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ABSTRAKT

Respiracni trakt predstavuje slozity organovy systém, ktery je zodpovédny predevsim
za vyménu kysliku a oxidu uhli¢itého s okolnim prostfedim. Je obyvan fadou specifickych
spolecenstvi bakterii, které mohou byt zapojeny Vv udrZzovani homeostazy fyziologie dychani a
imunity. Dokonce plice, které¢ dfive byly povazovany za zcela sterilni, jsou neustéle
vystavovany riznym mikroorganismiim z orofaryngu a jinych oblasti respiracniho traktu, a
jsou tedy rovnéz mikroby kolonizovany. Hustota plicni mikrobioty je vSak mensi oproti napf.
stfevni mikroflofe, protoze maly pocet bakterii zda se byt rozhodujicim faktorem v udrzovani
dobrého zdravi jedince. Soucasné je vyvoj mikrobialnich komunit hornich a dolnich cest
dychacich podrobné studovan, s cilem zjistit, jak tahle mikrobiota ovliviiuje zdravi dychacich
cest a pisobenim kterych faktorG dochazi k jejim zménam, které pak Vv krajnim piipadé
mohou vyustit v infekci. Tato bakalaiska prace popisuje hlavni charakteristiky mikrobioty
dychacich cest a jeji funk¢ni dopad na fyziologii a zdravi respira¢niho traktu. Déle srovnava
vysledky kultivace a identifikované mikrobidlni druhy z dutiny ustni, stiev a dolnich cest

dychacich.
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SUMMARY

The respiratory tract is a complex organ system that is primarily responsible for the
exchange of oxygen and carbon dioxide with the environment. It is inhabited by a number of
specific communities of bacteria that may be involved in maintaining the homeostasis of
respiratory physiology and immunity. Even the lungs, which were previously considered to be
completely sterile, are constantly exposed to various microorganisms from the oropharynx
and other areas of the respiratory tract and are therefore also colonized by microbes.
However, the density of the lung microbiota is lower compared to, for example, the intestinal
microflora, because a small number of bacteria seems to be a decisive factor in maintaining
the good health of an individual. At the same time the development of microbial communities
of the upper and lower respiratory tract is studied in detail in order to find out how this
microbiota affects the health of the respiratory tract and by which factors its changes occur,
which in extreme cases can result in infection. This bachelor thesis describes the main
characteristics of airway microbiota and its functional impact on the physiology and health of
the respiratory tract. It also compares the results of cultivation and the identified microbial

species from the oral cavity, intestines and lower respiratory tract.
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1 UVOD

Horni a dolni cesty dychaci jsou kolonizovany fadou mikroorganismii, slozeni
mikroflory se vyviji ve vztahu k nejriznéjSim faktorim, jako jsou dostupnost zivin,
hormonalni pisobeni, antibiotika ¢i teplota a pH prostfedi. Mikrobiom respiracniho traktu
zahrnuje 1 organismy, kteii jsou potencialnimi patogeny a ptivodci infekci dychacich cest.
Rizika vzniku akutnich a chronickych infekci dychacich cest jsou nejcastéjSimi davody
zavadéni antimikrobialni 1écby V primarni péci v nemocnicich a jinych zdravotnickych
zatizenich z diivodu snadného ptenosu mikrobti vzduchem. Mnohdy 1é¢bu bakterialnich
infekci komplikuje rezistence bakterii vii¢i antibiotiklim jako reakce na silny selektivni tlak,
ktery vznikd v disledku nadmérného pouzivani téchto latek, ne jenom jako léciv, ale také
napiiklad v krmivech pro hospodaiska zvirata. Pro klinickou diagnostiku je zjistovani
pritomnosti patogennich mikroorganismti v dychacich cestach velmi dualezité. Kvantitativni
analyzy pro identifikaci bakterii byly ¢asto nakladné a asové naro¢né, navic vzdy neptinéasely
pfesné vysledky. Srozvojem novych technologii se v soucasnosti pro stanoveni
mikroorganismi na zakladé molekulovych hmotnosti vyuzivd hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF MS. Jedna se o vysoce piesnou metodu, aplikovatelnou pro Siroké spektrum
mikroorganismi a mnohem rychlejsi ve srovnani s klasickymi metodami. MALDI-TOF MS
nam umoziuje rozliit nejen bakterie ¢i jiné organismy jako jsou kvasinky a vlaknité
mikromycety na kmenové, rodové i druhové tUrovni, ale také piimo detekovat nékteré
mechanismy antibiotické rezistence bakterii. Kolonizace dychacich cest hraje klicovou roli pfi
vzniku plicnich infekci zejména u pacientl s rakovinou plic, ovliviiuje terapeutické postupy a
pravdépodobné i vyvoj nemoci. Proto jsou studie, s cilem této mikrobioté a jeji epidomiologii

1épe porozumét, nezbytné pro zavedeni efektivni individudlni 1€¢by.



