nich ¢inidel linedrné od shora doli ve dvou samostatnych paralelnich gelech.
Perpendikularni gely, ve kterych se zvySuje koncentrace denatura¢nich ¢inidel linearné
zleva doprava, tzn. napfi¢ gelem. Detekce se provadi barvenim stfibrem nebo ethidium-
bromidem. Denatura¢niho gradientu 1ze docilit také gradientem teplotnim (metoda TGGE)
[25]. Pouziva univerzalni primery k amplifikaci hypervariabilnich oblasti 16S rDNA gend.
Pak nésleduje DGGE k urceni diversity smiSené flory. Tato metoda nasla Siroké uplatnéni
predevsim v ekologické analyze polymikrobidlnich infekci a v analyze lidské humanni mi-
kroflory. Také je vhodna pro detekci bakterii nékterych bakterialnich infekci, které nemo-
hou byt identifikovany béznou kultivaci [24].
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4. 16S-23S rRNA intergenova PCR polymorfni analyza. FRNA bakterii jsou jedno-
vlaknové molekuly 16S, 23S a 55S rRNA odd¢lené prepsanymi mezerniky (spacery). Tyto
mezerniky jsou vystaveny minimalnimu selek¢nimu tlaku, proto by se mély lisit rozsahleji
nez ostatni geny. Vétsina bakterii ma zaroven tyto geny v nékolika kopiich ruznych délek,
coZ zvysuje moznosti pouziti této metody k taxonomickému zatazeni bakterii. Modifikace
této PCR amplifikace smétovala k tomu, aby byla tato metoda vyuzita pro typizaci a identi-

fikaci anaerobnich bakterii [24].

3.4.2 Genomicka PCR-based fingerpriting

PCR fingerprinting zaloZzeny na analyze genomové DNA Ize rozdé€lit na AP-PCR
(RAPD) a rep-PCR. Ob¢é metody se vyuzivaji v epidemiologii pro rozpoznavani infekei,
k detekci patogent pochazejicich z nemocni¢nich prostiedi, k rozpoznani zvlasté virulent-

nich kmenti organism, apod. [24].

Metoda RAPD je zaloZena na kratkych, ndhodné se opakujicich se tsecich, které
hybridizuji s chromozomalni DNA za slab¢ stringetnich podminek. Pocet a umisténi mist
pro nasednuti primert se odliSuje podle riznych kment bakteridlnich druhi. Proto nasledu-
jici separace amplikonli gelovou agarozovou elektroforézou, kterd dava charakteristicky

vysledek (fingerprint) u jednotlivych bakterialnich kment [24].

rep-PCR slouzi k amplifikaci specifickych opakujicich se usekl genomu riznych
bakterii. Tato PCR se uplatiiuje hlavné k odliseni kment naptiklad Bacteroides fragilis,

Bifidobacterium spp. [24].

3.5 Vyhody a nevyhody PCR

Hlavni vyhodou PCR je jeji vysoka citlivost [26]. Metoda syntézy kopii DNA byla
automatizovana a béhem hodiny mtize byt provedeno az 30 cykll, coz teoreticky odpovida
piipravé 2*°-nasobku (~10%) pavodniho vzorku. V praxi je oviem efektivita kazdého cyklu

niz§i nez 100 % a pii 30 cyklech se ziska kolem 10° az 10%-nasobku [2].

PCR funguje pouze v ptipadé, Ze na templatova vlakna nasednou primery. Lze toho
vyuzit napf. pfi detekci patogennich mikroorganismi v krvi ¢lovéka, nebot’ geneticka in-
formace téchto organismu se lisi od lidské, takZze je mozné navrhnout primery, které budou

fungovat pouze v piipadé, ze se v krvi vyskytne DNA patogena [26].
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PCR je zejména vhodna pfi detekci u organismi, u kterych neni mozna kultivace
nebo je piili§ zdlouhava. PCR technika je rovnéz vyuzitelna v oblasti detekce a kvantifika-

ce virovych infekci [26].

Kazda reakce s testovanym vzorkem musi mit pozitivni a negativni kontrolu a in-
terni kontrolu probihajici amplifikace, nebot’ nejvétsi problémem aplifikace PCR technik je
jejich ,,falesna* pozitiva zapti¢inéna vlastni citlivosti téchto technik. Teoreticky staci jedna
molekula DNA, ktera znecisti zkumavku se zkoumanym vzorkem a PCR ji zaregistruje
jako falesné pozitivni signal [4], [25].

wrwe

napiiklad kontaminace reagencii pouzivanych pro PCR v dusledku jejich opétovného pou-
zivani. Jako kontaminanty mohou rovnéz plsobit produkty PCR reakci v laboratofi pii
opakovanych amplifikacich tychz cilovych sekvenci nebo pii vyskytu pomérné velkého
mnozstvi cilovych DNA nebo RNA molekul ptfitomnych ve vySetfovanych vzorcich. Pravé
kontaminace prostednictvim jednotlivych amplikont je nejéastéjsi chybou a pticinou kon-
taminace. Kazda zkumavka pouZivana pro PCR reakci obsahuje kolem 102 amplikon,
kazda kapka aerosolu (6 -10 pl) miZe obsahovat vice nez 10° cilovych sekvenci.

K eliminaci téchto nezadoucich ,.kontaminaci® jsou pouZivany pre a post sterilizacni po-
stupy [4].

Dalsi z preventivnich opatfeni, jak zabranit kontaminaci, je zaloZzeno na vyuZiti
dUTP misto dTTP v reak¢éni smési PCR. Bakteridlni enzym uracil-N-glykosyldza degraduje
DNA obsahujici uracil. Jenom fragmenty DNA pochézejici z PCR budou degradovany,
protoze normalni DNA uracil neobsahuje. Uracil-N-glykosylaza je pfidavana do reakéni
smési pfed zahajenim reakce, aby vSechny pfipadné amplikony byly v€as degradovany.
Samotny enzym je pak inaktivovan pii prvnim denaturacnim cyklu, takze nové produkty

PCR se jiz mohou akumulovat v reakéni smési [25].

Jind metoda je zaloZena pfidavani psoralenu, do smési na zacatku reakce. Psoralen
neinterferuje a je stabilni béhem teplotnich cykli. Zkumavky jsou jesté pfed ukoncenim
reakce vystaveny UV svétlu. Interakce mezi formami isopsoralenu a pyrimidinu neovliviu-
je hybridizaci, ale zabraniuje nasledné amplifikaci DNA polymerazou. Dalsi béZznou meto-

dou je pouzivani specialnich pipet a paketovacich $picek [25].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

Pomoci metody enzymatické pre-PCR sterilizace je nezadouci nukleotid (napf.
dTTP) ve vSech amplifikacnich reakénich smési nahrazen dUTP (U nahrazuje T, U je in-
korporovan do amplikonu). Amplikony jsou diky ,,nepfirozenym‘ nukleotidovym bazim
rozpoznavany autentickymi cilovymi molekulami DNA. K této reakéni smési je pak piida-
van bakteridlni enzym uracil-N-glykolysa (UNG), jehoz fyziologicka role spociva
Vv eliminaci uracilovych rezidui vznikajici pii spontanni deaminaci cytosinu. Béhem kratké
inkubace pted vlastni amplifikaci jsou fet€ézce DNA obsahujici uracil enzymaticky degra-
dovany. Tyto ,,roztrhané* nezaddouci fetézce jsou pak substratem pro dalsi amplifikaci. Sa-
motna UNG je pak teplotné inaktivovana pii 95 °C. Tato pre-PCR-sterilizace tedy eliminu-
je diive vzniklé, nezadouci amplikony a umoziuje amplifikaci ,,ndmi zadanych sekvenci

[4].

Fotometricka-post-sterilizace vyuziva fotochemickych vlastnosti psoralenu, deriva-
tu 4-amino-ethyl-4,5-dimethyl-isopsoralu. Tato slouc¢enina je ptidana do reakéni smési pied
vlastni amplifikaci. Je termostabilni a neinterferuje s primery ani s Taqg DNA polymerazou.
Po vlastni amplifikaci, avSak jesté pied otevienim zkumavky, je smés ozatfena dlouhovin-
nym UV svétlem, které fotochemicky aktivuje isopsoraly, avSak nijak neposkozuje DNA.
Aktivované psoralni slouéeniny vytvaieji na amplifikovanych tsecich DNA cyklobutanové
slou€eniny obsahujici pyrimidinové zbytky, které brani Taq DNA polymeraze v dal§i am-

plifikaci. Efektivnost tohoto procesu je pomérné vysoka [4].

