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SOUHRN

Cil prace: Cilem prace bylo upozornit na zdvaznost vysky-
tu anaerobnich bakterii skupiny Bacteroides fragilis (BAFR)
group u lidi, zvlasté v klinickych materidlech z oblasti bficha,
a na zjisténi souvislosti s vyskytem rakoviny tlustého streva
a konecniku. Jiz drive byla vyslovena domnénka o korelaci
mezi vyskytem bakterii z rodu Bacteroides u pacientl preferu-
jicich masitou stravu a rakovinnym onemocnénim tenkého
a predevsim tlustého streva a konecniku. Vzhledem k tomu,
ze bakteroidy ze skupiny BAFR group jsou vyznamnymi pro-
ducenty endotoxin(, bylo k porovnani bakterii, izolovanych
z rliznych klinickych vzork(l pacientd s karcinomem tlustého
stieva, rekta a dalsimi afekcemi v dutiné brisni, pouzito méreni
a statistické vyhodnoceni tvorby endotoxinl u jednotlivych
kmend izolovanych druhl bakteroidd.

Materidl a metody: Produkce endotoxinl byla stanovena
u bakterii ze skupiny BAFR group (B. fragilis, B. thetaiotaomi-
cron, B. distasonis a B. vulgatus), izolovanych z klinického
materidlu pacientl s karcinomem rekta, tlustého a tenkého
stfeva, a porovndna se vzorky pacientd se zanétlivymi afek-
cemi (analni absces, apendicitis, absces kize) po jejich kulti-
vaci v anaerobnim i mikroaerofilnim prostredi (s 5 % kysliku).
Tvorba endotoxinl byla prokazovana kvantitativné pomoci
gelové metody Pyrosate LAL testu (Limulus Amoebocyte
Lysate Test, Biogenix, CR) u 4 druh( bakteroid( ze skupiny

ABSTRACT

Chmelaf D., Hajek M., Janeckova J., Vobejdova J.,
Martinekova P., Kasikova A.: The effect of oxygen on en-
dotoxin production in bacteria of the Bacteroides fragilis
group isolated from patients with colorectal carcinoma

Objective: The aim of the study was to draw attention to the
risk posed by anaerobic bacteria of the Bacteroides fragilis
(BAFR) group, isolated particularly from abdominal lesions,
and to assess the possible role of these species in colorectal
cancer. A correlation has previously been suggested between
the detection of the bacteria of the genus Bacteroides in
patients on a meat-based diet and intestinal and, in parti-
cular, colorectal cancer. Given that the species of the BAFR
group are major producers of endotoxins, measurements
and statistical analysis of endotoxin production were used
to compare the Bacteroides strains isolated from clinical

BAFR group, kultivovanych v anaerobnim a mikroaerofilnim
prostredi. Ve vSech odebranych vzorcich bylo vysSetfeno
vzdy 5 kmen( kazdého izolovaného druhu bakteroid(
(celkem 140 kmentd BAFR). Mnozstvi endotoxinu bylo de-
tekovano v EU/ml - Endotoxin Units.

Vysledky: Produkce endotoxinCl u bakterii kultivovanych
v mikroaerofilnim prostredi byla nékolikrat vyssi nez v pripade
produkce u bakterii kultivovanych v prisné anaerobnim pro-
stredi. Tyto rozdily v produkci endotoxinG byly statisticky
vyznamne (F, ., =160, p < 0,0001). Pokud se tyka vlivu kysliku
na produkci endotoxin(, tak produkce endotoxinu byla 2,5 krat
vyssi po kultivaci bakteroidd v mikroaerofilnich (v prdméru
889,1 EU/ml) nez v anaerobnich (358,2 EU/ml) podminkach,
a to nezavisle na druhu bakteroidu a diagndze. Tyto vysledky
sveédci o tom, ze mnozstvi volného objemu kysliku v prostiedi
ma vliv na mnozstvi vytvareného endotoxinu.

Zavér: Vysledky produkce endotoxinl produkovanych témito
bakteriemi svéd¢i o tom, ze produkce endotoxinC u bakterii
kultivovanych v mikroaerofilnim prostredi byla nékolikrat
vySSinez v pfipadé produkce u téchze bakterii kultivovanych
Vv pfisné anaerobnim prostredi.

KLICOVA SLOVA:

Bacteroides fragilis group - endotoxin - kolorektalni kar-
cinom

specimens of patients with colon cancer, rectal cancer, and
other abdominal lesions.

