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Vliv kyslíku na produkci endotoxinu u bakterií 
ze skupiny Bacteroides fragilis group 
izolovaných od pacientů 
s kolorektálním karcinomem

Chmelař D.1, 2, Hájek M.1, 3, Janečková J.4, Vobejdová J.4, Martineková P.1, Kašíková A.1

ABSTRACT
Chmelař D., Hájek M., Janečková J., Vobejdová J., 
Martineková P., Kašíková 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 
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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).

SOUHRN
Cíl práce: Cílem práce bylo upozornit na závažnost výsky-
tu anaerobních bakterií skupiny Bacteroides fragilis (BAFR) 
group u lidí, zvláště v klinických materiálech z oblasti břicha, 
a na zjištění souvislostí s výskytem rakoviny tlustého střeva 
a konečníku. Již dříve byla vyslovena domněnka o korelaci 
mezi výskytem bakterií z rodu Bacteroides u pacientů preferu-
jících masitou stravu a  rakovinným onemocněním tenkého 
a především tlustého střeva a konečníku. Vzhledem k  tomu, 
že bakteroidy ze skupiny BAFR group jsou významnými pro-
ducenty endotoxinů, bylo k porovnání bakterií, izolovaných 
z různých klinických vzorků pacientů s karcinomem tlustého 
střeva, rekta a dalšími afekcemi v dutině břišní, použito měření 
a statistické vyhodnocení tvorby endotoxinů u  jednotlivých 
kmenů izolovaných druhů bakteroidů. 
Materiál a  metody: Produkce endotoxinů byla stanovena 
u bakterií ze skupiny BAFR group (B. fragilis, B. thetaiotaomi-
cron, B. distasonis a B. vulgatus), izolovaných z klinického 
materiálu pacientů s karcinomem rekta, tlustého a tenkého 
střeva, a porovnána se vzorky pacientů se zánětlivými afek-
cemi (anální absces, apendicitis, absces kůže) po jejich kulti-
vaci v anaerobním i mikroaerofilním prostředí (s 5 % kyslíku). 
Tvorba endotoxinů byla prokazována kvantitativně pomocí 
gelové metody Pyrosate LAL testu (Limulus Amoebocyte 
Lysate Test, Biogenix, ČR) u 4 druhů bakteroidů ze skupiny 

BAFR group, kultivovaných v anaerobním a mikroaerofilním 
prostředí.  Ve všech odebraných vzorcích bylo vyšetřeno 
vždy 5 kmenů každého izolovaného druhu bakteroidů 
(celkem 140 kmenů BAFR). Množství endotoxinu bylo de-
tekováno v EU/ml – Endotoxin Units.
Výsledky: Produkce endotoxinů u  bakterií kultivovaných 
v mikroaerofilním prostředí byla několikrát vyšší než v případě 
produkce u bakterií kultivovaných v přísně anaerobním pro-
středí. Tyto rozdíly v produkci endotoxinů byly statisticky 
významné ( F1,269 = 160, p < 0,0001). Pokud se týká vlivu kyslíku 
na produkci endotoxinů, tak produkce endotoxinu byla 2,5 krát 
vyšší po kultivaci bakteroidů v mikroaerofilních (v průměru 
889,1 EU/ml) než v anaerobních (358,2 EU/ml) podmínkách, 
a to nezávisle na druhu bakteroidu a diagnóze. Tyto výsledky 
svědčí o tom, že množství volného objemu kyslíku v prostředí 
má vliv na množství vytvářeného endotoxinu.
Závěr: Výsledky produkce endotoxinů produkovaných těmito 
bakteriemi svědčí o tom, že produkce endotoxinů u bakterií 
kultivovaných v  mikroaerofilním prostředí byla několikrát 
vyšší než v případě produkce u těchže bakterií kultivovaných 
v přísně anaerobním prostředí.