2 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace je zpracovani literarniho piehledu mikrobioty dychacich

cest a diskuse na otazku fyziologické kolonizace dolnich cest dychacich.

V praktické ¢asti je cilem srovnani vysledku kultivace tekutiny z BAL s mikrobiotou
dutiny ustni a stiev, identifikace mikrobialnich druhii dolnich dychacich cest, kter¢ mohou
pochazet z dutiny ustni, pfipadn€¢ z traviciho traktu a pokusit se zhodnotit piipadny
koloniza¢ni potencial jednotlivych druhti ve vztahu k DCD. Posoudit, zda jsou nékteré druhy
v mikrobioté¢ dutiny ustni nebo DCD typicky detekovany spole¢né. Nakonec korelovat
kultiva¢ni detekci kvasinky Candida albicans v duting tstni a v DCD s hladinou sérovych

protilatek.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Horni a dolni cesty dychaci

Respiracni systém se sklada ze dvou casti, kterymi jsou horni a dolni cesty dychaci.
Horni cesty dychaci zahrnuji nos (nasus), dutinu tstni (cavum oris) a hltan (pharynx) véetné
sttedniho ucha (auris media) a Eustachovy (sluchové) trubice (tuba pharyngotympanica),
ktera spojuje nosohltan (nasopharynx) se stiednim uchem, jehoz je také soucasti a umoznuje
vyrovnavat tlak na obou stranach bubinku. V ramci tohoto systému jsou dilezité pfitomné
kanaly, které vybihaji z dutin a slznych aparati (apparatus lacrimalis) a odvadégji slzy do
dutiny nosni, podobn¢ jako sluchova trubice, ktera ale odvadi hlen ze stiedniho ucha do horni
¢asti hrdla. Zasadni roli zde hraje chrupavcita ptiklopka hrtanova (epiglottis), ktera pfi
spolknuti potravy nebo tekutiny se uzavie, diky ¢emu potrava putuje do jicnu a nedochézi
k jejimu vdechnuti. Dolni cesty dychaci zahrnuji hrtan (larynx), prudusnice (trachea),
prudusky (bronchus) a plicni sklipky (alveolus). Plicni sklipky jsou vzdusné vacky, které tvofii
plicni tkan; predstavuji zakladni funkéni jednotku plic (pulmo), v nichz kyslik (O;) a oxid
uhlic¢ity (CO3) je vyménovan mezi plicemi a krvi, ¢imZ dochézi k vlastnimu procesu dychani

(Tortora et al., 2007).

3.2 Obranné mechanismy dychaciho systému

Existuje fada obrannych mechanismi, kterymi se snaZi organismus branit pied
patogeny. Epitel sliznice dychacich cest je fasinkovy a zachycuje prachové Céstice a
mikroorganismy z ovzdusi ve vrstvé hlenu, ktery je pomoci fasinek a jejich koordinovanym
kmitavym pohybem posouvan smérem k ustni ¢asti hltanu (orofaryngu), kde je nasledné
vykaslavan nebo polykan. Tento proces se oznacuje jako mukocilidrni transport hlenu.
Rasinkovy epitel tvofi az 2/3 povrchu respiraéniho traktu, najdeme ho v dutind nosni,
nosohltanu, hrtanu ale i v pridusinkach. Rasinkové buiiky jsou v té&chto regionech
nejpocetnéjsi, kazda nese na svém apikalnim povrchu velky pocet pohyblivych cilii. Nedilnou
soucasti epitelu dychacich cest jsou poharkové buiky, které produkuji a uvoliiuji na svij
povrch mucin a podileji se tak na tvorbé hlenu. Jestlize se mikroorganismy a jiné slozky ze
vzduchu dostanou do plic, pfitomné fagocytujici alveolarni makrofagy (téz prasné bunky nebo
mén¢ obvyklé oznaCeni koniofagy), které se mohou vyskytovat jak mezi pneumocyty
(plicnimi bunkami), tak i voln¢€ uvnitf alveol, zajistuji pohlceni vdechnutych ¢astic ¢i jinych
drobnych necistot. V nekterych sekretech, jako jsou sliny nebo hlen, ktery mechanicky
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zabrafuje piistup bakteriim ke sliznicim, jsou pfitomné i protilatky tfidy IgA (téZ oznaCovany
jako slizni¢ni protilatky, protoze jsou produkovany B-lymfocyty nachézejicimi se ve
slizni¢nich vrstvach), které pomahaji chranit slizni¢ni povrchy respira¢niho systému pied
mnoha patogeny (Liillmann-Rauch, 2012; Tortora et al., 2007; Wilson, 2005). Ackoliv
organismus disponuje témito nékolika mechanismy na obranu viic¢i mikroorganismium, ktefi