Materials and Methods: Endotoxin production was detected
in bacterial strains of the BAFR group (B. fragilis, B. thetaiota-
omicron, B. distasonis, and B. vulgatus) isolated from clinical
specimens of patients with rectal cancer, colon cancer, and
intestinal cancer and was compared with that in strains from
samples of patients with inflammatory conditions (anal ab-
scess, appendicitis, skin abscess, etc.) under anaerobic and
microaerophilic (with 5% of oxygen) culture conditions. The
production of endotoxins was detected quantitatively using
the Pyrosate LAL assay kit (Limulus Amoebocyte Lysate
Test, BIOGENIX, CR) in four species of the BAFR group after
anaerobic and microaerophilic culture. Five strains of each
isolated Bacteroides species from each type of specimens
were tested (in total 140 BAFR strains). The amount of en-
dotoxin was given in endotoxin units per ml (EU/ml).
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Results: Endotoxin production by bacteria under micro-
aerophilic culture conditions was several times higher in
comparison with strictly anaerobic culture.

The difference was statistically significant (F ., = 160,
p <0.0001). As regards the effect of oxygen on endotoxin
production, the amount of endotoxins produced under
microaerophilic culture conditions (average 889.1 EU/ml)
was 2.5 times as high as that observed under anaero-
bic culture conditions (358.2 EU/ml), regardless of the
bacteroides species and diagnosis. These results suggest
that the amount of free oxygen in the environment affects

uvob

NejcCastéji izolovanymi ptivodci anaerobnich infektl
ulidiizviratjsou bakteroidy ze skupiny Bacteroides fragilis
(BAFR) group (B. fragilis, B. distasonis, B. thetaiotaomicron, B. vul-
gatus, B. ovatus). Jsou primarnimi vyvolavateli intraabdo-
minalnich abscesti. Potencialni patogenni ti¢inek téchto
anaerobnich patogenti spociva i ve tvorbé endotoxinti,
které spoustéji mechanismus atypické imunitni odpo-
védi superantigenového typu, ktera vét§inou konci sep-
tickym Sokem a smrti pacienta. Tyto bakterie maji oproti
ostatnim bakteroidiim a jinym bakteriim navic dilezity
faktor patogenity - endotoxin (lipopolysacharid). Ten vy-
volava v hostitelském makroorganismu tvorbu abscesti.
Stejné plisobi samotny purifikovany endotoxin podany
experimentalnim zvifatim. Endotoxiny produkované
jinymi gramnegativnimi bakteriemi tuto schopnost
nemaji. Endotoxiny bakterii BAFR group se vyznacuji
také silnym mitogennim acinkem [4, 11].

Bakterie ze skupiny BAFR group se také mohou podilet
na progresi nadorovych onemocnéni tenkého a tlustého
stfeva u lidi pravé diky produkci svych endotoxint a spe-
cifickych metabolickych produkti. Z tohoto dfivodu bylo
provadéno stanoveni produkce endotoxind pravé u izola-
tl bakterii ze skupiny BAFR group ziskanych u pacientt
s diagn6zou nadorovych onemocnéni tenkého a tlustého
stfeva. Tyto bakterie se vyznacuji specifickou tvorbou
endotoxind - lipopolysacharidf (LPS). Tvorba endotoxinti
je experimentalné stanovovana pomoci LAL testu jak
kvalitativné, tak i kvantitativné (v EU/ml). Metoda LAL je
zaloZena na schopnosti bakteridlnich endotoxind vytva-
Tet sraZzeninu, respektive gel v pfitomnosti hemolymfy
z ostrorepa amerického (Limulus polyphemus) [1].
Bakteroidy rostou v prostfedi, kde hodnota redox poten-
cialu je minimalné - 42 mV pfi pH = 7. Tato hodnota je
nezbytné nutna pro jejich izolaci a kultivaci [15]. Cisté
kultury bakteroidd vSak mohou rlist na ptidach, jejichz
redox potencial je véts$i nez +100 mV [7]. To svéd¢i o vy-
razné aeorotoleranci bakteroidii. Relativni aerotolerance
vét§iny kment bakteroid vici kysliku je zajisténa
prostfednictvim produkce superoxidismutaz a katalaz.
Bacteroides fragilis a Bacteroides distasonis produkuji katalazu;
u druhi Bacteroides thetaiotaomicron a Bacteroides ovatus pro-
dukuji kataldzu jen nékteré kmeny. Bacteroides vulgatus
kataldzu neprodukuje. S ohledem na tuto skutecnost se
predpoklada, Ze relativni aerotolerance bakteroidil ke
kysliku mize byt jednou z hlavnich pficin jejich viru-
lence. Tuto domnénku potvrzuje skutecnost, Ze vétsina
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the amount of endotoxin generated by the Bacteroides
strains.

Conclusion: The results show that endotoxin production by
the Bacteroides strains under microaerophilic culture condi-
tions is several times as high as that under strictly anaerobic
culture conditions.