3.6 Analyza velikosti fragmenti

Po dokonceni reakce je nezbytné detekovat amplikon. V nékterych amplifikacich je
mozné produkt detekovat pfimo z reak¢ni smési. Zpiisob detekce zavisi na kone¢né kon-

centraci produktu. Pro vizualizaci lze pouzit také riizné sondy [40].

Existuje n€kolik zpasobt detekce PCR produktu po ukonceni amplifikacni reakce:
[4]
= Elektroforeticka detekce produktu PCR,

=  Detekce pomoci barviv interagujicich s DNA (ethidiumbromid),

» Radioaktivni znaceni ptimo v PCR produktu nebo hybridiza¢ni sond¢ (radi-

oaktivni izotopy),
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= Neradioaktivni (neizotopové) znaceni digoxigeninem, biotinem (protilatky

konjugované s enzymem), fluorescencnimi barvivy a enzymy.

3.6.1 Radioaktivni a neradioaktivni (neizotopové) znaceni

ZnaCeni DNA se provadi metodami enzymatickymi nebo pfimou chemickou vaz-
bou. V obou skupinach rozliSujeme znaéeni radioaktivni a zna¢eni neizotopové. Enzyma-

tické metody umoznuji znaceni homogenni nebo znaceni pouze 3" nebo 5” konct [25].
Radioaktivni znaceni

K radioaktivni detekci se pouzivaji nukleotidy znacené izotopy uvedenymi

v Tabulka 3. Tabulka 3: Izotopy vyuzivané ke znaceni molekul nukleovych kyselin [25].

[ Radioizotop ||  *%P | % || °H | ¢ || ®=u |
| Typ zifteni | B B B B B.v
Polocas 14,3 dnu 87,4 dnu 12,26 dnu 5730 dnu 8,04 dnu
rozpadu
B-energie 1,709 0,167 0,019 0,156 0,806
(MeV)

Neradioaktivni (neizotopové) znaceni

Neizotopové enzymatické systémy znaceni dosahuji stejné citlivosti jako radioak-
tivni a jsou vhodné pro automatizaci. NejpouZivangjsi systém detekce jsou napiiklad bio-
tin-protilatka-enzym-substrat, nebo  biotin-streptavidin-enzym-substrat, digoxigenin-
protilatka-enzym-substrat. Ve vSech téchto systémech se pouZziva néktery z chromogennich,
chemiluminiscen¢nich nebo fluorescencnich substratii a enzym je konjugovan s protilatkou

nebo s avidinem. Pouzivaji se alkalicka fosfataza, peroxidaza, glukosidaza, 3-galaktosidaza
[25].

Velmi citlivy zptsob detekce je bionylace nukleovych kyselin a nasledné specificka
reakce s modifikovanym avidinem. Bionylace se provadi arylazidovym derivatem biotinu
s naslednou fotoaktivaci. Vznika vysoce reaktivni skupina, ktera umozni kovalentni vazbu
biotinu s nukleovou kyselinou. Hybridizace in situ vyzaduje nékdy navic inaktivaci endo-

genniho biotinu [25].
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Casto jsou rovnéZ pouzivany nékteré metody piimého znadeni zaloZené na fyzikal-
nich a chemickych principech vazby s nukleovou kyselinou. Mezi tyto systémy patii zna-
¢eni ethidiumbromidem, radioaktivnim jodem nebo barveni stiibrem. Mozna je také kova-
lentni vazba enzyml na nukleovou kyselinu. Piikladem je zesileny chemiluminiscenc¢ni
detekéni systém. DNA, ktery se zna¢i pfimo peroxiddzou pisobici za ptitomnosti H,O, na
luminol. Zesileni signalu se provadi pomoci derivat fenolu (napiiklad 4-jodofenol). Emi-

tované svétlo se detekuje na fotografickém filmu nebo se méfi na luminometru [25].

Rada detek¢nich systému umoziuje rtizné sestavy a ve spojeni s amplifikacni reakci

jsou pak tyto metody vhodné pro automatizaci [25].

3.6.2 Agarosova gelova elektroforéza

Produkty restrikénich a amplifikac¢nich reakci (fragmenty DNA) se déli podle své
relativni molekulové hmotnosti a velikosti naboje elektroforézou DNA fragmentt v gelu

[25].

Sacharido-fosfatova patet nukleovych kyselin je pfic¢inou rovnomérného rozlozeni
negativnich naboju v molekulach DNA a RNA. Pohyb téchto vysoce elektronegativnich
molekul v elektrickém poli vede k jejich separaci podle molekulové hmotnosti. Vétsi délici
mohutnosti pro rozdéleni velkych fragmentt (az 5000 kb) lze docilit pouZitim elektroforé-
zy Vv pulzujicim poli (PFGE). Pravé analyza velikosti fragmentl je podstatou interpretace
fady molekularné biologickych metod. Nejcastéji se pouziva jako elektroforetické medium
agarosa (0,8-3,0 %), jejiz koncentrace se voli podle velikosti fragmentd, které maji byt se-
parovany (Tabulka 4) [25].

Tabulka 4: Zavislost koncentrace agarosového gelu na velikosti délenych fragmentii [25].

VELIKOSTI FRAGMENTU KONCENTRACE AGAROSY
1-20 Kbp 0,4-0,8%
500 — 1000 bp 2%
100 -500 bp 3%
10 — 100 bp 5%
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Mnoho aplikaci poziva horizontalni elektroforézu, kdy je gel uloZzen ve vané a po-
nofen do pufru (TE, TBE, TAE). Nejbéznéjsi aplikace pouzivaji dveé velikosti geld, napfi-
klad 12 x 20 cm nebo 5 x 9 cm. Nanaseni vzorku (0,1 — 0,5 mg DNA) na start do jamek
predchazi smiSeni s nanaSecim pufrem, obvykle v poméru 1:4 nebo 1:5, ktery obsahuje

barvu viditelného spektra (napiiklad bromfenolovou mod¥) [25].

Rozd¢lené frakce je mozné bud’ tzv. blotovanim pfenést na specialni membrany a
podrobit hybridizaci nebo pomoci fluorescencnich barviv, naptiklad ethidiumbromidu,
interkalaci mezi nukleotidy (50 mg/100 ml gelu), podrobit vizualizaci na transiluminatoru
vUV svétle snaslednou fotodokumentaci. Ethidiumbromid je interkalaéni barvivo
S mutagennimi Uc¢inky, proto pii s nim se musi pouzivat rukavice. Jako kalibra¢ni Skaly

molekulové hmotnosti (velikosti fragmentl) se pouzivaji DNA markery [25].

3.6.3 Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Druhym nejc€astéji pouzivanym elektroforetickym médiem v molekularni biologii je
polyakrylamidovy gel. V tomto piipadé se jedna o vertikalni elektroforézu. Smés akrylami-
du a bisakrylamidu polymerizuje pii pokojové teploté v pufru (TAE) pomoci volnych radi-
kali poskytovanych persulfaitem amonnym (APS), ktery zpisobuje hemolytické Sté€peni
vazeb O-O. K urychleni polymerizace se pouziva volna zasada TEMED (tetrametylendia-
min), ktery katalyzuje tvorbu volnych radikalti persulfatu amonného. Jinym uzivanym ini-
ciatorem polymerizace je riboflavin, ktery je ucinny jiZ pfi velmi nizkém pH nebo za pfi-
stupu O,. Konec¢né koncentrace TEMEDu a APS v polymeriza¢nim roztoku by mély byt
0,05 %. Pouzitd koncentrace akrylamidu se 1i$i podle velikosti separovanych fragmentii
DNA od 3,5 % (fragmenty 1-2 kbp) az po 20 % gely pro separaci malych fragmentt 10 -
100 bp [25].

3.6.4 Analyza jednovlaknového konfirmaéniho polymorfismu (SSCP)

Metoda analyzy jednovldknového konfirma¢niho polymorfismu (SSCP nebo
SSCA) je jednoduchou, velice senzitivni a efektivni technikou k detekci mutaci typu za-

meény jedné baze [25].
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Obr. 1: Princip SSCP [47]

Metoda je zaloZzena na principu rdzné migrace jednovlaknovych molekul DNA, kte-
ré se 1i8i svou sekundarni strukturou (konformaci) v nativnim (nedenatura¢nim) polyakry-
lamidovém gelu. Unikatni konformace jednovlaknového fragmentu DNA je dana intramo-
lekularnimi interakcemi uvnitt DNA sekvence (Obr. 1). Tato konformace je zavisla na tep-
loté a iontové sile. Teplota pii elektroforéze je klicovym parametrem, ktery ovliviuje kvali-
tu rozliSeni DNA prouZzki. Jiz tak maly rozdil, jako je zdména jedné baze, zplisobi zménu
konformace a rozdilnou pohyblivost pii elektroforéze za dodrzeni nedenaturaénich podmi-
nek. Rozdil v konformaci miize byt zpsoben odlisnosti pouze jedné baze v sekvenci DNA.
Tato vysoce citliva technika zachycuje az 100% mutaci v DNA fragmentech mens$ich nez
200 bazi a 80% mutaci v DNA fragmentech mensich nez 400 bazi. Optimalni velikost PCR
produktu pro detekci mutaci je 150 bazi, vétsi PCR produkty jsou vhodné ke sledovani
polymorfisma [25].