zpusobuji infekce dychacich cest, ne vzdy se podafi tomuto zabranit.

3.3 Mikrobiota dychacich cest

Horni cesty dychaci jsou kolonizovany fadou mikrobi, kteti dutinou nosni nebo tstni
ptimo vstupuji ze vzduchu do respira¢niho traktu. Dokonce v plicich, které jesté nedavno byly
povazovany za zcela sterilni, koexistuje fada mikroorganismi. Slozeni mikroflory je velmi
variabilni, sliznice dychaciho traktu jsou osidleny bakteriemi pfedevSim z ovzdusi a zavisi
také na dostupnosti zivin v sekretech. Makromolekuly jako jsou proteiny, glykoproteiny,
lipidy ¢i1 nukleové kyseliny pifitomné v sekretech mohou byt cinnosti nékterych
mikroorganismu pfevedeny pomoci jejich riznych enzymt (napi. protedzami, glykosidazami,
lipazami apod.) na sacharidy, aminokyseliny a mastné kyseliny, které pak vyuzivaji jako
zdroje energie. Jednotlivé regiony respiracniho traktu jsou osidleny Sirokou Skalou mikrobd.
(Wilson, 2005). Nasledujici text pojednava jen o nékterych rodech a zastupcich mikrobioty
dychacich cest.

3.3.1 Rod Neisseria

Jedna se o aerobni, nepohyblivé, Gram-negativni diplokoky, které nevytvareji spory.
Mohou rist v rozmezi teplot od 22-40 °C, ideélni teploty jsou kolem 35-38 °C. Krom¢ druht
Neisseria meningitidis a Neisseria gonorrhoea, které jsou patogenni, jsou zbyli ¢lenové rodu
nenaro¢ni na vyzivu. Oba patogenni druhy jsou kultivacné naro¢né, vyzaduji komplexni
kultiva¢ni ptidy s obsahem nativnich bilkovin, vlhké prostiedi a zvySenou koncentraci CO;.
Vsechny druhy rodu Neisseria jsou pozitivni jak na katalazu, tak i na oxidazu, oxiduji
karbohydraty na kyseliny. Jednotlivé druhy lze identifikovat podle cukrii, které jsou schopné
prevést na kyseliny; nepatogenni neisserie obvykle $té€pi vic rtznych sacharidi, patogenni
Neisseria meningitidis stepi glukdzu a maltozu, zatimco Neisseria gonorrhoea tvoii kyselinu
jen z glukozy (Tang et al., 2015; Votava, 2003; Wilson, 2005).



Neisseria meningitidis, také znama jako meningokok, se muze vyskytovat na
sliznicich nosohltanu i u zdravych jedincii. Existuje tfindct séroskupin (oznacovanych A, B,
C, D, atd.), které jsou rozezndvany na zaklad€ antigenity polysacharidovych kapsuli téchto
bakterii. Rada virulentnich faktort, kterymi bakterie disponuje, umoziiuje rozvratit obranné
systétmy hostitele a zpusobit jeho poskozeni. Mezi hlavni onemocnéni vyvolané
meningokokem patii meningitida a septikémie, dale mize byt zodpovédny za septickou
artritidu, zapal plic, perikarditidu, zanét spojivek ¢i zanét vedlejSich nosnich dutin. Pfenasi se
vyvolanou bakterii Neisseria meningitidis, se pohybuje v rozmezi 10-20 %. Vysoky podil
prezivsich trpi uréitym trvalym postizenim, jako je hluchota nebo mentalni retardace.
Penicilin je efektivni pro 1é¢bu tohoto onemocnéni, ale stale ¢astéji jsou izolovany kmeny
vykazujici rezistenci vici antibiotikiim. V prevenci onemocnéni je vSak vakcinace stale

dulezita (Rouphael et al., 2012; Wilson, 2005).