KEYWORDS:
Bacteroides fragilis group - endotoxins - colorectal car-
cinoma
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Klinickych izolatd bakteroidd jsou producenty katalaz,
tedy jsou aerotolerantni, na rozdil od bakteroidd izolo-
vanych ze stolice. Kataldza katB, produkovana kmeny
Bacteroides fragilis, je vytvafend v pozdni fazi exponen-
cidlniho rtstu a v kulturach vystavenych oxida¢nimu
stresu po jejich pfeneseni z anaerobnich do aerobnich
podminek. Katalaza bakteroiddi je homeoprotein, skla-
dajici se ze dvou identickych bilkovinnych podjednotek,
kazda o hmotnosti pfiblizné 650 kDa [23]. Kromé katalaz
zajiStuje u bakteroid@ zvladnuti oxidativniho stresu
a eliminuje toxické plisobeni peroxidu vodiku dalsich
28 bilkovinnych latek o molekulové hmotnosti 12-79 kDa
[22]. Jestlize je proteosyntéza téchto latek inhibovana
chloramfenikolem, pfeziti kment Bacteroides fragilis za
zvySené tenze kysliku je limitovano [21]. Mnozstvi ge-
ni, které zajistuji produkci téchto latek, je spraZeno
s oxidativnim stresem.

V pfipadé produkce endotoxind u fakultativné anae-
robnich bakterii ze skupiny enterotoxindi ze skupiny
Enterobacteriaceae a bakterii s oxidativnim metabolismem
ze skupiny Pseudomonadaceae byla zjisténa aZ stonasobné
vétsi produkce endotoxinu nez u anaerobnich bakterii
[10]. Vzhledem k tomu, Ze bakterie ze skupiny BAFR
group mohou riist jak v anaerobnim, tak i vanaerobnim
prostfedi, bylo provedeno stanoveni produkce endotoxi-
nfl u téchto bakterii po jejich kultivaci jak v anaerobnim
prostfedi s nulovym objemem volného kysliku, tak i v mi-
kroaerofilnim prostfedi s 5 % volného objemu kysliku.

MATERIAL A METODY

Stanoveni produkce endotoxind bylo provedeno u bak-
terii ze skupiny BAFR group (B. fragilis, B. thetaiotaomicron,
B. distasonis, B. vulgatus) izolovanych z klinického materidlu
pacientt se 4 rakovinnymi diagnézami (karcinom rekta,
esovitého tra¢niku, tlustého a tenkého stfeva) a porovna-
no se vzorky pacientll se tfemi nerakovinnymi, zanétlivy-
mi afekcemi (analni absces, appendicitida, absces klize).
Ve vSech odebranych vzorcich bylo paralelné vysetifeno
5 kmenti kazdého izolovaného druhu bakteroidi (cel-
kem 140 kment BAFR) po jejich kultivaci v anaerobnim
a mikroaerofilnim prostfedi. Testované kmeny B. fragilis,
B. thetaiotaomicron a B. distasonis produkovaly katalazu. Kmeny
Bacteroidesvulgatus katalazu neprodukovaly. Kmeny bakterii
ze skupiny Bacteroides fragilis group pochazely ze spadové
oblasti Zdravotniho tstavu se sidlem v Ostravé (regio-
ny Moravskoslezského kraje) a z nemocni¢nich oddéleni
Litomyslské nemocnice, a.s. (Litomysl, Policka, Svitavy).



1zolaty

Klinicky material byl ockovan klasickym postupem na po-
vrch pevného Wilkins-Chalgrenova kultivacniho média
(Oxo0id CM 619) a nasledné rozockovan kiiZzovym rozté-
rem. Do hlavni ockovaci ¢ary byly nakladeny disky sy-
cené neomycinem (koncentrace 50 pg/ml) a nalidixinem
(koncentrace 30 pg/ml) kviili odstinéni nezadouci aerobni
mikrobioty. Kultivace probfhala v anaerobni atmosfére
(80 % dusiku, 10 % vodiku a 10 % oxidu uhlic¢itého) v an-
aerobni stanici MACS 1000 (Don Whitley Scientific, Ltd.,
VB) a Bactron II. (Shel Lab, Sheldon Manufacturing, Inc.
USA) a v mikroaerofilni atmosféfe (5 % kysliku, 75 % du-
siku, 10 % vodiku a 10 % oxidu uhlic¢itého) v soupravach
CAMPY-kult (Mirako, CR) po dobu 48 hodin pii teploté
36,5 °C. K urceni izolovanych anaerobnich bakterii ze
skupiny BAFR group byly pouzity identifikacni soupravy
ANAEROtest 23 (Pliva-Lachema, CR) a soupravy API20 A
(bioMérieux, Francie).

Stanoveni produkce endotoxinii

Tvorba endotoxint byla prokazovana kvantitativné po-
moci gelové metody Pyrosate LAL testu se zakompono-
vanym blokatorem glukant (tzv. Glucashield) u kmena
bakteroidii ze skupiny BAFR group kultivovanych v anae-
robnim a v mikroaerofilnim prostfedi [9]. MnozZstvi
endotoxinu bylo detekovano v EU/ml - Endotoxin Units.