KLÍČOVÁ SLOVA:
Bacteroides fragilis group – endotoxin – kolorektální kar-
cinom
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ÚVOD 
Nejčastěji izolovanými původci anaerobních infektů 
u lidí i zvířat jsou bakteroidy ze skupiny Bacteroides fragilis 
(BAFR) group (B. fragilis, B. distasonis, B. thetaiotaomicron, B. vul-
gatus, B. ovatus). Jsou primárními vyvolavateli intraabdo-
minálních abscesů. Potenciální patogenní účinek těchto 
anaerobních patogenů spočívá i ve tvorbě endotoxinů, 
které spouštějí mechanismus atypické imunitní odpo-
vědi superantigenového typu, která většinou končí sep-
tickým šokem a smrtí pacienta. Tyto bakterie mají oproti 
ostatním bakteroidům a jiným bakteriím navíc důležitý 
faktor patogenity – endotoxin (lipopolysacharid). Ten vy-
volává v hostitelském makroorganismu tvorbu abscesů. 
Stejně působí samotný purifikovaný endotoxin podaný 
experimentálním zvířatům. Endotoxiny produkované 
jinými gramnegativními bakteriemi tuto schopnost 
nemají. Endotoxiny bakterií BAFR group se vyznačují 
také silným mitogenním účinkem [4, 11].
Bakterie ze skupiny BAFR group se také mohou podílet 
na progresi nádorových onemocnění tenkého a tlustého 
střeva u lidí právě díky produkci svých endotoxinů a spe-
cifických metabolických produktů. Z tohoto důvodu bylo 
prováděno stanovení produkce endotoxinů právě u izolá-
tů bakterií ze skupiny BAFR group získaných u pacientů 
s diagnózou nádorových onemocnění tenkého a tlustého 
střeva. Tyto bakterie se vyznačují specifickou tvorbou 
endotoxinů – lipopolysacharidů (LPS). Tvorba endotoxinů 
je experimentálně stanovována pomocí LAL testu jak 
kvalitativně, tak i kvantitativně (v EU/ml). Metoda LAL je 
založena na schopnosti bakteriálních endotoxinů vytvá-
řet sraženinu, respektive gel v přítomnosti hemolymfy 
z ostrorepa amerického (Limulus polyphemus) [1].
Bakteroidy rostou v prostředí, kde hodnota redox poten-
ciálu je minimálně – 42 mV při pH = 7. Tato hodnota je 
nezbytně nutná pro jejich izolaci a kultivaci [15]. Čisté 
kultury bakteroidů však mohou růst na půdách, jejichž 
redox potenciál je větší než +100 mV [7]. To svědčí o vý-
razné aeorotoleranci bakteroidů. Relativní aerotolerance 
většiny kmenů bakteroidů vůči kyslíku je zajištěna 
prostřednictvím produkce superoxidismutáz a kataláz. 
Bacteroides fragilis a Bacteroides distasonis produkují katalázu; 
u druhů Bacteroides thetaiotaomicron a Bacteroides ovatus pro-
dukují katalázu jen některé kmeny. Bacteroides vulgatus 
katalázu neprodukuje. S ohledem na tuto skutečnost se 
předpokládá, že relativní aerotolerance bakteroidů ke 
kyslíku může být jednou z hlavních příčin jejich viru-
lence. Tuto domněnku potvrzuje skutečnost, že většina 

klinických izolátů bakteroidů jsou producenty kataláz, 
tedy jsou aerotolerantní, na rozdíl od bakteroidů izolo-
vaných ze stolice. Kataláza katB, produkovaná kmeny 
Bacteroides fragilis, je vytvářená v  pozdní fázi exponen-
ciálního růstu a v kulturách vystavených oxidačnímu 
stresu po jejich přenesení z anaerobních do aerobních 
podmínek. Kataláza bakteroidů je homeoprotein, sklá-
dající se ze dvou identických bílkovinných podjednotek, 
každá o hmotnosti přibližně 650 kDa [23]. Kromě kataláz 
zajišťuje u  bakteroidů zvládnutí oxidativního stresu 
a eliminuje toxické působení peroxidu vodíku dalších 
28 bílkovinných látek o molekulové hmotnosti 12–79 kDa 
[22]. Jestliže je proteosyntéza těchto látek inhibována 
chloramfenikolem, přežití kmenů Bacteroides fragilis za 
zvýšené tenze kyslíku je limitováno [21]. Množství ge-
nů, které zajišťují produkci těchto látek, je spřaženo 
s oxidativním stresem.
V  případě produkce endotoxinů u  fakultativně anae-
robních bakterií ze skupiny enterotoxinů ze skupiny 
Enterobacteriaceae a bakterií s oxidativním metabolismem 
ze skupiny Pseudomonadaceae byla zjištěna až stonásobně 
větší produkce endotoxinu než u anaerobních bakterií 
[10]. Vzhledem k  tomu, že bakterie ze skupiny BAFR 
group mohou růst jak v anaerobním, tak i v anaerobním 
prostředí, bylo provedeno stanovení produkce endotoxi-
nů u těchto bakterií po jejich kultivaci jak v anaerobním 
prostředí s nulovým objemem volného kyslíku, tak i v mi-
kroaerofilním prostředí s 5 % volného objemu kyslíku.