3.3.2 Rod Streptococcus

Streptokoky jsou nepohyblivé, Gram-pozitivni, sférické nebo ovalné koky, které se
obvykle vyskytuji v parech nebo fetézcich o rtizné délce. Vétsinou jsou to fakultativni
anaerobové, nicméné jsou zndmé 1 druhy striktné aerobni. Streptokokiim chybi enzym
kataldza, proto vykazuji negativni reakci na kataldzovy test. VSechny druhy jsou vyzivove
naro¢né, fermentuji sacharidy pteménou hlavné na laktat. Nékteré druhy vyzaduji pro svij
rist i vysoké hladiny CO; (5%). Optimalni teplota pro jejich rist je pfiblizné 37 °C, jsou ale
schopni rist 1 v teplotnim rozmezi 20-42 °C. Existuji 1 druhy, které snesou kyselé podminky
prostiedi a jsou schopné piezit 1 v tak nizkém pH jako 4,1. Podle star§iho klasifika¢niho
systému se streptokoky na zaklad¢ hemolytickych reakci na krevnim agaru déli na a-, -, a y-
hemolytické streptokoky. Alfa-hemolytické neboli viridujici streptokoky méni hemoglobin na
zeleny derivat verdoglobin, beta-hemolytické streptokoky zpusobuji poSkozeni membran
erytrocytl, coZ se projevuje projasnénim agaru kolem rostoucich kolonii a gama-hemolytické
streptokoky hemolyzu nevyvoldvaji. Pouzivani hemolytickych reakci pro klasifikaci
streptokokli neni zcela uspokojivé, protoze samotnd hemolyza je ovlivnéna tadou faktort,
jako druhem a stafim cervenych krvinek. Jinym zptsobem déleni streptokokd, tzv. rozdéleni
podle Lancefieldové, je na zakladé¢ pfitomnosti povrchovych antigeni (M-proteinu a
polysacharidu C) v bunéénych st€nach vétSiny bakterii. Taxonomie a genetické vztahy téchto

organismi jsou nadale zkoumany (Baron, 1996; Wilson, 2005).
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Streptococcus pyogenes patii do skupiny beta-hemolytickych streptokokti a A skupiny
podle Lancefieldové. Dokaze se vazat na mucin, ktery je jednou z hlavnich komponent
plicniho surfaktantu a to pomoci dvou proteinovych adhezintli, z nichz jeden je protein M.
Povrchovy antigen, M-protein, je hlavnim faktorem virulence tohoto streptokoka a kromé
toho, Ze umoznuje jeho adhezi na epitelialni bunky prostfednictvim kyseliny sialové, je
zodpovédny i za jeho odolnost vici fagocytoze. Mezi dalsi adheziny, které se mohou podilet
na adhezi streptokoki k epitelialnim bunkam, patii napt. kyselina lipoteichoova, protein F2,
SpeB nebo kyselina hyaluronova. Streptococcus pyogenes je zodpovédny za Sirokou Skalu
infekci, zejména zplsobuje hnisavé infekce hltanu a kize (pyogenes v doslovném piekladu
z feCtiny znamena ,,tvofici hnis*), a krom¢ adhezini ma ptsobivou fadu virulentnich faktort.
Naprtiklad hyaluronidaza $tépi kyselinu hyaluronovou v pojivovych tkanich na kyselinu
glukuronovou a N-acetylglukosamin, které mtizou bakterie pouzit jako zdroje energie, coz jim
napomaha §ifit se tkdnémi. Enzym streptokindza zase pfevadi plasminogen na plasmin, ktery
§tépi fibrin, ¢imz dochazi k fibrinolyze a umoziuje tak prunik bakterii do tkani. Nebo jiz
zminény SpeB (streptokokovy pyrogenni exotoxin B) Stépi hostitelské proteiny vcetné
protilatek a tadi se mezi tzv. superantigeny, kdyZ indukuje uvoliiovani pro-zanétlivych

cytokint a zprosttedkovava vazbu na laminin a integriny (Baron, 1996; Wilson, 2005).