Statistické zpracovani

Data obsahu mnozstvi endotoxinu byla analyzovana
zobecnénym linedrnim modelem (GLM). JelikoZ se roz-
ptyl zvétSoval s primérem, misto normalniho rozloZeni
bylo pouzito gamma rozlozeni. Maximalni model, jenz
obsahoval interakci dvou kategorickych proménnych
(diagnoéza a druh bakterie), byl postupné zjednoduSovan.
Pro porovnani byl pouzit F-test. Rozdily mezi kategoriemi
v minimalnim modelu byly testovany post hoc pouzZitim
t-testu [3]. Analyza dat byla provedena v prostfedi R
(R Development Core Team) [20]. Data byla analyzovana
zobecnénym linedrnim modelem s gamma rozloZenim,
jelikoz se rozptyl zvétSoval se stfedni hodnotou. Linearni
prediktor zahrnoval trojnou interakci mezi diagnézou,
bakteroidem a kultivaci. Maximalni model byl zjednodu-
Sen odstranénim nevyznamnych komponent (konkrétné
trojné interakce a dvojnych interakci kultivace s ostat-
nimi faktory) a sloucenim podobnych drovni faktoru
diagnéza. Porovnani mezi irovnémi sledovanych faktor
byla uskutecnéna pomoci kontrastti. Kvalita vysledného
modelu byla provéfena pouzitim diagnostickych nastro-
ji. Analyza dat byla provedena v prostiedi R [20].

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky stanoveni produkce endotoxin@ u bakterii
BAFR group pomoci gelové metody Pyrosate jsou uvede-
ny v tabulkach 1-4. Ukazalo se, Ze vliv trojné interakce
(KULTIVACE:BAKTEROID:DIACNOZA) a dvou dvojnych
(KULTIVACE:BAKTEROID a KULTIVACE:DIAGNOZA) ne-
byl vyznamny. Produkce endotoxinu tak byla vyznamné
ovlivnéna kultivaci (GLM, F =160, p < 0,0001) a dru-
hem bakteroidu v interakci s diagnézou (GLM, F,g ,; = 3,4,
p < 0,0001, graf 1). Pokud jde o typ kultivace, byla pro-
dukce endotoxinu 2,5krat vyssi v mikroaerofilnich (v pri-
meéru 889,1 EU/ml) neZ v anaerobnich (358,2 EU/ml)
podminkach, nezavisle na druhu bakteroida a diagnéze.
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Pokud jde o vliv diagndzy, byla produkce endotoxinu
podobna pro vSechny bakteroidy u diagnéz Ca rektum
a Ca tlusté stfevo (kontrast, p > 0,5). Podobna produkce
byla zji$téna u vSech bakteroidi s diagnézami Ca tenké
stfevo a Ca esovity tra¢nik (kontrast, p > 0,5). Tyto dvé
skupiny (rektum + tlusté stfevo versus tenké stfevo +
tracnik) se mezi sebou vyznamné neliSily (kontrast,
p=0,15). Uvsech karcinogennich diagnéz byla produkce
endotoxinu vyznamné vyssi nez u nekarcinogennich dia-
gnoz (kontrasty, p < 0,00). Mezi tfemi nekarcinogennimi
diagnézami byl vyznamny rozdil v produkci endotoxinu
Ctyt bakteroidd (kontrasty, p < 0,0001): nejvyssi produkce
napri¢ vSéemi bakteroidy byla u nekarcinogennich dia-
gnoéz u kment izolovanych z abscest fiti.

Pokud jde o bakteroidy, jejich produkce endotoxinu byla
vyznamneé odlisna pro vSechny diagnézy (kontrasty,
P < 0,0001). Nejvyssi produkci v primeéru napfic¢ vSemi
diagnézami mél B. fragilis, pak B. distasonis, B. thetaiotao-
micron a nejmensi B. vulgatus.

Tabulka 1. Produkce endotoxin( u bakterii BAFR group
izolovanych ze vzorki od nemocnych s diagnézou karcinoma
kultivovanych za anaerobnich podminek, metoda Pyrosate
Table 1. Endotoxin production by bacterial strains of the BAFR
group, isolated from clinical specimens of patients diagnosed
with colorectal cancer, under anaerobic culture conditions,
Pyrosate LAL assay

Diagnéza n Endotoxin (EU/ml)

Bakteroid el pramer
Carecta

BAFR 5 256-1088 921

BATH 5 256-512 409

BADI 5 128-768 461

BAVU 5 512-1024 345

Ca tlustého streva

BAFR 5 768-1024 947
BATH 5 128-1024 640
BADI 5 128-1024 588
BAVU 5 256-512 409

Ca tenkého stieva

BAFR 5 768-1024 691
BATH 5 64-1024 525
BADI 5 64-512 294
BAVU 5 64-512 358

Ca esovitého tracniku

BAFR 5 512-1024 845
BATH 5 256-768 563
BADI 5 256-512 461
BAVU 5 768-1024 217

Vysvétlivky: BAFR - Bacteroides fragilis, BATH - Bacteroides
thetaiotaomicron, BADI - Bacteroides distasonis, BAVU - Bacteroides
vulgatus, Ca - karcinom