3.6.5 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je alternativni metodou separace fragmentii DNA, ktera ma
nékolik vyhod. PfedevS§im minimalni spotiebu vzorku (1-2 nl o koncentraci 5-50 mg/l),
rychlost a snadnou vizualizaci. Separace probihda v linearnim hydrofilnim polymeru
Vv kapilare (vnitini pramér 25-50 mm, délka nékolik cm az 1 m) a elektroforetickém pufru
podle molekulové hmotnosti. Elektroendoosméza se vyuziva k zavedeni vzorku a dale je

eliminovana pouzitim kapilar se specialni Gpravou vnitiniho povrchu. K zatizeni je pfipo-
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jena piima detekce méfenim absorbance pii 260 nm. Typicka analyza trva piiblizné 30 mi-
nut. Po separaci jednovlaknové DNA se pouziva pufr obsahujici ureu. Systém umoziuje

jednoduché zmény ve slozeni pufru [25].

Tabulka 5: Porovnani vybranych metod vhodnych pro detekci neznamé mutace [25]

Metoda Velikost produktu | Senzitivita metody | Lokalizace mutace
SSCP 250 bp 80% ne
DGGE 600 bp 95% ne
CMC 1700 bp > 95% ano
Piimé sekvencovani 500 bp > 99% ano
Heteroduplexy 300 bp 80% ne

text
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4 CILPRACE

Cilem prace byla detekce bakterii rodu Clostridium kultivaénimi a nekultiva¢nimi

metodami.

Bakterie rodu Clostridium jsou béznou soucasti lidské mikroflory a jejich vyskyt je
rozsahly. Nékteré mohou byt pfic¢inou mnoha alimentarnich onemocnéni pochézejicich z
potravin nebo mohou byt pfi¢inou nékolika vad pfi vyrobé potravin.

K zjisténi jejich ptitomnosti v potravinach ¢i jinych materialech se vyuziva fada bi-
ologickych metod, jak klasickych kultiva¢nich, tak i modernéj$ich molekularné diagnostic-
kych metod jako je napiiklad polymerazova fetézova reakce (PCR) s detekci pomoci aga-

rosové gelové elektroforézy s naslednou vizualizaci UV transiluminatorem.

Kultiva¢ni metodou byla zhodnocena morfologie kolonii a schopnost ristu na raz-
nych druzich ptd s cilem vyizolovat ¢istou kulturu pro néaslednou polymerazovou fetézo-

vou reakci.

Predmétem pouziti PCR bylo ovéfit, ze tato metoda je vhodna pro detekei pritomné
DNA ve vzorcich. Také probéhla optimalizace PCR reakce za ucelem ziskat optimalni tep-

lotu pro amplifikaci.

Za timto Ucelem bylo vybrano téchto 10 kmenut: Clostridium histolyticum CAPM
5943, Clostridium novyi CAPM 5949, Clostridium perfringens CAPM 5744 a CAPM
5872, Clostridium septicum CAPM 5743, Clostridium sporogenes CAPM 6329, Clostridi-
um butyricum CAPM 6342, Clostridium difficile CAPM 6244, Clostridium ramosum
CAPM 6343, Clostridium intestinale CAPM 6397.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Chemikalie
= Agar (HiMedia)
= Agarosa pro elektroforézu (SERVA)
= Ethidiumbromid (SERVA)
* 20 % dodecylsulfat sodny (SDS) (SERVA)
» Fyziologicky roztok
= Lysozym (koncetrace 50 mg/ml) (SERVA)
* Proteindza K (koncentrace 1mg/ml) (SERVA)
= Fenol (Sigma-Aldrich)
= Chloroform (Lach-Ner)
» 3 M octan sodny (Lach-Ner)
= Etanol (Lach-Ner)
= DNA marker (New England Biolabs)

VSechny pouzivané chemikalie byly v ¢istoté p.a.

5.2 Komponenty pro PCR
= DNA primery P930 a P932 (KRD)
= dNTP smés (SERVA)

» reakéni pufr s Mg ionty pro Taq polymerazu (10 x koncentrovany, New England

Biolabs)

* Taq DNA polymeraza (New England Biolabs)

5.3 Pristroje a pomiicky
* Analytické vahy (Kern)

= Minicentrifuga (BioSan)
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Fotoaparat (Canon)

Thermocykler (PTC Research)

Automatické mikropipety (Biohit, Nichyrio, Hirschmann)
Zatizeni pro elektroforézu (OWL)

Zdroj elektrického proudu pro elektroforézu (Bio-Rad)
Transiluminator (ULTRA LUM)

Autoklav (Varioklav)

Biohazard Box (Euro Flow)

Vortex (Heildorph)

Centrifuga (Hermle)

Petriho misky

Bézné laboratorni sklo

Umélohmotny laboratorni material a pomucky

5.4 Kultury bakterii

K experimentim byly pouzity kmeny bakterii rodu Clostridium, které byly ziskany

ze Sbirky zoopatogennich mikroorganismi pti Vyzkumném ustavu veterinarniho 1ékat-

stvi v Brné. Kazdy kmen byl po jedné ampuli. Kmeny byly uchovavany na ptislusnych

pudach na Petriho miskach v ledni¢ce. Optimalni teplota rdstu téchto kmenu je pfi-

blizn€ 35+ 2 °C.

Seznam pouzitych kment:

Clostridium histolyticum CAPM 5943
Clostridium novyi CAPM 5949
Clostridium perfringens CAPM 5744
Clostridium perfringens CAPM 5872
Clostridium septicum CAPM 5743

Clostridium sporogenes CAPM 6329



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

Clostridium butyricum CAPM 6342
= Clostridium difficile CAPM 6244
= Clostridium ramosum CAPM 6343

= Clostridium intestinale CAPM 6397

5.5 Kultiva¢ni média a roztoky

5.5.1 Kultiva¢ni média

Béhem praktické ¢asti prace byly testované kmeny kultivovany na ptislusnych pi-

dach pro anarobni bakterie.

= Anaerobic Agar (AA)

Latka: gram/litr
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 20
Chlorid sodny 5
Dextrosa 10
Thioglykan sodny 2
Hydroxymethansulfinan sodny 1
Methylenova modft 0,002
Agar 20

Priprava pudy: Bylo navazeno 14,5 g AA pudy a rozpusténo v 250 ml vody. Sterilace
probéhla v autoklavu pti 121 °C po dobu 30 minut. Takto pfipravena pida byla rozlita na

Petriho misky.

= Perfringens Base Agar (PBA)

Latka: gram/litr
Tryptosa 15
Sojovy pepton 5

Hovézi extrakt 5
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Kvasni¢ny extrakt 5
Pyrosifi¢itan sodny 1
Citran zelezito-amonny 1
Agar 15

Piiprava pudy: Bylo navazeno 11,75 g PA pudy a rozpusténo v 250 ml vody. Sterilace
probéhla v autoklavu pii 121 °C po dobu 30 minut. Takto pfipravena puda byla rozlita na

Petriho misky.

* Fluid Thioglycollate Agar (FTA)

Latka: gram/litr
Enzymaticky hydrolat kaseinu 15
Kvasni¢ny extrakt 5
Dextrosa 5,9
Chlorid sodny 2,5
L-lysin 0,5
Thioglykan sodny 0,5
Resazurin 0,001
Agar 0,75

Priprava pudy: Pfislusné mnoZstvi piidy bylo rozpuSténo v destilované vodé. Sterilace
probéhla v autoklavu pii 121 °C po dobu 30 minut. Takto pfipravena puda byla rozlita na
Petriho misky.

» Reinforced Clostridial Agar (RCA)

Latka: gram/litr
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 10
Hovézi extrakt 10

Kvasni¢ny extrakt 3
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Dextrosa
Chlorid sodny
Octan sodny
Skrob
L-cystein

Agar

1
0,5

0,5

Piiprava pudy: Piislusné mnozstvi pidy bylo rozpusténo v destilované vod¢. Sterilace

probéhla v autoklavu pii 121 °C po dobu 30 minut. Takto pfipravena pada byla rozlita na

Petriho misky.