Existuje fada infekci, které zptisobuje bakterie Streptococcus pyogenes. Faryngitida
neboli zanét hltanu, je nejcastéjsi infekci vyvolanou timto streptokokem. Pokud kmeny
produkuji jeden nebo vice pyrogennich exotoxinli (SpeA, SpeB, SpeC), infekce muze byt
doprovazena kozni vyraZkou a deskvamaci koZnich bun€k — stav, ktery je znamy pod pojmem
spala. Infekce postihuje predevsim déti ve véku 2-12 let, napada predev§im nosohltan a

zpisobuje Casto zanét mandli, ale mize se rozsifit do stfedniho ucha az k mozkovym plenam

(Sykes et al., 2020; Wilson, 2005).

Akutni revmatickd horecka je zivot ohroZujici zanétlivé onemocnéni postihujici srdce
a klouby. Je hlavni pfi¢inou srde¢nich onemocnéni u déti, néasleduje ptiblizné tfi tydny po
infekci hornich cest dychacich uréitymi kmeny Streptococcus pyogenes. Nemoc vznika
Vv disledku abnormalni imunitni reakce. Podobnost nékterych povrchovych molekul bakterii
S proteiny pfitomnymi v Srdecni a nervové tkani nebo synovidlni tekutiné kloubti ma za
nasledek kiizové reakce protilatek s proteiny hostitele, coz vede k zanétu (Binotto, 2002;
Wilson, 2005).

Streptokokovy syndrom toxického Soku (STSS — Streptococcal toxic shock syndrome)

je vyvolan systémovou imunitni odpovédi na superantigeny (pyrogenni exotoxiny A a C
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produkované nékterymi kmeny Streptococcus pyogenes), které aktivuji imunitni systém
pfimou vazbou na receptory T-lymfocytli bez ucasti antigen prezentujicich bun¢k. Postizené
osoby trpi vazodilataci, intravaskularni koagulaci, selhanim ledvin az multiorgdnovym
postizenim, zplsobenymi UVolnénim nadmérného mnozstvi prozanétlivych cytokina
z aktivovanych lymfocyti. Umrtnost na STSS je vysoka a pohybuje se v rozmezi 30-80 % u
dospélych, u déti je nizsi (Drapalova et al., 2017).

Streptococcus pneumoniae je alfa-hemolyticky streptokok, ktery se od ostatnich ¢lend
této skupiny 1isi svou citlivosti k ethylhydrokupreinu, neboli optochinu, a také tim, ze v jeho
bunécné stén¢ neni pfitomen polysacharid C. Koky obvykle tvofici pary, jsou uzavieny
Vv polysacharidové kapsuli, na zakladé¢ jejichz antigenicity rozliSujeme 90 sérotypu
Streptococcus pneumoniae. Streptokok je diky polysacharidovému pouzdru chranén pied
fagocytozou. Dilezitym adhezinem streptokoka, ktery mu napomahd pfilnout k epitelidlnim
buitkdm v nosohltanu, je cholin vazajici protein A. Mezi faktory virulence, kromé jiz
zminéného polysacharidového pouzdra a proteinu A patii také napt. pneumolysin, ktery je
toxicky pro fasinkové bunky bronchialniho epitelu, zptisobuje uvoliiovani pro-zanétlivych
cytokind, inhibuje proliferaci lymfocyti a tvorbu protilatek a indukuje apoptdzu neutrofild,
makrofagl ¢i nervovych bunék. Nebo sialidazy (neuroaminidazy), které $tépi zbytky kyseliny
sialové z mucinu a umoznuji bakteriim pfipojit Se na sliznici dychacich cest, ¢imz ptispivaji
k degradaci téchto komplexnich molekul a uvoliovani sacharidi a aminokyselin, které jsou
bakteriemi vyuZzivany jako zdroje energie. Dulezita je také IgA proteaza Stépici molekuly IgA
protilatek za uvolhovani jejich fragmentt, které jsou dale degradovany (Dion et al., 2020;
Wilson, 2005).

Streptococcus pneumoniae je lidsky patogen zodpoveédny za celou fadu onemocnéni,
vcetné pneumonie (zapalu plic), meningitidy, zadnétu sttedniho ucha nebo vedlejSich nosnich
dutin (Wilson, 2005).

Oba patogenni streptokoky lze od ostatnich odlisit pomoci bacitracinového C¢i
optochinového testu. Streptococcus pyogenes, ktery je citlivy na bacitracin, vytvari kolem
disku s bacitracinem kruhovou zonu inhibice, obdobn¢ Streptococcus pneumoniae, kultivovan

na krevnim agaru, neroste v okoli disku s optochinem.