Note: BAFR: Bacteroides fragilis; BATH: Bacteroides thetaiotaomicron;
BADI: Bacteroides distasonis; BAVU: Bacteroides vulgatus; Ca: cancer
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8 o Tabulka 2. Produkce endotoxinil u bakterii BAFR group
Q < Catlusté Stf'GVO izolovanych ze vzorki od pacient(i s diagnézou zanétlivych
—A— 8& tenké ls’(re\lvolk afekci kultivovanych za anaerobnich podminek, metoda Pyrosate
- Cg ?:I?t\l’:nlx tracni Table 2. Endotoxin production by bacterial strains of the BAFR
« absces fit group, isolated from clinical specimens of patients diagnosed
I' v -9~ kozni absces with inflammatory, under anaerobic culture conditions, Pyrosate
S S -o— apendicitida LAL assay
0 / \
- , . Diagnéza Endotoxin (EU/ml)
/ " Bakteroid rozmezi primér
' . o Kozni absces
£ o + N
s o i TN BAFR 5 32-128 58
= I N \
§ © Pl AL N BATH 5 32-64 45
& T BN BADI 5 32-256 79
4 Q\
’ T BAVU 5 64-128 77
X NS
TR Akututni apendicitida
3 z BAFR 5 128-256 154
BATH 5 32-64 39
o ° BADI 5 128-256 179
: o \ 8 BAVU 5 32-64 58
R S~y
o Absces Fiti
o y o BAFR 5 256-512 320
B. distasonis B. fragilis  B. thetaiotaomicron ~ B. vulgatus
BATH 5 64-128 83
Bakteroid BADI 5 128-256 160
BAVU 5 256-512 134
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Graf 1. Porovnani priimérné produkce endotoxinu u ¢tyr bakte-
roidl a 7 diagnoz, metoda Pyrosate

Fig. 1. Comparison of average endotoxin production by four
Bacteroides species isolated from seven conditions, Pyrosate
LAL assay

Produkce endotoxin® u bakterii BAFR group zjiSténé
pomoci LAL testu svéd¢i o tom, Ze bakterie BAFR group
izolované z rakovinnych diagnéz by mohly sehravat di-
lezitou roli pti vzniku a rozvoji rakovinnych onemocnéni
tenkého a tlustého stfeva u lidi [10]. Ceskd republika
zaujima vedouci postaveni ve svétovych statistikach
incidence rakovinnych onemocnéni tenkého a tlustého
stfeva. Jen kolorektdlnim karcinomem (KRCA) je v CR
rocné postizeno kolem 8 000 osob a asi 5 000 osob na tuto
chorobu umira [20].

Rada autorli poukazala na skute¢nost, Ze vrozena imu-
nitni odpovéd, zprostfedkovavana vazbou bilkovinnych
receptort typu LBP na endotoxiny stfevnich bakterii,
vede nejenom Kk eliminaci patogennich u¢inkt mikro-
organismu pfitomnych ve stfevé, ale také se vyraznym
zplisobem miiZe podilet na rozvoji malignich onemocné-
ni gastrointestinalniho traktu [15, 18]. Béhem tézkych
chronickych infekci, jakymi jsou chronické gastroente-
ritidy vyvolavané helikobaktery v zZaludku, idiopaticka
zanétliva onemocnéni stfevni sliznice a tvorba abscesi,
se mohou reparacni procesy hojeni zvrhnout v rakovinné
bujeni. Takovym zpiisobem se miiZe vrozena obrany-
schopnost imunitniho systému, LBP a TLR4 bilkovinné
receptory a jimi zprostfedkované signdlni drahy vy-
znamnym zplsobem podilet na progresi rakovinnych
onemocnéni stfevni sliznice tenkého a tlustého stfeva.

2016, 65, ¢. 2

Vysveétlivky: BAFR - Bacteroides fragilis, BATH - Bacteroides
thetaiotaomicron, BADI - Bacteroides distasonis, BAVU - Bacteroides
vulgatus

Note: BAFR: Bacteroides fragilis, BATH: Bacteroides thetaiotaomicron,
BADI: Bacteroides distasonis; BAVU: Bacteroides vulgatus

Spojovacim ¢lankem mezi vrozenou imunitni reakci
zprostfedkovavanou TLR4 proteiny a malignimi procesy
gastrointestinalniho traktu maze byt aktivace nuklear-
niho faktoru - kappa B a cyklooxygenazy-2 [2, 5].