MATERIÁL A METODY
Stanovení produkce endotoxinů bylo provedeno u bak-
terií ze skupiny BAFR group (B. fragilis, B. thetaiotaomicron,  
B. distasonis, B. vulgatus) izolovaných z klinického materiálu 
pacientů se 4 rakovinnými diagnózami (karcinom rekta, 
esovitého tračníku, tlustého a tenkého střeva) a porovná-
no se vzorky pacientů se třemi nerakovinnými, zánětlivý-
mi afekcemi (anální absces, appendicitida, absces kůže). 
Ve všech odebraných vzorcích bylo paralelně vyšetřeno 
5 kmenů každého izolovaného druhu bakteroidů (cel-
kem 140 kmenů BAFR) po jejich kultivaci v anaerobním 
a mikroaerofilním prostředí. Testované kmeny B. fragilis,  
B. thetaiotaomicron a B. distasonis produkovaly katalázu. Kmeny 
Bacteroides vulgatus katalázu neprodukovaly. Kmeny bakterií 
ze skupiny Bacteroides fragilis group pocházely ze spádové 
oblasti Zdravotního ústavu se sídlem v Ostravě (regio-
ny Moravskoslezského kraje) a z nemocničních oddělení 
Litomyšlské nemocnice, a.s. (Litomyšl, Polička, Svitavy).

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 (F1.269 = 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 

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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Izoláty
Klinický materiál byl očkován klasickým postupem na po-
vrch pevného Wilkins-Chalgrenova kultivačního média 
(Oxoid CM 619) a následně rozočkován křížovým roztě-
rem. Do hlavní očkovací čáry byly nakladeny disky sy-
cené neomycinem (koncentrace 50 µg/ml) a nalidixinem 
(koncentrace 30 µg/ml) kvůli odstínění nežádoucí aerobní 
mikrobioty. Kultivace probíhala v anaerobní atmosféře 
(80 % dusíku, 10 % vodíku a 10 % oxidu uhličitého) v an-
aerobní stanici MACS 1000 (Don Whitley Scientific, Ltd., 
VB) a Bactron II. (Shel Lab, Sheldon Manufacturing, Inc.
USA) a v mikroaerofilní atmosféře (5 % kyslíku, 75 % du-
síku, 10 % vodíku a 10 % oxidu uhličitého) v soupravách 
CAMPY-kult (Mirako, ČR) po dobu 48 hodin při teplotě 
36,5 °C. K  určení izolovaných anaerobních bakterií ze 
skupiny BAFR group byly použity identifikační soupravy 
ANAEROtest 23 (Pliva-Lachema, ČR) a soupravy API 20 A  
(bioMérieux, Francie).

Stanovení produkce endotoxinů 
Tvorba endotoxinů byla prokazována kvantitativně po-
mocí gelové metody Pyrosate LAL testu se zakompono-
vaným blokátorem glukanů (tzv. Glucashield) u kmenů 
bakteroidů ze skupiny BAFR group kultivovaných v anae-
robním a  v  mikroaerofilním prostředí [9]. Množství 
endotoxinu bylo detekováno v EU/ml – Endotoxin Units.