= Wilkins Chalgran Anaerobic Agar (WChAA)

Latka:

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu
Masovy pepton

Kvasni¢ny extrakt

Dextrosa

Chlorid sodny

L-arginin

Pyrohroznan sodny

Hemin

Menadion

Agar

gram/litr
10

10

0,005
0,005

10

Piiprava pudy: Bylo navazeno 10,7 g WChAA pidy a rozpusténo v 250 ml vody. Sterila-

ce probéhla v autoklavu pfi 121 °C po dobu 30 minut. Takto pfipravena puda byla rozlita

na Petriho misky.

5.5.1.1 Roztoky pro izolaci DNA a gelovou elektroforézu

* TBE pufr
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5.6.1

1)

2)

3)

5.6.2

1)

Tris HCI 54 ¢
Kyselina borita 279
0,5M EDTA (pH 8,0) 20 ml
Clz

Sm¢és chloroform : isoamylalkohol v poméru 24:1
TE pufr
10mM Tris-HCI (pH 7,8)

1 mM EDTA (pH 8,0)

5.6 Metody

Kultivace bakterialnich bunék

Z tekutého bujonu byly v boxu asepticky vyockovany bakterialni kmeny Clostridi-
um histolyticum CAPM 5943, Clostridium novyi CAPM 5949, Clostridium perfrin-
gens CAPM 5744 a CAPM 5872, Clostridium septicum CAPM 5743, Clostridium
sporogenes CAPM 6329, Clostridium butyricum CAPM 6342, Clostridium difficile
CAPM 6244, Clostridium ramosum CAPM 6343, Clostridium intestinale CAPM
6397 na jednotlivé pudy kiizovym roztérem a dany na kultivaci v anaerostatu pii 30
°C

Za 7 dni byly narostlé buiiky opét pieockovany kiizovym roztérem na misky
S jednotlivymi kultiva¢nimi padami.

Za tyden byl zkontrolovan vzhled kolonii a vlastni izolace bunék.

Izolace DNA metodou lyze v lyza¢nim pufru

Z kultury narostlé na Petriho misce byla odebrana bakterialni klickou kolonie bunék
a vse bylo dikladné€ rozmichano v eppendorfkové mikrozkumavce se 100 pl sterilni

destilované vody a vafeno 30 minut pii 100 °C.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Pelet byl resuspendovan v 500 pl lyzacniho roztoku se sachar6zou. Nésledné bylo
ptidano 10 pl Cerstvé ptipraveného lysozymu (koncentrace 50 mg/ml). Inkubace by-

la pfi teploté 37 °C prodlouzena pies noc.

Poté bylo ptidano 100 ul 20% SDS, promichdno a inkubovano pfi teploté 55 °C po
dobu 30 minut.

Bylo pfidano 5 pl proteinazy K (koncentrace 1mg/ml), promichdno a inkubovéano

pii teploté 55 °C 1 hodinu.

Byl pfidan stejny objem fenolu a vSe bylo promichano 4 minuty plynulym kyvavym
pohybem a zcentrifugovano 5 minut pii 3500 ot./min. Horni faze s DNA byla opa-

trné odebrana do Cisté zkumavky. Nesmi byt odebrana proteinova mezivrstva.

Nasledné byl piidan stejny obejm smési fenol-chloroform, promichano 4 minuty
plynulym kyvavym pohybem a zcentrifugovano Sminut pii 3500 ot./minut. Horni
vrstva faze s DNA byla opatrné odebrana do ¢isté zkumavky. Nesmi byt opét ode-

brana proteinova mezivrstva.

Byl pfidéan stejny objem CIZ a smés byla promichdna 4 minuty plynulym kyvavym
pohybem a zcentrifugovana 5 minut 3500 ot./minut. Horni vrstva faze s DNA byla
opatrné odebrana do Cisté zkumavky. Opét nesmi dojit k odebrani proteinové mezi-

vrstvy.

Horni vrstva s DNA byla odebrana do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Byla pfi-
dana 1/10 obejmu 3 M octanu sodného a 2,5 nasobek objemu na -20 °C vychlaze-

ného 96 % etanolu. Nasledné byla provedena inkubace ptes noc pii -20 °C.

Byla provedena centrifugace pti 10 000 ot./min po dobu 30 minut pii 4 °C.

10) Byl odstranén supernatant. DNA byla vysusena a rozpusténa v 50 — 100 pl TE puf-

5.6.3

ru. DNA je mozné kratkodobé skladovat pii teploté 4 “C. Dlouhodob¢ pak je vhod-

né uchovavat pii -20 °C.

Polymerazova retézova reakce

PCR smés byla ptipravovana ve 200 pl eppendortkovych mikrozkumavkach. V ramei

diplomové prace byly testovany rovnéz rizné komponenty pro piipavu PCR smési.

Z tohoto diivodu byly pfipravovany 2 smési o rizném slozeni. V obou piipadech byly jed-
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notlivé komponenty do mikrozkumavek pipetovany zvlast. U vzorka, kde se slozeni PCR
smési nelisilo, byl zvolen postup namichani tzv. master mixti. Master mix byl pfipraven
smichanim pfislusného objemu vSech komponent s vyjimkou DNA matrice. Po dokonalém
promichani byla smés kratce centrifugovana a nasledné rozpipetovana do jednotlivych mik-

rozkumavek. Teprve podom byla pfidana templatova DNA.
Jednotlivé komponenty byly ve smési I postupné ptidavany v nasledujicim potadi:
1. deionizovana sterilni H,O
2. reakéni Taq pufr (10x koncentrovany)
3. dNTP smés (10mM)
4. DNA primer I (P930; 0,5 uM)
5. DNA primer Il (P932; 0,5 uM)
6. DNA matrice
7. DNA polymeraza (5U/ul)
Slozeni smési II bylo nésledujici:
1. deionizovana sterilni H,O
2. Fast Start Master Mix (Roche)
3. DNA primer I (P930; 0,5 uM)
4. DNA primer II (P932; 0,5 uM)
5. DNA matrice

Pokud byla PCR smés michana z jednotlivych slozek, tak po kazdé ptidané slozce
PCR smési bylo vSe dikladné promichano. Na konec se smés nechala dikladné stocit na
kratkou dobu na centrifuze. Nasledné byla vloZena do termocykleru s pfedem nastavenym

programen, ktery je uveden v nasledujici kapitole.

Pro zajisténi Gplné denaturace DNA matrice a také rovnéZ z diivodl inaktivace kon-
taminujicich proteaz a pro zvySené citlivosti reakce se doporucuje tzv. ,horky start — za-

htati vzorku na 95 °C po dobu 10 minut.

Pro detekci mikroorganismi byly pouzity primery P930 (primer I) a P932 (primer

II), pomoci nichz Ize amplifikovat ¢ast genu pro 16S rRNA pro potravinaisky vyznamna
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Klostridia. S pouzitim vy$e zminénych primeri ziskame PCR amplikon o velikosti 665 bp.
Oba primery byly pfipraveny tak, Ze byly vyfedény v deionizované vodé na kone¢nou kon-

centraci 0,5 uM.

Pti provadéni PCR je nutno zaradit kontrolu Cistoty vzorku. Jako negativni kontrola
byl pouzit vzorek, ktery obsahoval vSechny komponenty reakce bez DNA. Misto DNA
matrice bylo pouzito stejné mnozstvi sterilni destilované vody. Tim jsme si ovéfili, Ze ne-

doslo ke kontaminaci Zadné ze slozek PCR reakce.

5.6.3.1 Vlastni provedeni PCR reakce

Vzorky po jemném, ale diikladném promichani na centrifuze byly umistény do ter-

mocykleru, ktery byl nasledné spustén dle pfedem nastavené¢ho programu:
Denaturace (tzv. hot start) — 95 °C/15 min

Poté nésledovalo 35 cyklu:

1. krok denaturace 94 °C/30's
2. krok pfipojeni primert 58 °C/30's
3. krok syntéza fetézce DNA 72 °C/1 min

Po probéhnuti 35 reak¢nich cyklt byla naprogramovana jesté zavéreéna extenze pii teploté
72 °C po dobu 5 min.

Po skonceni reakce byly produkty PCR detekovany pomoci agarézové gelové elek-

troforézy.

Optimalizace PCR amplifikace

Pro optimalizaci amplifikace PCR byl pouzit teplotni gradient v rozmezi teplot od
55 °C do 61 °C a pouzit lyzat bunék DNA z druhu Clostridium butyricum CAPM 6342.
Dale bylo provedeno fedéni jak DNA ¢isté kultury, tak i nasledné ziskaného lyzatu (purifi-
kovanad DNA) a dvou rozdilnych progranii PCR.