3.3.3 Rod Haemophilus

Haemophilus je rod nepohyblivych, aerobnich, Gram-negativnich bakterii, které
nevytvareji spory. V zdvislosti na podminkéch prostfedi se vyskytuji v podobé kokobacilti
nebo vlaknitych tycek. Jejich rist je obecné podporovan zvySenymi hladinami oxidu
uhlic¢itého (5-10%) s optimalnim pH 7,6 a teplotou v rozmezi 35-37 °C, ptfi¢emz dokazou rist
I Vteplotnim rozsahu od 20 do 40 °C. Tyto bakterie jsou vyzivové narocné a pro jejich
kultivaci in vitro je nutna pfitomnost rstovych faktort — heminu (rastovy faktor X),
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD, rustovy faktor V) nebo obou latek. Fermentuji

sacharidy na kyselinu jantarovou, mléénou nebo octovou (Baron, 1996; Wilson, 2005).

Haemophilus influenzae je patogen respiraéniho systému. RozliSujeme sedm
zakladnich skupin, Sest z nich tvofi pouzdro a jsou dale rozdélovany na sérotypy a az f na
zaklad¢ struktury a antigenicity jejich kapsularnich polysacharidii. Nejznaméjsi z nich je
Haemophilus influenzae typu b (Hib), jehoz pouzdro obsahuje polysacharid
polyribosylribitolfosfat a ktery je zodpovédny za tfadu tézkych, invazivnich onemocnéni.
V koneéném dusledku muize vést k meningitidé, pneumonii, epiglotitidé, artritidé, zanétu
sttedniho ucha, vedlej$ich nosnich dutin, pridusek nebo spojivek. Sedmou skupinu tvofi ty,
které kapsuli nemaji, a proto jsou oznaCovany jako netypické nebo neopouzdiené (non-
typeable H. influenzae, NTHi). Mezi faktory virulence patii napi. LOS (lipooligosacharidy)
nebo transferin vdazajici proteiny. Lipooligosacharidy jsou cytotoxické pro tasinkové
epitelidlni buiiky a indukuji uvolilovani prozanétlivych cytokinii. Strukturou pfipominaji
lidské glykosfingolipidy, proto je hostitelsky obranny systém nerozeznava. Transferin vazajici
proteiny pomahaji bakteriim napadnout epitelialni bunky a prochazet tésnymi mezibunéénymi
spojenimi (tight junctions). Adheze k mucinu je dana piitomnosti P2 a P5 wvnéjsich
membranovych proteind, zatimco k epitelidlnim bunkam fimbriemi (Baron, 1996; Wilson,
2005).

3.3.4 Moraxella catarrhalis

Jednd se o aerobni, nepohyblivé, Gram-negativni koky casto se vyskytujici v parech
(diplokoky) a kazdy s primérem 0,5-1,5 pm. Optimalni teplota pro kultivaci na ¢okoladovém
nebo krevnim agaru je opét 37 °C, jsou vSak schopné rst i v teplotnim rozmezi 20-42 °C.
Vykazuji pozitivni kataldzovy i oxidazovy test, nicméné nejsou schopny stépit glukdézu nebo

jiné karbohydraty na kyseliny. Produkuji DNAsy, fosfolipazy a esterazy, z enzymi dale B-



laktamazu, ktera snizuje ucinnost nékterych antibiotik, jako jsou penicilin nebo cefamycin a je
tedy zodpovédnd za rezistenci bakterii vici témto antibiotikim. Ackoliv je Moraxella
catarrhalis soucasti flory hornich cest dychacich, za uritych podminek se stava Castym
puvodcem zanétu vedlejSich nosnich dutin nebo zanétu stfedniho ucha u déti, u dospélych lidi
pak zpisobuje infekce dolnich dychacich cest, které mohou vyustit v chronickou obstruk¢ni
plicni nemoc. Vzhledem K jeji podobnosti s druhy rodu Neisseria, byva casto ve vzorcich
ptehlizena (Goldstein et al., 2009; Wilson, 2005).