Statistické zpracování
Data obsahu množství endotoxinu byla analyzována 
zobecněným lineárním modelem (GLM). Jelikož se roz-
ptyl zvětšoval s průměrem, místo normálního rozložení 
bylo použito gamma rozložení. Maximální model, jenž 
obsahoval interakci dvou kategorických proměnných 
(diagnóza a druh bakterie), byl postupně zjednodušován. 
Pro porovnání byl použit F-test. Rozdíly mezi kategoriemi 
v minimálním modelu byly testovány post hoc použitím 
t-testu [3]. Analýza dat byla provedena v  prostředí R  
(R Development Core Team) [20]. Data byla analyzována 
zobecněným lineárním modelem s gamma rozložením, 
jelikož se rozptyl zvětšoval se střední hodnotou. Lineární 
prediktor zahrnoval trojnou interakci mezi diagnózou, 
bakteroidem a kultivací. Maximální model byl zjednodu-
šen odstraněním nevýznamných komponent (konkrétně 
trojné interakce a dvojných interakcí kultivace s ostat-
ními faktory) a  sloučením podobných úrovní faktoru 
diagnóza. Porovnání mezi úrovněmi sledovaných faktorů 
byla uskutečněna pomocí kontrastů. Kvalita výsledného 
modelu byla prověřena použitím diagnostických nástro-
jů. Analýza dat byla provedena v prostředí R [20].

VÝSLEDKY A DISKUSE
Výsledky stanovení produkce endotoxinů u  bakterií 
BAFR group pomocí gelové metody Pyrosate jsou uvede-
ny v tabulkách 1–4. Ukázalo se, že vliv trojné interakce 
(KULTIVACE:BAKTEROID:DIAGNÓZA) a dvou dvojných 
(KULTIVACE:BAKTEROID a KULTIVACE:DIAGNÓZA) ne-
byl významný. Produkce endotoxinu tak byla významně 
ovlivněna kultivací (GLM, F1,269 = 160, p < 0,0001) a dru-
hem bakteroidu v interakci s diagnózou (GLM, F18,251 = 3,4,  
p < 0,0001, graf 1). Pokud jde o typ kultivace, byla pro-
dukce endotoxinu 2,5krát vyšší v mikroaerofilních (v prů-
měru 889,1 EU/ml) než v  anaerobních (358,2 EU/ml) 
podmínkách, nezávisle na druhu bakteroida a diagnóze. 

Pokud jde o  vliv diagnózy, byla produkce endotoxinu 
podobná pro všechny bakteroidy u diagnóz Ca rektum 
a Ca tlusté střevo (kontrast, p > 0,5). Podobná produkce 
byla zjištěna u všech bakteroidů s diagnózami Ca tenké 
střevo a Ca esovitý tračník (kontrast, p > 0,5). Tyto dvě 
skupiny (rektum + tlusté střevo versus tenké střevo + 
tračník) se mezi sebou významně nelišily (kontrast,  
p = 0,15). U všech karcinogenních diagnóz byla produkce 
endotoxinu významně vyšší než u nekarcinogenních dia-
gnóz (kontrasty, p < 0,00). Mezi třemi nekarcinogenními 
diagnózami byl významný rozdíl v produkci endotoxinu 
čtyř bakteroidů (kontrasty, p < 0,0001): nejvyšší produkce 
napříč všemi bakteroidy byla u nekarcinogenních dia-
gnóz u kmenů izolovaných z abscesů řiti.
Pokud jde o bakteroidy, jejich produkce endotoxinu byla 
významně odlišná pro všechny diagnózy (kontrasty,  
p < 0,0001). Nejvyšší produkci v průměru napříč všemi 
diagnózami měl B. fragilis, pak B. distasonis, B. thetaiotao-
micron a nejmenší B. vulgatus.

Tabulka 1. Produkce endotoxinů u bakterií BAFR group 
izolovaných ze vzorků od nemocných s diagnózou karcinomů 
kultivovaných za anaerobních podmínek, 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

Diagnóza 
Bakteroid

n
Endotoxin (EU/ml)