Amplifikace byla vedena dle programu stim, ze byl pouzit gradient teplot

v rozmezi 55 — 61 °C. V jednotlivych pozicich cykleru byly testovany nasledujici teploty:
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61 °C,
60,1 °C, 59,5 °C, 58,6°C, 57,6 °C, 56,7 °C, 56 “C a 55 °C.

5.6.4 Agarosova gelova elektroforéza

PCR produkty (amplikony PCR) byly detekovany pomoci agarosové gelové elektro-
forézy s pouzitim vhodného standardu, tzv. DNA markeru s fragmenty DNA znamé délky.
Pti pouziti dvojice primerd P930 a P932 se ocekdval DNA produkt o velikosti 665 bp, kte-

ry byl detekovan v 1,5 % agarosovém gelu.

Piiprava agarosového gelu

PtisluSné mnoZstvi agarosy (3 g) bylo smichano se 200 ml 0,5 TBE pufru. Smés by-
la opatrn¢ s opakovanym rozmichanim rozvafena v mikrovinné troub¢. Poté se nechal roz-
tok ochladit a bylo pfidano 4 pl ethidiumbromidu. Takto pfipraven roztok byl nalit do elek-
troforetick¢ vanicky s hiebinky tak, aby nevznikly zddné vzduchové bubliny. Pfipadné
vzniklé bubliny byly odstranény Spickou. Pak se vSe nechalo ztuhnout ve vodorovné poloze
pii pokojové teploté po dobu asi 30 minut. Po utuhnuti agarosy byl gel opatrné zalit 0,5 x
TBE pufrem asi do vysky 2-3 cm nad agarosovy gel. Celé prace probihala v rukavicich,

nebot’ ethidiumbromid je mutagenni latka.

NanaSeni vzorku na gel

Mnozstvi amplifikované smési o objemu 15 pl bylo smichano s 3 pl nanaseciho
pufru a pomoci mikropipet bylo naneseno do komtrek v gelu ve sméru zleva doprava. Do

prvni komirky byl nanesen standard a do posledni vzorek negativni kontroly.

Pribéh elektroforézy a vizualizace DNA fragmentu

Elektroforéza byla spusténa piti napéti 80-90 V. Separace se provadi tak dlouho, do-
kud bromfenolova modf obsaZzena v nandsSecim pufru nedoputuje do 2/3 délky agarosového

gelu.

Obarveny gel byl prohlizen na transiluminatoru a pro dokumentaci vyfotografovan

digitalnim fotoaparatem.
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Stanoveni velikosti specifického fragmentii DNA

Jako standard o definovaném poctu bazi byl pii elektroforéze multiplikovaného
DNA fragmentu pouzit komeréné dostupny 100 bp DNA marker, ktery obsahoval DNA
fragmenty o velikosti: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1517 bp.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Kultivace bakterialnich bunék

Pro kultivaci bakterii rodu Clostridium (Clostridium histolyticum CAPM 5943,
Clostridium novyi CAPM 5949, Clostridium perfringens CAPM 5744, Clostridium perf-
ringens CAPM 5872, Clostridium septicum CAPM 5743, Clostridium sporogenes CAPM
6329, Clostridium butyricum CAPM 6342, Clostridium difficile CAPM 6244, Clostridium
ramosum CAPM 6343, Clostridium intestinale CAPM 6397) bylo zvoleno 5 rtznych pud

pro anaerobni bakterie s tim, Ze se na vSech pouzitych pidach porovnavaly jednotlivé mor-

fologické znaky:
= velikost,
* barva,
= okraje,
= tvar,
= profil,

= Kkonzistence narostlé kolonie [19].

Vsechny testované kmeny byly kultivovany na jednotlivych pidéach v anaerostatu

pfi teploté 37 °C po dobu 7 dni. Bylo pouZito téchto 5 médii:

Anaerobic Agar,

Perfringens Base Agar,

Fluid Thioglycolate Agar,

Reinforced Clostridial Agar,

Wilkins Chalgran Anaerobic Agar.
Jednotlivé morfologické znaky jsou shrnuty do Tabulka 6-Tabulka 15.

Kolonie jednotlivych kmeni, které vyrostly na médiu Anaerobic Agar byly bilé az
svétle bézové barvy, dobfe rozlisitelné. Barva této pidy byla ovlivnéna pfitomnym barvi-
vem - methylenovou modfi, které je indikatorem anaerobidzy, kdy piipadné vznikla modra

barva indikuje pfitomny kyslik.
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Na ptd¢ Perfringens Base Agar vyrostly kolonie jednolivych kment v mlécné (C.
perfringens), bézové (C. histoliticum) a bilé barvé (C. sporogenes). Zbarveni pudy u vétsi-
ny narostlych kolonii ovlivituje jejich vyslednou barvu. U C. perfringens méla kolonie na
knoflikovitém profilu vyrazny ¢erny tercik, coz je zptisobeno obsahem citranu Zelezitoa-
monného v pud¢, ktery slouzi jako indikator produkce H,S (sulfan). Ze sirovodiku se pak
tvoii Cerny sulfan Zzelezity, ktery indikuje pfitomnou bakterii cernym zbarvenim. VSeobec-
n¢ tvorba sirovodiku patii mezi dulezity identifika¢ni znak pro prikaz ptitomnych bakterii.

Na pid¢ Fluid Thioglycolate Agar byl narust kolonii bakterii pomérn¢ slaby. Jed-

notlivé kolonie byly neprisvitné a zbarveny svétle zluté az do svétle hnéda.

Na ptadé Reinforced Clostridial Agar vyrostly velmi drobné kolonie a nartst nebyl
celkové dobry. Kolonie byly bilé (C. butyricum, C. intestinale) a bézové (C. difficile, C.

novyi). Konzistence nartstu byla mékéi, pastovita.

Na pidé Wilkins-Chalgren Anaerobic Agar byly kolonie dobfe narostlé, hladké a

nebyly ovlivnény barvou pidy. Mély mekei konzistenci.
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Tabulka 6: Vzhled kolonii testovanych klostridii na piidé Anaerobic Agar

CAPM 5743

Kmen Velikost Barva Okraje Tvar Profil Konzistence
Clostridium do 2 mm bézova, ne- | hladké okrouhly mirné zvySeny | pastovita
histolyticum, prusvitna
CAPM 5943
Clostridium 1-2mm bila, lehce | hladké, mirné | okrouhly plochy az | mékka, hladka

. zbarvena vroubkované mirné zvyseny
nowvyi,
barvou pudy,
CAPM 5949 C
neprusvitna
Clostridium 1-2mm bila, nepri- | hladké okrouhly zvyseny pastovita
. svitna
perfringens,
CAPM 5744
Clostridium do1lmm bila, neprt- | hladké okrouhly mirné vy- | tuha
perfringens, svitna poukly
CAPM 5872
Clostridium do1lmm bila, nepri- | hladké okrouhly knoflikovity hladka, nepra-
. svitna svitna
septicum,
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Tabulka 7: Vzhled kolonii testovanych klostridii na piidé Anaerobic Agar

CAPM 6397

Kmen Velikost Barva Okraje Tvar Profil Konzistence
Clostridium do 2 mm bézova, ne- | hladké okrouhly zvySeny s | hladka, az
sporogenes, prisvitna mirné vy- | jemné granu-

poukly  stie- | lovita
CAPM 6329
dem
Clostridium 1-2mm bila, neprd- | hladké okrouhly vypoukly tuhd, nepri-
butyricum svitna svitna
CAPM 6342
Clostridium do 2 mm bila s nade- | hladké okrouhly plochy tuha, vlhka
difficile, chem  barvy
pady,
CAPM 6244
Clostridium 1-3mm bild, nepru- | mim& vroub- | mirng zvinény | zvyseny pastovita,
ramosum svitna kované jemné granu-
lovita
CAPM 6343
Clostridium 1-2mm svétle bézova, | hladké okrouhly vypoukly tuha, leskla
intestinale, ovlivnéna
barvou pudy
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Tabulka 8: Vzhled kolonii testovanych klostridii na piude Perfringens Base Agar

CAPM 6329

Kmen Velikost Barva Okraje Tvar Profil Konzistence
Clostridium 2mm bézova, lesk- | zvrastelé okrouhly vypoukly kaSovitda  az
histolyticum, la, neprisvit- polotuha
CAPM 5943 na
Clostridium az 8 mm prusvitnda v | zvra$télé sektorovy knoflikovity kozovita
novyi, odstinu pudy S vyraznénym
CAPM 5949 stiedem
Clostridium do 13 mm mlééna leskla | zvrastélé sektorovy knoflikovity mazlavé  sli-
perfringens, S vyraznénym | zovita

cernym terci-
CAPM 5744
kem
Clostridium az 15 mm prusvitna, zvrastélé sektorovy plochy tuha
. leskla,v barvé
perfringens,
puady
CAPM 5872
Clostridium az 13 m prihledna, zvras§télé  az | sektorovy plochy tuha