3.3.5 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (také nazyvan jako ,,zlaty stafylokok podle zlutého pigmentu,
ktery tvofi) se vyznacuje od ostatnich ¢lenti rodu Staphylococcus schopnosti produkovat
enzym koaguldzu. Je soucasti pfirozené lidské mikroflory na kiizi a sliznicich, zejména
v nosohltanu a orofaryngu. Staphylococcus aureus ma fadu rtznych adhezinu, které jsou
dulezité pro pfipevnéni organismu k povrchu v dutiné nosni nebo na kizi, zejména kdyz se
podili na koznich infekcich. In vitro studie na mutantech, ktefi nedostate¢né exprimovali
jeden z hlavnich adhezinti (protein A, fibronektin vazajici protein A, koagulazu), ukazaly
vyznamn¢ sniZzenou vazbu organismil na lidské keratinocyty. Adheze rodicovskych kmenil na
pokozkové buiiky je vyrazné ovlivnéna pH — pokud pH se pohybuje v rozmezi 3-6, pocet
pfilnutych bakterii je mens$i nez vrozmezi pH 7-10. To ma souvislost s atopickou
dermatitidou, pii které pH pokoZky stoupa na alkalické trovné — adheze mikroorganismi
k pokozce pfi téchto hodnotach pH je zvySena, ¢imz se zvySuje i riziko infekce u téchto
pacienti. U vice nez 90 % pacientii s atopickou dermatitidou se tvoii kozni 1éze a jsou

kolonizovani pravé druhem Staphylococcus aureus (Hiilpiisch et al., 2020; Wilson, 2005).

Mezi hlavni faktory virulence téchto nepohyblivych, Gram-negativnich koki patii
protein A, ktery inhibuje fagocytézu (vaze se na Fc region IgG protilatek, ¢imz zabranuje
jejich interakci s receptory na fagocytech), koagulaza, ktera pievadi fibrinogen na fibrin a
chrani bakterie pted hostitelskym obrannym systémem nebo a-, B-, y- ¢i 6-hemolysiny, které
jsou cytotoxické, neurotoxické, dermonekrotické a zptisobuji hemolyzu. Z cytotoxini a
enzymu pak leukocidin zabijejici leukocyty, proteazy poskozujici hostitelskou tkan,
stafylokindzy hydrolyzujici fibrin a podilejici se na Sifeni stafylokokd po hostitelském
organismu nebo indukujici masivni uvolfiovani cytokini enterotoxiny. Staphylococcus aureus
produkuje nespocet bakteriocinli se Sirokym spektrem aktivity, vcetné staphylococcinu
BacR1, ktery pusobi proti nékterym kmenim Staphylococcus aureus, CoNS, viridujicim
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streptokoktim, Corynebacterium spp., Haemophilus parasuis, Bordetella spp., Neisseria spp.,
Bacillus spp. a Bac1829, ktery je aktivni proti Streptococcus suis, Corynebacterium spp.,
Haemophilus parasuis, Bordetella spp., Moraxella bovis a Pasteurella multocida (Bien et al.,
2011; Liu, 2009; Wilson, 2005).

Staphylococcus aureus patii mezi nejcastéjsi piavodce nozokomidlnich infekci, véetné
infekci kiize, kosti, kloubti, mékkych tkdni nebo endovaskularnich onemocnéni. Pocet infekci,
na kterych se S. aureus podili, netiprosné roste hlavné kviili meticilin-rezistentnim (MRSA,
methicillin-resistant Staphylococcus aureus) a multi-rezistentnim kmentm. Stafylokok se
snadno piend$i vzduchem a stanovi velké riziko vzniku infekci zejména u pacientl
podstupujicich operaci nebo S hemodialyzou. Snaha snizit nebo pfimo eliminovat pienos
organismu vzdusnou cestou se obecné¢ zaméfuje na aplikaci dezinfekce a antibiotik, z nichz
jako nejucinngjsi se prokazal mupirocin, produkovany bakterii Pseudomonas fluorescens. Jiny
mozny postup zahrnuje vyuziti tzv. bakteridlni interference, ktera je zalozena na inhibi¢nim
ucinku ostatnich ¢lenti nosni mikroflory na Staphylococcus aureus — napf. negativni korelace
je pozorovana mezi stafylokokem pfitomnym v nosni dutiné¢ a bakteriemi Staphylococcus
epidermidis nebo Corynebacterium spp., ktera je s nejvétsi pravdépodobnosti dana produkci
nékterych inhibi¢nich slozek (bakteriocint, toxickych produkti metabolismu) nebo
soutéZzenim o misto na nosnim epitelu. Stafylokokovy syndrom toxického Soku (STSS,
Staphylococcal toxic shock syndrome) je onemocnéni, které nasleduje po neinvazivni infekci
zpusobené patogenem S. aureus. Je charakterizovan vasodilataci, syndromem akutni dechové
tisné (ARDS, acute respiratory distress syndrome, adult respiratory distress syndrome),
selhanim ledvin az multiorganovou dysfunkci. Vznik symptomu a nasledné masivni uvolnéni
prozanétlivych cytokinti jsou disledkem produkce exotoxinti TSST-1 (toxic shock syndrome
toxin-1), SEB (staphylococcal exotoxin B) a SEC (staphylococcal exotoxin C). Jedna se o
superantigeny, které i v pikomolarnich koncentracich dokazou stimulovat proliferaci T-
lymfocyt. Umrtnost na TSST se pohybuje v rozmezi 3-5 %. Divodem smrti déti mezi 2 a7 3
mésicem je syndrom nahlého umrti kojenct (SIDS, sudden infant death syndrome). Studie
mikrobioty nosofaryngu déti, které zemtely na SIDS, odhalily, ze stafylokok se u nich
vyskytuje vyrazné Castéji nez u kontrolni skupiny déti. Izolované kmeny byly navic toxigenni