rozmezí průměr

Ca recta

BAFR 5 256–1088 921

BATH 5 256–512 409

BADI 5 128–768 461

BAVU 5 512–1024 345

Ca tlustého střeva

BAFR 5 768–1024 947

BATH 5 128–1024 640

BADI 5 128–1024 588

BAVU 5 256–512 409

Ca tenkého střeva

BAFR 5 768–1024 691

BATH 5 64–1024 525

BADI 5 64–512 294

BAVU 5 64–512 358

Ca esovitého tračníku

BAFR 5 512–1024 845

BATH 5 256–768 563

BADI 5 256–512 461

BAVU 5 768–1024 217

Vysvětlivky: 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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Produkce endotoxinů u  bakterií BAFR group zjištěné 
pomocí LAL testu svědčí o tom, že bakterie BAFR group 
izolované z rakovinných diagnóz by mohly sehrávat dů-
ležitou roli při vzniku a rozvoji rakovinných onemocnění 
tenkého a  tlustého střeva u  lidí [10]. Česká republika 
zaujímá vedoucí postavení ve světových statistikách 
incidence rakovinných onemocnění tenkého a tlustého 
střeva. Jen kolorektálním karcinomem (KRCA) je v ČR 
ročně postiženo kolem 8 000 osob a asi 5 000 osob na tuto 
chorobu umírá [20].
Řada autorů poukázala na skutečnost, že vrozená imu-
nitní odpověď, zprostředkovávaná vazbou bílkovinných 
receptorů typu LBP na endotoxiny střevních bakterií, 
vede nejenom k eliminaci patogenních účinků mikro-
organismů přítomných ve střevě, ale také se výrazným 
způsobem může podílet na rozvoji maligních onemocně-
ní gastrointestinálního traktu [15, 18]. Během těžkých 
chronických infekcí, jakými jsou chronické gastroente-
ritidy vyvolávané helikobaktery v žaludku, idiopatická 
zánětlivá onemocnění střevní sliznice a tvorba abscesů, 
se mohou reparační procesy hojení zvrhnout v rakovinné 
bujení. Takovým způsobem se může vrozená obrany
schopnost imunitního systému, LBP a TLR4 bílkovinné 
receptory a  jimi zprostředkované signální dráhy vý-
znamným způsobem podílet na progresi rakovinných 
onemocnění střevní sliznice tenkého a tlustého střeva. 

Spojovacím článkem mezi vrozenou imunitní reakcí 
zprostředkovávanou TLR4 proteiny a maligními procesy 
gastrointestinálního traktu může být aktivace nukleár-
ního faktoru – kappa B a cyklooxygenázy-2 [2, 5].
Celou polovinu veškeré mikrobioty v  tlustém střevě 
zastupují anaerobní gramnegativní bakterie, převáž-
ně bakterie ze skupiny BAFR group [9]. Výsledky práce 
autorů, zabývajících se možným podílem bakterií ze 
skupiny BAFR group na vzniku a progresi anaerobních 
infekcí ve střevě a jejich vlivem na rozvoj nádorových 
onemocnění tenkého a tlustého střeva, svědčí o tom, 
že dominantní úlohu hrají v tomto procesu především 
kmeny Bacteroides fragilis [10, 19]. Jejich práce svědčí 
o tom, že kmeny Bacteroides fragilis, tedy kmeny s velkou 
produkcí lipopolysacharidu, adherují mnohem lépe ke 
slizničnímu epitelu střeva než neopouzdřené kmeny 
Bacteroides fragilis a také ostatní druhy bakteroidů z této 
skupiny bakterií. Naprostá převaha kmenů ze skupiny 
BAFR group, izolovaných ze všech druhů klinických 
materiálů, zejména u  maligních onemocnění, tento 
předpoklad potvrdila [10, 19].
Naše výzkumy potvrdily výsledky prací mnoha autorů, 
poukazující na závislost mezi přítomností anaerobních 
bakterií ze skupiny BAFR group a vznikem a případnou 
progresí rakovinných onemocnění tenkého a  tlustého 
střeva u  lidí. Bakteroidy ze skupiny BAFR group, izo-

Tabulka 2. Produkce endotoxinů u bakterií BAFR group 
izolovaných ze vzorků od pacientů s diagnózou zánětlivých 
afekcí kultivovaných za anaerobních podmínek, metoda Pyrosate
Table 2. Endotoxin production by bacterial strains of the BAFR 
group, isolated from clinical specimens of patients diagnosed 
with inflammatory, under anaerobic culture conditions, Pyrosate 
LAL assay

Diagnóza 
Bakteroid

n
Endotoxin (EU/ml)

rozmezí průměr

Kožní absces

BAFR 5 32–128 58

BATH 5 32–64 45

BADI 5 32–256 79

BAVU 5 64–128 77

Akututní apendicitida

BAFR 5 128–256 154

BATH 5 32–64 39

BADI 5 128–256 179

BAVU 5 32–64 58

Absces řiti

BAFR 5 256–512 320

BATH 5 64–128 83

BADI 5 128–256 160

BAVU 5 256–512 134

Vysvětlivky: 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

Graf 1. Porovnání průměrné produkce endotoxinu u čtyř bakte-
roidů a 7 diagnóz, metoda Pyrosate