. matna rhizoidni

septicum,

CAPM 5743

Clostridium 2—-6mm prusvitna  az | zvrastelé zvlnény knoflikovity slizovita
bila

sporogenes,
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Tabulka 9: Vzhled kolonii testovanych klostridii na piidé Perfringens Base Agar

CAPM 6397

svitna

Kmen Velikost Barva Okraje Tvar Profil Konzistence
Clostridium 1-3mm prusvitma, zvra$télé sektorovy plochy tuha
butyricum, bézova
CAPM 6342
Clostridium az 1 mm prusvitna | zvrastélé sektorovy knoflikovity s | koZovita
difficile, leskla, v barvé zvyraznym

pady stfedem
CAPM 6244
Clostridium 3mm prusvitna, bila | vroubkované | sektorovy plochy tuha
ramosum,
CAPM 6343
Clostridium 18 mm mlééna az | s koncentric- | okrouhly knoflikovity mazlava
intestinale, bézova, pri- | kou stavbou
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Tabulka 10: Vzhled kolonii testovanych klostridii na pudé Fluid Thioglycollate Agar

neprusvitna

Kmen Velikost Barva Okraje Tvar Profil Konzistence
Clostridium 1-2mm svétlé hn&da, | okrouhly az | zubaté vypoukly pastovita
histolyticum, neprusvitna lehce zvinény
CAPM 5943
Clostridium 1-10mm mlééna az | sektorovy rhizoidni knoflikovity, | hladka, jem-
novyi, sveétlé bézova, vypoukly n¢ granulovita
neprasvitna stfed

CAPM 5949

Clostridium 3-6mm bézovy az | sektorovy zvrastély plochy az | pastovity az

perfringens, svétle hnédy, mirné zvySeny | jemné granu-
neprusvitna lovity

CAPM 5744

Clostridium 1-9mm bézova, ne- | sektorovy vroubkovana | plochy granulovita,

. prusvitna az zvrastéla vihka

perfringens,

CAPM 5872

Clostridium 2-4mm svétle bézova | zvinény vroubkovana | plochy hladka

. az zvrastéla

septicum,

CAPM 5743

Clostridium 1-15 mm svétle hné&da, | sektorovy zvrastéla zvySeny  az | jemné granu-
ovlivnéno mirné vy- | lovita

sporogenes,
barvou pudy, poukly

CAPM 6329
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Tabulka 11: Vzhled kolonii testovanych klostridii na pude Fluid Thioglycollate Agar

CAPM 6397

Kmen Velikost Barva Okraje Tvar Profil Konzistence
Clostridium 5-6mm bila, nepri- | sektorovy rhizoidni zvySeny az | hladka, tuha
butyricum, svitna vypoukly
CAPM 6342
Clostridium 1-10mm bézova az | sektorovy rhizoidni  az | vypoukly jemné granu-
difficile, svétle hnéda, svétle hnéda s zvyraznénym | lovitd, ne-

neprasvitna sttedem prusvitna
CAPM 6244
Clostridium 1-4mm bila, nepri- | zvinény vlaknity  az | knoflikovity pastovita
— svitna rhizoidni S zvyraznénym

sfedem

CAPM 6343
Clostridium do1lmm bila, leskla, | okrouhly hladké vypoukly tuha, vlhka
intestinale, neprusvitna
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Tabulka 12: Vzhled kolonii testovanych klostridii na pudé Reinforced Clostridial Broth

CAPM 6329

Kmen Velikost Barva Okraje Tvar Profil Konzistence
Clostridium do1lmm bézova nade- | zvrastélé sektorovy knoflikovity pastovita
histolyticum, chem do- Zu-

CAPM 5943 ta, mneprusvit-
na
Clostridium 1-4mm bézova, ne- | zvrastélé sektorovy knoflikovity mekka, granu-
. prisvitna lovita
novyi,
CAPM 5949
Clostridium 3-5mm bézova, ne- | vroubkované | sektorovy zvyseny granulovita
perfringens, prusvitna
CAPM 5744
Clostridium 2-8mm bézova, ovliv. | zvrastély sektorovy mirné zvyseny | granulovita
perfringens, barvou pudy s knoflikovity
m sttedem
CAPM 5872
Clostridium 2-3mm bila az svétle | zvinény  az | sektorovy plochy granulovita
. bézova zvrastely
septicum,
CAPM 5743
Clostridium 8-1mm svétle bézova | zvrastély sektorovy zvyseny granulovita
sporogenes,
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Tabulka 13: Vzhled kolonii testovanych klostridii na pudé Reinforced Clostridial Broth

CAPM 6397

Kmen Velikost Barva Okraje Tvar Profil Konzistence
0,5-1mm bila, nepri- | rhizoidni sektorovy zvyseny pastovita,
Clostridium svitna hladka
butyricum,
CAPM 6342
Clostridium 2-6mm bézova, ne- | rhizoidni sektorovy plochy granulovita
difficile prusvitna S vypouklym
sttedem

CAPM 6244
Clostridium 4 mm bilé, nepri- | vroubkovany | lalo¢naty plochy pastovity  az
ramosum svitna granulovita
CAPM 6343
Clostridium 1-2mm bila, neprt- | hladké okrouhly vypoukly hladka
intestinale, svitna
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Tabulka 14: Vzhled kolonii testovanych klostridii na piudé Wilkins Chalgren Anaerobic

Agar
Kmen Velikost Barva Okraje Tvar Profil Konzistence
Clostridium 1 mm béZzova, nepri- | zubaté sektorovy hladky, lehce | hladka, pastovi-
histolyticum, svitna zvyseny ta
CAPM 5943
Clostridium 2-7mm bézova, az | rhizoidni sektorovy knoflikovity pastovita
. svétle hnéda,
nowyi,
neprisvitna
CAPM 5949
Clostridium 1mm bézova, neprl- | rhizoidni okrouhly, az | vypoukly pastovita
. svitna lehce zvIne-
perfringens,
ny
CAPM 5744
Clostridium 4-7mm bézova, rhizoidni sektorovy knoflikovity pastovita
. S nadechem
perfringens,
barvy  pudy,
CAPM 5872 .
prusvitna
Clostridium 1 mm bila do svétle | hladké okrouhly vypoukly hladké, pastovi-
. bézové, neprt- ta
septicum,
svitna
CAPM 5743
Clostridium 10 — 20| svétle bézova, | rhizoidni sektorovy knoflikovity hladka, pastovi-
mm neprasvitna ta
sporogenes,

CAPM 6329
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Tabulka 15: Vzhled kolonii testovanych klostridii na pidé Wilkins Chalgren Anaerobic

Agar
Kmen Velikost Barva Okraje Tvar Profil Konzistence
Clostridium 3-4mm bila,  nepra- | hladké okrouhly, zvyseny jemné granulo-
. svitna mirng vita
butyricum,
CAPM 6342
Clostridium prerostla bézova, pri- | zubaté sektorovy zvyseny hladka, prstovi-
difficile, kolonie svitna ta
CAPM 6244
Clostridium 2-5mm | bila rhizoidni sektorovy vypoukly konzistence
— S zvyraznénym
sttedem
CAPM 6343
Clostridium 2-5mm bila rhizoidni sektorovy vypoukly hladka,
intestinale, S vyvySenym stre- | pastovita
dem
CAPM 6397
Clostridium 2-4mm bila, lehce | zubaté okrouhly knoflikovity hladka, tuha
histolyticum, s nddechem
CAPM 5943 barvy  pidy,
neprusvitna

Pro bliZsi charakteristiku rlstu a pozorovani rozdilnych vlastnosti vybranych kment

klostridii bylo testovano 5 rtiznych druhti pad uréenych pro riist anaerobnich mikroorga-

nismi. Tyto druhy ptd jsou vybrany pro své specifické vlastnosti. Na kazdém médiu vy-

rostly jednotlivé kolonie, které byly pteockovavany pro dosazeni Cistoty kultury pro na-

slednou PCR reakci, kterou lze ziskat DNA v mnozstvi fadoveé 10°.

Na pud¢ Perfringens Agar Base se potvrdila specifika této pudy pro Clostridium

perfringens, kde vyrostlé kolonie mély typické Cerné terCiky na knoflikovitém profilu jed-

notlivych kolonii. U ostatnich kolonii se tento diagnosticky znak neprojevil.
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6.2 PCR

Pro amplifikaci DNA byl zvolen druh Clostridium butyricum CAPM 6342, ktery
byva Casto pfitomen v kravském mléku a ovliviiuje jeho kvalitu a kvalitu mlé¢nych vyrob-

ka z n¢j pfipravenych. Byva pticinou tzv. pozdniho dufeni syrt.