Celou polovinu veskeré mikrobioty v tlustém stfevé
zastupuji anaerobni gramnegativni bakterie, pievaz-
né bakterie ze skupiny BAFR group [9]. Vysledky prace
autor(l, zabyvajicich se moZnym podilem bakterii ze
skupiny BAFR group na vzniku a progresi anaerobnich
infekci ve stfevé a jejich vlivem na rozvoj nadorovych
onemocnéni tenkého a tlustého stfeva, svédci o tom,
Ze dominantn{ Glohu hraji v tomto procesu ptedevsim
kmeny Bacteroides fragilis [10, 19]. Jejich prace svédci
o tom, ze kmeny Bacteroides fragilis, tedy kmeny s velkou
produkci lipopolysacharidu, adheruji mnohem lépe ke
slizni¢nimu epitelu stfeva neZ neopouzdfené kmeny
Bacteroides fragilis a také ostatni druhy bakteroidi z této
skupiny bakterii. Naprosta pfevaha kment ze skupiny
BAFR group, izolovanych ze vSech druht klinickych
materidll, zejména u malignich onemocnéni, tento
pfedpoklad potvrdila [10, 19].

Nase vyzkumy potvrdily vysledky praci mnoha autord,
poukazujici na zavislost mezi prfitomnosti anaerobnich
bakterii ze skupiny BAFR group a vznikem a ptipadnou
progresi rakovinnych onemocnéni tenkého a tlustého
stfeva u lidi. Bakteroidy ze skupiny BAFR group, izo-
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Tabulka 4. Produkce endotoxinti u bakterii BAFR group
izolovanych ze vzorkil od pacienttl s diagnézou zanétlivych afekci
kultivovanych za mikroaerofilnich podminek, metoda Pyrosate
Table 4. Endotoxin production by bacterial strains of the BAFR
group, isolated from clinical specimens of patients diagnosed
with cancers, under microaerofill culture conditions, Pyrosate
LAL assay

Diagnéza Endotoxin (EU/mI) Diagnéza Endotoxin (EU/ml)
Bakteroid rozmezi pramér Bakteroid rozmezi pramér
Carecta Kozni absces
BAFR 5 1024-4096 2443 BAFR 5 32-512 160
BATH 5 512-2048 126 BATH 5 64-256 128
BADI 5 512-1024 870 BADI 5 128-512 256
BAVU 5 512-1024 614 BAVU 5 128-512 204
Ca tlustého stfeva Akututni apendicitida
BAFR 5 1024-4096 3072 BAFR 5 128-512 332
BATH 5 512-2048 1740 BATH 5 32-128 64
BADI 5 512-4096 1433 BADI 5 128-512 307
BAVU 5 256-1024 716 BAVU 5 64-256 179
Ca tenkého stfeva Absces Fiti
BAFR 5 512-2048 1536 BAFR 5 256-1024 870
BATH 5 256-2048 1075 BATH 5 64-256 217
BADI 5 256-4096 1485 BADI 5 128-1024 588
BAVU 5 256-2048 716 BAVU 5 64-1024 524
Ca esovitého tracniku Vysvetlivky: BAFR - Bacteroides fragilis, BATH - Bacteroides
BAFR 5 512-2048 26 c@iézlgjomlcron, BADI - Bacteroides distasonis, BAVU - Bacteroides
BATH 5 256-2048 1049 Note: BAFR: Bacteroides fragilis; BATH: Bacteroides thetaiotaomicron;
BADI: Bacteroides distasonis; BAVU: Bacteroides vulgatus
BADI 5 256-2048 1075
BAVU D 2561024 768 Na druhé strané je nutné konstatovat, zZe samotné en-

Vysvétlivky: BAFR - Bacteroides fragilis, BATH - Bacteroides
thetaiotaomicron, BADI - Bacteroides distasonis, BAVU - Bacteroides
vulgatus, Ca - karcinom

Note: BAFR: Bacteroides fragilis; BATH: Bacteroides thetaiotaomicron;
BADI: Bacteroides distasonis; BAVU: Bacteroides vulgatus; Ca: cancer

lované z rakovinnych diagnéz, produkovaly statisticky
vyznamné vétsi mnozstvi endotoxinu nez tytéz bak-
teroidy, izolované z nerakovinnych diagnéz. Jakkoli
je tento pfedpoklad pfekvapivy a zaroven i odvazny,
je podminén a podloZen celou fadou dalsich faktord.
Bakterie ze skupiny BAFR group jsou bakteriemi hni-
lobného rozkladu. Zptisobuji rozklad bilkovin za vzniku
Cetnych meziproduktil, pfevazné histaminového typu
(aminy, putresciny, kadaveriny). Jiz dfive byla prokazdna
korelace mezi vyskytem téchto bakterii u pacientd pre-
ferujicich masitou stravu a rakovinnym onemocnénim
tenkého a predevsim tlustého stfeva a konec¢niku [19, 25].
Pritomnost téchto bakterii v tenkém i v tlustém stfevé
je podminéna konzumaci pfevaZné masité stravy. Cim
vice masité stravy je konzumovano, tim vice anaerobnich
bakterii bakterii ze skupiny BAFR group se podili na
jejim rozkladu. Tim také dramaticky stoupa mnozstvi
endotoxind, které svymi antigennimi a popt. i karcino-
gennimi tcinky mohou vyvolavat nejenom abscesy, ale
ikarcinomy, popt. urychlovat jejich rast [10].