Fig. 1. Comparison of average endotoxin production by four 
Bacteroides species isolated from seven conditions, Pyrosate 
LAL assay
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lované z rakovinných diagnóz, produkovaly statisticky 
významně větší množství endotoxinu než tytéž bak-
teroidy, izolované z  nerakovinných diagnóz. Jakkoli 
je tento předpoklad překvapivý a  zároveň i  odvážný, 
je podmíněn a  podložen celou řadou dalších faktorů. 
Bakterie ze skupiny BAFR group jsou bakteriemi hni-
lobného rozkladu. Způsobují rozklad bílkovin za vzniku 
četných meziproduktů, převážně histaminového typu 
(aminy, putresciny, kadaveriny). Již dříve byla prokázána 
korelace mezi výskytem těchto bakterií u pacientů pre-
ferujících masitou stravu a rakovinným onemocněním 
tenkého a především tlustého střeva a konečníku [19, 25]. 
Přítomnost těchto bakterií v tenkém i v tlustém střevě 
je podmíněna konzumací převážně masité stravy. Čím 
více masité stravy je konzumováno, tím více anaerobních 
bakterií bakterií ze skupiny BAFR group se podílí na 
jejím rozkladu. Tím také dramaticky stoupá množství 
endotoxinů, které svými antigenními a popř. i karcino-
genními účinky mohou vyvolávat nejenom abscesy, ale 
i karcinomy, popř. urychlovat jejich růst [10].

Na druhé straně je nutné konstatovat, že samotné en-
dotoxiny anaerobních bakterií ze skupiny BAFR group 
pravděpodobně nejsou samotnými primárními vyvola-
vateli rakoviny tlustého a tenkého střeva u lidí. Svou roli 
při tom sehrává také pravděpodobně i celá řada exotoxinů 
produkovaných kmeny bakteroidů. Z nich především 
enterotoxiny mohou mít případný vliv na progresi ko-
lorektálního karcinomu [24, 26, 27]. Je třeba mít také na 
paměti, že lipopolysacharidy vyvolávají buď přímo, nebo 
zprostředkovaně nekrózu tumorů [28]. To je ale pravdě-
podobně jen jejich sekundární účinek. Rostoucí nádor, 
zvláště ve střevě, potřebuje pro svůj růst značné množství 
živin, kterých je ve střevě dostatek. Velká koncentrace 
živin, zvláště bílkovinné povahy, znamená také přítom-
nost velkého množství bakteroidů ze skupiny BAFR group, 
které se intenzivně množí a produkují velké množství 
endotoxinu a svými výraznými antigenními a unikátními 
biologickými účinky, které nebyly prokázány u  jiných 
patogenních bakterií, se podílejí na dalším výrazném 
oslabení rakovinou již zdecimovaného imunitního sys-
tému pacienta, a sehrávají tak významnou roli v progresi 
těchto již probíhajících rakovinných onemocnění u lidí.
Velice významnou skutečností, ovlivňující růst, přeží-
vání a  také patogenitu bakteroidů v  lidském tlustém 
střevě, je jejich aerotolerance. Bakterie ze skupiny BAFR 
group a  i  jiné druhy bakteroidů mají schopnost růstu 
v mikroaerofilním, až téměř aerobním prostředí. Z to-

Tabulka 4. Produkce endotoxinů u bakterií BAFR group 
izolovaných ze vzorků od pacientů s diagnózou zánětlivých afekcí 
kultivovaných za mikroaerofilních podmínek, 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

Diagnóza 
Bakteroid

n
Endotoxin (EU/ml)

rozmezí průměr

Kožní absces

BAFR 5 32–512 160

BATH 5 64–256 128

BADI 5 128–512 256

BAVU 5 128–512 204

Akututní apendicitida

BAFR 5 128–512 332

BATH 5 32–128 64

BADI 5 128–512 307

BAVU 5 64–256 179

Absces řiti

BAFR 5 256–1024 870

BATH 5 64–256 217

BADI 5 128–1024 588

BAVU 5 64–1024 524

Vysvětlivky: 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

Tabulka 3.  Produkce endotoxinů u bakterií BAFR group 
izolovaných ze vzorků od nemocných s diagnózou karcinomů 
kultivovaných za mikroaerofilních podmínek, metoda Pyrosate
Table 3. 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