V prvni fazi byla testovana metoda PCR, ve které slouzila jako DNA matrice DNA
izolovanou fenol-chloroformovou metodou. Agarosovou elektroforézou bylo ovéfeno, ze
izolovand DNA byla v dostatecném mnozstvi a nebyla pfili§ degradovanad. Tudiz byla

vhodna pro pouziti v PCR reakcich.

PCR je metoda, kterd se osvédcila také pti vyuziti pro detekci anaerobnich bakterii.
PCR reakce byla provedena s ¢istou vyizolovanou kulturou jednotlivych kment. Jelikoz
ziskavané vysledky nevychdzely uspokojivé a PCR aplifikace neprobihala podle oc¢ekava-

nych vysledki, byla navrzena PCR s gradientem teplot s cilem optimalizace této metody.

Aby byla zjisténa optimalni teplota pro multiplikaci DNA matrice byla jako techni-
ka pro optimalizaci reak¢énich podminek zvolena gradientova PCR. Pouziti gradientové
PCR tak umozni dosazeni maximalni identifikace bakterii pfitomné ve vzorcich kultur,

nebot’ rod Clostridium je fylogeneticky extrémné heterogenni [15].

6.2.1 Optimalizace PCR reakce

Gradient teplot byl zvolen v rozmezi od 55° C do 61 °C za ucelem zjistit, pii jaké

teploté se da ocekavat ptipadna amplifikace DNA matrice. K tomuto Gc¢elu byl zvolen
kmen Clostridium butyricum CAPM 6342.

Kromé& DNA vyizolované fenol-chloroformovou extrakci byla pouzita i dal$i matri-
ce, a to lyzat bunck ziskany povarenim kolonie bakterii po dobu 30 minut ve sterilni deio-
nizované vod¢. Lyzat by mél pfispét k vylouceni inhibitorii, zejména chemickych ¢inidel
pouzivanych pfi izolaci DNA, které se poté mohou nachizet v PCR smési a zkreslovat tak

PCR amplifikaci

PCR reakéni smés byla pfipravena v celkovém objemu 15 pl (viz niZe). Vyizolova-
na DNA matrice nebo DNA lyzat byly do PCR smési pfidany v objemu 1 pl a PCR probi-
hala podle programu uvedeného v kapitole 5.6.3.1 s tim rozdilem, Ze v krolu 2 (fipojeni

primertl) byl nastaven teplotni gradient 55 — 61 °C
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SloZeni PCR smési:

Voda 10,5 ul
Pufr 1,5 ul
dNTP 1ul
Primery P930 a P932 1w
DNA matrice Il
Taq — polymerasa 0,15 ul

Vysledek gelové elektroforézy ukazuje Obrazek 12. Na gel bylo nanaseno 15 pl
PCR amplikonu a 4 pl nanaSeciho pufru (stejné jako v dalSich experimentech, pokud nebu-

de uvedeno jinak).

I 2 R S AT 5 67 5 8 ORI O RIS 2 SRS 16

Obrazek 12: Gelova elektroforéza PCR produktl ziskanych pti PCR s teplotnim gradien-
tem.

1: gradient pii teploté 61 "C s lyzatem bun¢k (déle jen Lyz.); 2: Lyz. 60,1 °C; 3: Lyz
59,5 °C; 4: Lyz 58,6 °C; 5: Lyz 57,6 °C; 6: Lyz 56,7 °C; 7: Lyz 56 °C; 8: Lyz 55 °C; 9: gra-
dient pii teploté 61 °C s izolovanou DNA (déale jen DNA); 10: DNA 60,1 °C; 11: DNA
59,5 °C; 12: DNA 58,6 °C; 13: DNA 57,6 °C; 14: DNA 56,7 °C; 15: DNA 56 °C; 16: DNA

marker.

Z Obrazek 12 je patrné, ze k amplifikaci ocekavaného PCR produktu o velikosti
665 bp doslo, pokud byl jako templat pouzit lyzat bun€k a ptfipojeni primeri probihalo pfi
teplotach 61 °C, 60,1 °C, 59,5 °C, 58,6 °C a 55 °C. Byla-li jako DNA matrice pouzita Cista
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DNA izolovana fenol-chloroformovou extrakci, tak byl specificky PCR produkt syntetizo-
van ve vSech ptipadech, s vyjimkou anealingové teploty 56 °C. Negativni kontrola bez

DNA ukazala, ze nebyla naamplifikovana zidna DNA.

Obrézek 13: Gelova elektroforéza PCR produkti ziskanych pti PCR s teplotnim gradien-

tem.

Pii ptipravé PCR smési byl pouzit komeréné dostupny master mix. 1: DNA marker;
2:61°C; 3: 60,1 °C; 4: 59,5 °C; 5: 58,6 °C; 6: 57,6 °C; 7: 56,7 °C; 8: 56 °C; 9: 55 °C

Ve druhé fazi byla pro ovéfeni predchazejicich vysledkli provedena optimalizace
v gradientu za stejnych podminek, ovSem s tim rozdilem, Ze PCR smés byla michana
z komer¢né dostupnych premixti (master mixu). Jako DNA matrice slouzila v tomto pfipa-
dé DNA izolovana fenol-chloroformovou extrakci. PCR reakéni smés byla opét pfipravena
Vv celkovém objemu 15 pl a slozeni odpovidalo doporuceni vyrobce (Roche) s tim, Ze bylo

pfepocteno na mensi objem, nez doporucoval vyrobce. SloZeni PCR smési bylo nasledujici:

Voda 5ul
Fast Start Master Mix 7,5 ul
Primery P930 a P932 1,5 ul
DNA 1ul

Vysledek gelové elektroforézy ukazuje Obrazek 13.

Z obrazku je patrné, Ze k amplifikaci doslo pfi vSech testovanych teplotach

s vyjimkou teploty 55 °C. Na zaklad¢ vizualizace vysledkt optimalizace s teplotnim gradi-
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entem byla vyhodnocena jako optimalni teplota pro pfipojeni primera P930 a P932 na tem-

platovou DNA teplota 58 °C.

6.2.2 Citlivost reakce s postupné Fedénou DNA matrici

Ve druhé fazi experimenti tykajicich se detekce klostridii non-kultivaénimi techni-
kami byla zjistovana citlivost reakce s primery P930 a P932 a s postupné fedénou DNA

matrici.

Jako DNA matrice byla v prvni fazi zvolena DNA izolovana fenol-chloroformovou
extrakei. Takto vyizolovana DNA byla fedéna desitkovou fadou az do koncentrace 107
Toto fedéni bylo pfipraveno za ucelem ziskani tzv. nejmensiho detekéniho limitu. PCR

smés byla opét michana do celkového objemu 15 pl, a to z jednotlivych komponent.

Slozeni bylo nésledujici:

Voda 10,5 ul
Pufr 1,5 ul
dNTP 1,0 ul
Primery P930 a P932 1,0 ul
DNA 1,0 ul
Taq polymeraza 0,15 ul

Vysledky PCR amplifikace byly opét vizualizovany pomoci agarosové gelové elek-
troforézy, jak uvadi Obrazek 14. Z obrazku je patrné, Ze detekéni limit metody s pouzitim
vyse uvedenych primerit a DNA izolované fenol-chloroformovou extrakci je pomérn¢ niz-
ky a Ze je mozné ziskat PCR produkt ze vzorku az 1 000 000 x zfedéného. Jestlize byla
koncentrace izolované DNA odhadnuta pomoci gelové elektroforézy na zéklad¢ srovnani
S hmotnostnim markerem na cca 50 pg/ml, tak lze fici, Ze byly fadové detekovany desitky

az stovky femptogramy DNA.

Z obrazku je rovnéZ patrné, Ze u dvou nejvyssich pouzitych koncentraci DNA doslo
kromé& Zadaného amplikonu ve vysoké koncentraci také k tvorbé nespecifickych produkti.
V ptipadé dalSich dvou fedéni (100 x a 1000 x) byly detekovany pomérné silné prouzky
znacici vysokou koncentraci detekovaného fragmentu. Za optimalni koncentraci, respektive

fedéni, DNA matrice tak 1ze oznacit DNA v koncentracich 10%a 10>
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U negativni kontroly k multiplikaci produktu nedoslo. Tim se potvrdila skute¢nost, ze vzo-

rek bez DNA matrice nebyl kontaminovan.

Obrazek 14: Gelova elektroforéza znazorujici citlivost reakce s izolovanou DNA.