dotoxiny anaerobnich bakterii ze skupiny BAFR group
pravdépodobné nejsou samotnymi primarnimi vyvola-
vateli rakoviny tlustého a tenkého stfeva u lidi. Svou roli
pfi tom sehrava také pravdépodobné i celd fada exotoxini
produkovanych kmeny bakteroiddi. Z nich predevsim
enterotoxiny mohou mit pfipadny vliv na progresi ko-
lorektalniho karcinomu [24, 26, 27]. Je tfeba mit také na
pameéti, Ze lipopolysacharidy vyvolavaji bud pfimo, nebo
zprostfedkované nekrézu tumort [28]. To je ale pravdé-
podobné jen jejich sekundarni ic¢inek. Rostouci nador,
zv1a$té ve stfevé, potiebuje pro svilj rist znacné mnozstvi
zivin, kterych je ve stfevé dostatek. Velka koncentrace
zivin, zvlasté bilkovinné povahy, znamena také pfitom-
nost velkého mnozstvi bakteroid ze skupiny BAFR group,
které se intenzivné mnozi a produkuji velké mnozstvi
endotoxinu a svymi vyraznymi antigennimi a unikatnimi
biologickymi ucinky, které nebyly prokazany u jinych
patogennich bakterii, se podileji na dal$im vyrazném
oslabeni rakovinou jiz zdecimovaného imunitniho sys-
tému pacienta, a sehravaji tak vyznamnou roli v progresi
téchto jiz probihajicich rakovinnych onemocnéni u lidi.
Velice vyznamnou skutecnosti, ovliviiujici rast, prezi-
vani a také patogenitu bakteroidd v lidském tlustém
stfevé, je jejich aerotolerance. Bakterie ze skupiny BAFR
group a i jiné druhy bakteroid@i maji schopnost rstu
v mikroaerofilnim, az témét aerobnim prostfedi. Z to-
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hoto divodu by mélo byt revidovano jejich zafazeni
mezi striktni anaeroby [30]. Aerotolerance bakteroidl
sehrava taktéz velice vyznamnou roli pfi vzniku in-
traabdominalnich abscesii. Intraabdominalni abscesy
vznikajiv peritonedlni dutiné jako reakce na pfitomnost
bakterii po perforaci stfeva. Jedna se pfevazné o poly-
mikrobialni infekce, které vyvolava multifaktoridlni
odpovéd hostitelského makroorganismu. Jsou aktivovany
makrofagy, které produkuji oxid dusny a dalsi kyslikaté
radikaly patfici do systému ROS [14]. Predominantni
roli v téchto infekcich sehravaji bakterie ze skupiny
BAFR group a hlavné jejich kapsularni polysacharidy,
vyvolavajici intraabdominalni abscesy. Tato skutecnost
je umoznéna rezistenci téchto bakterii na oxidativni
stres a taktéz jejich aerotoleranci. Je to zfejmé z toho
dtvodu, Ze stejné jako v tlustém stievé, ve kterém tato
bakterie tvoii vice nez 50 % vSech bakterii, tak i v peri-
tonedlni dutiné je relativné dostatek Kkysliku. V in vitro
provadénych studiich bylo na zakladé studia specifickych
bilkovin produkovanych témito bakteriemi zjisténo, ze
mobilizace antioxidativnich mechanismd na oxidacni
stres umoznuje témto bakteriim preziti. Analyza pro-
duktl exprese gentl, odpovédnych za tyto schopnosti,
svédci o tom, Ze se jedna o rychlou akutni odpovéd,
kterd eliminuje primarni u¢inek kyslikatych radikala.
Tyto studie taktéz ukazuji, Ze to je nezbytné pro vznik
kratkodobé i dlouhodobé rezistence viici oxidacnimu
stresu [31]. Transkrip¢ni faktor OxyR zprostfedkovava
tuto odpovéd prostfednictvim tvorby nékolika detoxi-
fikacné ochrannych enzymi, které eliminuji oxidacni
aktivitu kyslikatych radikald [30]. Tato v€asna odpovéd
je nezbytna pro preziti téchto bakterii v situaci in vivo
a pro vytvareni intraabdominalnich abscesi. Jestlize
je OxyR regulon u téchto bakterii vypnut a nekontrolu-
je oxidacni stres, jeho funkci ¢asto ,,prebira“ celd fada
enzymatickych systémi zajistujicich tzv. metabolickou
odpovéd na oxidacni stres. Tyto specifické enzymy mo-
hou velice i¢inné podporovat a zajistovat redukéni an-
tioxidac¢ni i¢inek na kyslikaté radikaly a taktéz zajistuji
dodatecnou energetickou kapacitu pro vznik této formy
rezistence na oxidacni stres. Zakladnim pfedpokladem
pro tuto formu metabolické eliminace kyslikatych ra-
dikald je represe genti, odpovédnych za translaci a bio-
syntézu, ktera je v korelaci s okamzZitou redukci ristové
rychlosti [30].