Diagnóza 
Bakteroid

n
Endotoxin (EU/ml)

rozmezí průměr

Ca recta

BAFR 5 1024–4096 2443

BATH 5 512–2048 1126

BADI 5 512–1024 870

BAVU 5 512–1024 614

Ca tlustého střeva

BAFR 5 1024–4096 3072

BATH 5 512–2048 1740

BADI 5 512–4096 1433

BAVU 5 256–1024 716

Ca tenkého střeva

BAFR 5 512–2048 1536

BATH 5 256–2048 1075

BADI 5 256–4096 1485

BAVU 5 256–2048 716

Ca esovitého tračníku

BAFR 5 512–2048 1126

BATH 5 256–2048 1049

BADI 5 256–2048 1075

BAVU 5 256–1024 768

Vysvětlivky: 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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hoto důvodu by mělo být revidováno jejich zařazení 
mezi striktní anaeroby [30]. Aerotolerance bakteroidů 
sehrává taktéž velice významnou roli při vzniku in-
traabdominálních abscesů. Intraabdominální abscesy 
vznikají v peritoneální dutině jako reakce na přítomnost 
bakterií po perforaci střeva. Jedná se převážně o  poly-
mikrobiální infekce, které vyvolává multifaktoriální 
odpověď hostitelského makroorganismu. Jsou aktivovány 
makrofágy, které produkují oxid dusný a další kyslíkaté 
radikály patřící do systému ROS [14]. Predominantní 
roli v  těchto infekcích sehrávají bakterie ze skupiny 
BAFR group a  hlavně jejich kapsulární polysacharidy, 
vyvolávající intraabdominální abscesy. Tato skutečnost 
je umožněna rezistencí těchto bakterií na oxidativní 
stres a  taktéž jejich aerotolerancí. Je to zřejmé z  toho 
důvodu, že stejně jako v tlustém střevě, ve kterém tato 
bakterie tvoří více než 50 % všech bakterií, tak i v peri-
toneální dutině je relativně dostatek kyslíku. V  in vitro 
prováděných studiích bylo na základě studia specifických 
bílkovin produkovaných těmito bakteriemi zjištěno, že 
mobilizace antioxidativních mechanismů na oxidační 
stres umožňuje těmto bakteriím přežití. Analýza pro-
duktů exprese genů, odpovědných za tyto schopnosti, 
svědčí o  tom, že se jedná o  rychlou akutní odpověď, 
která eliminuje primární účinek kyslíkatých radikálů. 
Tyto studie taktéž ukazují, že to je nezbytné pro vznik 
krátkodobé i  dlouhodobé rezistence vůči oxidačnímu 
stresu [31]. Transkripční faktor OxyR zprostředkovává 
tuto odpověď prostřednictvím tvorby několika detoxi-
fikačně ochranných enzymů, které eliminují oxidační 
aktivitu kyslíkatých radikálů [30]. Tato včasná odpověď 
je nezbytná pro přežití těchto bakterií v  situaci in vivo  
a  pro vytváření intraabdominálních abscesů. Jestliže  
je OxyR regulon u těchto bakterií vypnut a nekontrolu-
je oxidační stres, jeho funkci často „přebírá“ celá řada 
enzymatických systémů zajišťujících tzv. metabolickou 
odpověď na oxidační stres. Tyto specifické enzymy mo-
hou velice účinně podporovat a zajišťovat redukční an-
tioxidační účinek na kyslíkaté radikály a taktéž zajišťují 
dodatečnou energetickou kapacitu pro vznik této formy 
rezistence na oxidační stres. Základním předpokladem 
pro tuto formu metabolické eliminace kyslíkatých ra-
dikálů je represe genů, odpovědných za translaci a bio-
syntézu, která je v korelaci s okamžitou redukcí růstové 
rychlosti [30].
Aerotolerance a rezistence na oxidační stres, stejně jako 
schopnost tvorby abscesů, jsou fyziologickou adaptací 
bakterií ze skupiny BAFR group na jimi obývané, přede-
vším mikroaerofilní niky, a podporuje jejich šance na 
přežití v mimostřevním prostředí, eventuálně v distální 
části tlustého střeva. Bakterie ze skupiny BAFR group 
mohou po penetraci tlustého střeva migrovat do intraab-
dominálního prostoru. Schopnost kolonizovat tento pro-
stor je umožněna díky vysoce efektivní odpovědi těchto 
bakterií na oxidační stres. Velice důležitou roli sehrávají 
v  tomto procesu thioly – thioredoxiny. Ty jsou důleži-
té pro celou řadu buněčných procesů katalyzovaných 
širokou škálou enzymů a  kódovaných antioxidačními 
thioredoxinovými geny trxA-trxG. Stejnou funkci plní 
vysoce účinná thioredoxin trxB reduktáza. Pro bakterie 
ze skupiny BAFR group sehrávají důležitou roli přede-
vším trxA thioredoxinové geny, které jsou kontinuálně 
produkovány ve velkém množství bez ohledu na oxidační 
stres [22].