1: 100 bp marker; 2: nefedéna DNA; 3: DNA o koncentraci 10™%; 4: DNA o koncen-
traci 10%; 5: DNA o koncentraci 10°; 6: DNA o koncentraci 10* 7: DNA o koncentraci
10°; 8: DNA o koncentraci 10°%; 9: DNA o koncentraci 107; 10: negativni kontrola bez
DNA.

Ve druhé fazi tohoto experimentu byl ovéfovan detekéni limit PCR s pouzitim pri-
mertl pro potravinaisky vyznamna klostridia (P930 a P932) a DNA matrici v podob¢
hrubych lyzath bun€k ziskanych jejich povafenim. Lyzaty bun¢k Clostridium butyricum
CAPM 6342 byly opét fedény az do koncentrace 107. Slozeni PCR smési i pouzity pro-

gram byly stejné jako v pfipad€ pouziti izolované DNA.

Vysledky ukazuje Obrazek 15. V tomto piipadé byl ziskan pozadovany PCR pro-
dukt o velikosti 665 bp tehdy, pokud byl jako DNA matrice pouZit lyzat bun€k do koncent-
race
10™. Velmi slabé PCR produkty lze pozorovat i pii pouziti lyzati o fedéni 10® a 10°,
nicméné tyto vysledky nejsou zcela prikazné (Obrazek 15). Z vysledku je tedy patrné, ze
postupné vyred’ovani templatové DNA ovliviiuje schopnost amplifikace PCR matrice. Ne-

gativni kontrola opét potvrdila Cistotu pfipravené smési.

Postupné vyfedéni DNA matrice se provadi za ucelem odstranéni ptipadnych pii-

tomnych inhibitorti v smési, coz se projevilo 1 v tomto ptipad¢, kdy bylo ve vzorku ziska-
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ném se 100x fedénym lyzatem ziskano vétsi mnozstvi PCR produktu nez v piipadé nefedé-

né nebo 10x fedéné matrice.

Obrazek 15: Gelova elektroforéza znazornujici citlivost reakce s lyzaty bunék.

1: 100 bp marker; 2: nefedény lyzat; 3: lyzat o koncentraci 10™; 4: lyzat o koncentraci
10%; 5 lyzét o koncentraci 1073 6: lyzat o koncentraci 10™; 7: lyzat o koncentraci 10™; 8:

lyzat o koncentraci 10°%; 9: lyzat o koncentraci 107; 10: negativni kontrola bez DNA.

Pro optimalizaci PCR reakce byl vybran kmen Clostridium butyricum CAPM 6342,
jehoz spory jsou Casto pfitomny v mléku a mlécnych vyrobceich a svymi Gc¢inky prostiednic-
tvim vylu€ovanych toxini mohou zplsobovat rizné vady mléénych vyrobkl, prevazné
syru. Jedna se o tzv. pozdni dufeni syrti. Kombinace PCR primert P930 a P932 se ukazala

jako vysoce specifickd metoda pro detekci anaerobnich klostridii bez kultiva¢ni metody.

Jelikoz v této praci hrala podstatnou roli predevsim Cistota a preciznost provedené
prace, tak se pro jeji kontrolu pouZivala purifikovand DNA. Pro moZzné praktické vyuziti
této metody se rovnéZ ovéfovalo sloZzeni PCR smési, ve které byla purifikovana DNA na-
hrazena lyzatem bun¢k. Lyzat se ziskal povaifenim kolonie bakterii po dobu 30 minut pfi

100°C.

Cilem prace bylo ovéfit, zda je navrzena metoda pouzitelna pro detekci klostridii
V potravinach a zda ji Ize pouZzit nejen pro Cistou vyizolovanou DNA, ale také pro lyzat
bun¢k nebo piipadné i pro smésné kultury. Proto byla PCR provadéna i se vzorky

s klesajicim mnozstvim ptfitomné DNA matrice, kdy provadénym fedénim byla zjisténa

cvwr
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pouzit pro amplifikaci DNA. Vysledky rovnéz potvrdily, ze pro purifikovanou izolovanou

DNA jsou detekéni limity metody

Préace byla zamétena na klostridie, které se bézn¢ vyskytuji nejen v potravinach, ale
jejichz spory byvaji ¢asto ptitomny vSude kolem nas. Pti dosazeni optimalnich podminek
pro jejich rast a rozmnozovani mohou zpiisobit kontaminaci a znehodnoceni potravin a
potravinarskych surovin (maso, mléko), ptipadné i zemé&délskych produktl (napf. silazi) a
stavaji se tak nebezpecné pro ¢loveka.

vvvvv

metodami nez ostatni aerobni nebo fakultativné anaerobni bakterie, a mohou tak podavat
zkreslené vysledky. Také doba pro jejich detekci je pomérné dlouhd ve srovnani s jinymi
bakteriemi a modernimi technikami. Proto se pro jejich detekci zavadi nové moderni tech-
niky, véetn¢ PCR. V této praci se potvrdila vysoka senzitivita této metody, kdyz amplikace
vyizolované DNA matrice vybraného druhu (Clostridium butyricum) probé&hla usp&sné i
pro velmi zfedénou kulturu, tj. pro fed&nil0®. V piipadé vétiiho nafedéni DNA matrice tak
muzeme vyloucit pfipadny falesn¢ negativni vysledek v disledku ptitomnosti pfipadnych
intra- nebo extracelularnich inhibitord, které se mohou nachazet ve vzorcich. Z toho Ize
usoudit, Ze v naSem piipad¢€ pravdépodobné probéhla inaktivace inhibitori ve smési. Zaro-

ven s negativni kontrolou byla potvrzena Cistota kultury.

Podle ziskanych vysledkli z agarosové gelové elektroforézy lze fici, ze zvolend me-
toda je vhodna k pouZiti pro detekci DNA klostridii v potravinach. Také je mozné vyvodit,

ze ji lze aplikovat nejen pro Cistou kulturu, ale také i pro lyzaty a pfipadné smésné kultury.

text



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 97

ZAVER

Prace byla vénovana kultivaénim a non-kultivacnim technikdm pro detekci bakterii
rodu Clostridium a zjisténi jejich pfitomnosti v potravinach.

Na zékladé¢ ziskanych vysledki 1ze vyvodit nasledujici zavery:

- pro kultivaci klostridii jsou nutné striktn¢ anaerobni podminky a bakterie mizeme

detekovat nejdiive za 48 hodin,

- potravinaisky vyznamné kmeny klostridii vykazovaly na selektivnich ptidach odlis-

nou morfologii kolonii,
- kultivacnimi technikami zachytime zivotaschopné buiky,

- vyuzitim PCR metody s primery specifickymi pro klostridia (P930 a P932) mtzeme

detekovat pfitomnost téchto bakterii v prostredi,

-k detekei pfitomnosti klostridii pomoci PCR s vySe zminénymi primery Ize kromé

purifikované DNA vyuZit i lyzaty bun¢k ziskané jejich povafenim,
- detekéni limit metody byl nizsi v ptipad€ pouziti purifikované DNA,

- metodou klasické PCR nerozliSime piitomnost Zivotaschopnych a mrtvych bunék

ve vzorku

- detekce klostridii metodou PCR je rychlejsi nez v piipadé klasické kultivace, avSak

S 4

na naklady na detekci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

W

CR Ceska Republika

WHO World Health Organization

DNA deoxyribonukleova kyselina

cDNA komplementarni (complementary) deoxyribonukleova kyselina
dsDNA dvojita (double stranded) deoxyribonukleova kyselina

CDA Clostridium difficile associated

SZU Statni zemé&délsky tGstav

uv ultrafialové svétlo

PCR polymerazova fetézova reakce

RT-PCR real-time PCR

RFLP délkovy polymorfismus restrikénich fragmentt
SSCP jednovlaknovy konfirma¢ni polymorfismus
DGGE denaturacni gradientova gelova elektroforéza
TGGE teplotni gradientova gelova elektroforéza
PFGE elektroforéza v pulsujicim poli

dNTP deoxynukleotid-trifosfat

UNG uracil-N-glykolysa

4-AMDMIP  4-amino-ethyl-4,5-dimethyl-isopsoral

TEMED tetramethylendiamin

GLU glukdza
LAC lakt6za
SucC sacharoza
TRE theraloza

MAN manitol



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

107

INO

ORN

LYS

ARG

IND

SCI

URE

ONPG

OXl

MPN

inositol

ornithin

lysin

arginin

indol

citrat dle Simmons

urea
ortho-nitrophenyl-p-galaktosidazovy test
citochromoxidazovy test

metoda nejpravdépodobnéjsiho poctu
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