Aerotolerance a rezistence na oxidacni stres, stejneé jako
schopnost tvorby abscesti, jsou fyziologickou adaptaci
bakterii ze skupiny BAFR group na jimi obyvané, prede-
v§im mikroaerofilni niky, a podporuje jejich Sance na
preziti v mimostfevnim prostfedi, eventualné v distalni
Casti tlustého stfeva. Bakterie ze skupiny BAFR group
mohou po penetraci tlustého stfeva migrovat do intraab-
domindlniho prostoru. Schopnost kolonizovat tento pro-
stor je umoznéna diky vysoce efektivni odpovédi téchto
bakterii na oxidacni stres. Velice diileZitou roli sehravaji
v tomto procesu thioly - thioredoxiny. Ty jsou diilezi-
té pro celou fadu bunéc¢nych procest katalyzovanych
§irokou $kdlou enzymi a kédovanych antioxida¢nimi
thioredoxinovymi geny trxA-trxG. Stejnou funkci plni
vysoce i¢inna thioredoxin trxB reduktaza. Pro bakterie
ze skupiny BAFR group sehravaji dileZitou roli prede-
v§im trxA thioredoxinové geny, které jsou kontinualné
produkovany ve velkém mnozstvi bez ohledu na oxida¢ni
stres [22].
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Aerotolerance vyraznym zpusobem prispiva k virulenci
bakteroidli; umoznuje jim také prezivat s relativné vy-
sokou koncentraci kysliku mimo tradi¢ni, bezkyslikaté
niky, jakym je napt. tenké stfevo. Bakterie ze skupiny
BAFR group vyvinuly komplexni odpovéd na oxidacni
stres, vCetné produkce katalazy, ktera vede k expresi vice
nez 28 bilkovinnych enzym jako odpovéd na pritomnost
kysliku a peroxidu vodiku. Vétina genti podminuji-
cich tuto expresi je regulovana prostfednictvim LysR
transkripéniho OxyR regulatoru. Dllezitou roli v tomto
mechanismu sehrava na DNA bakteroidl se vazajici Dps
protein, ktery zajiStuje jak na OxyR zavislou, tak i na
OxyR nezavislou regulaci oxidacniho stresu [6]. U vétSiny
aerobnich druhd bakterii chrani DNA pravé Dps proteiny
pred oxida¢nimi ic¢inky kyslikatych radikala.

Vysledky produkce endotoxinti produkovanych témito
bakteriemi svédci také o tom, Ze produkce endotoxint
u téchto bakterii kultivovanych v mikroaerofilnim pro-
stfedi byla mnohonasobné vyssi nez v ptipadé produkce
tychz bakterii kultivovanych v pfisné anaerobnim pro-
stfedi. Tyto rozdily v produkci endotoxinti byly statisticky
vyznamné (F, ,., =160, p < 0,0001). Produkce endotoxinu
byla 2,5krat vyssi po kultivaci v mikroaerofilnich (v pri-
méru 889, 1 EU/ml) neZ v anaerobnich (358, 2 EU/ml)
podminkach, nezavisle na druhu bakteroida a diagnéze.
Tyto vysledky svédci o tom, Ze mnozstvi volného objemu
kysliku v kultivacnim prostfedi ma vliv na mnozstvi
vytvafeného endotoxinu.

Vyznamnou roli pfi produkci endotoxind v kyslikatém
prostfedi sehravaji enzymy vyznacujici se katalytickymi
ucinky. Dominantni roli zde pravdépodobné sehrava
enzym kataldza. Vymluvneé o tom svédci skutecnost,
Ze produkce endotoxin@ u bakteroid@ Bacteroides vulgatus
neprodukujicich kataldzu [10] byla v priméru 3,5krat
mensi nez produkce tychz kment Bacteroides vulgatus pro-
dukujicich katalazu.

ZAVER

Vysledky produkce endotoxinti produkovanych témi-
to bakteriemi svéd¢i o tom, Ze produkce endotoxinl
u téchto bakterii kultivovanych v mikroaerofilnim
prostfedi byla nékolikrat vyssi nez v pripadé produkce
u bakterif kultivovanych v pfisné anaerobnim prostie-
di. Tyto rozdily v produkci endotoxind byly statistic-
ky vyznamné (F,,,, = 160, p < 0,0001). Pokud se tyka
vlivu kysliku na produkci endotoxindi, tak produkce
endotoxinu byla 2,5krat vyssi po kultivaci bakteroid
v mikroaerofilnich (v primeéru 889,1 EU/ml) neZ v anae-
robnich (358,2 EU/ml) podminkach, nezavisle na druhu
bakteroidu a diagnoze. Tyto vysledky svédci o tom, Ze
mnozstvi volného objemu Kysliku v prostfedi ma s nej-
vétsi pravdépodobnosti vliv na mnozstvi vytvafeného
endotoxinu.
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