Aerotolerance výrazným způsobem přispívá k virulenci 
bakteroidů; umožňuje jim také přežívat s relativně vy-
sokou koncentrací kyslíku mimo tradiční, bezkyslíkaté 
niky, jakým je např. tenké střevo. Bakterie ze skupiny 
BAFR group vyvinuly komplexní odpověď na oxidační 
stres, včetně produkce katalázy, která vede k expresi více 
než 28 bílkovinných enzymů jako odpověď na přítomnost 
kyslíku a  peroxidu vodíku. Větina genů podmiňují-
cích tuto expresi je regulována prostřednictvím LysR 
transkripčního OxyR regulátoru. Důležitou roli v tomto 
mechanismu sehrává na DNA bakteroidů se vázající Dps 
protein, který zajištuje jak na OxyR závislou, tak i na 
OxyR nezávislou regulaci oxidačního stresu [6]. U většiny 
aerobních druhů bakterií chrání DNA právě Dps proteiny 
před oxidačními účinky kyslíkatých radikálů.
Výsledky produkce endotoxinů produkovaných těmito 
bakteriemi svědčí také o tom, že produkce endotoxinů 
u těchto bakterií kultivovaných v mikroaerofilním pro-
středí byla mnohonásobně vyšší než v případě produkce 
týchž bakterií kultivovaných v přísně anaerobním pro-
středí. Tyto rozdíly v produkci endotoxinů byly statisticky 
významné (F1,269 = 160, p < 0,0001). Produkce endotoxinu 
byla 2,5krát vyšší po kultivaci v mikroaerofilních (v prů-
měru 889, 1 EU/ml) než v  anaerobních (358, 2 EU/ml) 
podmínkách, nezávisle na druhu bakteroida a diagnóze. 
Tyto výsledky svědčí o tom, že množství volného objemu 
kyslíku v  kultivačním prostředí má vliv na množství 
vytvářeného endotoxinu.
Významnou roli při produkci endotoxinů v kyslíkatém 
prostředí sehrávají enzymy vyznačující se katalytickými 
účinky. Dominantní roli zde pravděpodobně sehrává 
enzym kataláza. Výmluvně o  tom svědčí skutečnost, 
že produkce endotoxinů u bakteroidů Bacteroides vulgatus 
neprodukujících katalázu [10] byla v  průměru 3,5krát 
menší než produkce týchž kmenů Bacteroides vulgatus pro-
dukujících katalázu.

ZÁVĚR
Výsledky produkce endotoxinů produkovaných těmi-
to bakteriemi svědčí o  tom, že produkce endotoxinů 
u  těchto bakterií kultivovaných v  mikroaerofilním 
prostředí byla několikrát vyšší než v případě produkce 
u bakterií kultivovaných v přísně anaerobním prostře-
dí. Tyto rozdíly v produkci endotoxinů byly statistic-
ky významné (F1,269 = 160, p < 0,0001). Pokud se týká 
vlivu kyslíku na produkci endotoxinů, tak produkce 
endotoxinu byla 2,5krát vyšší po kultivaci bakteroidů 
v mikroaerofilních (v průměru 889,1 EU/ml) než v anae-
robních (358,2 EU/ml) podmínkách, nezávisle na druhu 
bakteroidu a diagnóze. Tyto výsledky svědčí o tom, že 
množství volného objemu kyslíku v prostředí má s nej-
větší pravděpodobností vliv na množství vytvářeného 
endotoxinu.
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