(Silversides et al., 2010; Tong et al., 2015; Turner et al., 2019; Wilson, 2005).
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3.3.6 Actinomyces spp.

Rod Actinomyces se sklada z nepohyblivych, Gram-pozitivnich bakterii v podobé
tycek (kratkych ¢i vlaknitych), které netvoii spory. Vétsina druht, které jsou bézn¢ ptitomné
v duting Gstni (A. israelii, A. gerencseriae, A. georgiae, A. meyeri, A. odontolyticus), zahrnuje
fakultativni anaeroby, jejichz rust je stimulovan vysokymi koncentracemi oxidu uhli¢itého,
nebo obligatni aeroby. Fermentuji sacharidy na kyselinu jantarovou, mravenci nebo octovou
jako koncové produkty metabolismu. Produkuji sialiddzy a glykosidazy, ¢imz pfispivaji
k degradaci mucinu. Aktinomycety jsou schopny pfilnout jak k zubnimu tak slizni¢nimu
povrchu hlavn€ pomoci fimbrii. RozliSujeme dva typy fimbrii. Prvni zprostfedkovava vazbu
na proteiny bohaté na prolin, které jsou piitomné ve skloviné a zapojuje bakterie do tvorby
zubniho plaku, protoze tada aktinomycet produkuje polysacharidy, které k jeho tvorbé
ptispivaji. Druhy typ se vdze na glykoproteiny pfitomné na epitelidlnich buikach a umoziiuje
bakteriim pfilnout na sliznici Vv dutin¢ Ustni. Rozeznavaji sacharidové receptory na povrchu
mnoha viridujicich streptokoki a jinych oralnich bakterii a jsou zodpovédné za koagregaci
s n¢kterymi druhy. Aktinomycety jsou obecné spojeny s tvorbou zubniho kazu, zanétem dasni

¢i paradontozou (Valour et al., 2014; Wilson, 2005).

3.3.7 Veillonella spp.

Tyto nepohyblivé, anaerobni, Gram-negativni koky se vyskytuji v fetézcich nebo
hroznovitych utvarech. Rod zahrnuje sedm druht, z nichz tfi obyvaji dutinu Gstni (V. parvula,
V. atypica, V. dispar). Jsou schopny rist v rozmezi teplot 24-40 °C, optimalni teplota je vSak
30-37 °C. Nedokazou vyuzivat sacharidy jako zdroje energie, pro tento el jim slouzi laktat,
pyruvat, fumarat, malat nebo nékteré puriny a ty pak preménuji na propionat, acetat ¢i vodik
jako kone¢né produkty metabolismu. Preferuji kyselé prostiedi s pH niz§Sim jak 4.,5.
Koagreguji s fadou bakterii patiicich do rodu Streptococcus, Fusobacterium, Actinomyces,
Neisseria nebo Rothia a podileji se na tvorbé plaku a kolonizaci slizni¢nich povrcht v dutiné

ustni. Jsou zfidka zodpovédné za infekce (Wilson, 2005).

3.4 Interakce mezi ¢leny mikrobioty respira¢niho traktu

Pozitivni interakce mezi mikroby osidlujici respirani systém jsou postaveny na

vzajemném poskytovani Zivin. Nejdostupnéj$im zdrojem Zzivin se stdvaji muciny, jejichz
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degradace vyzaduje pfitomnost mikrobli exprimujicich enzymy jako jsou sialidazy,
glykozidazy a protedzy. Sacharidy, aminokyseliny a mastné kyseliny jsou zase uvoliovany
pusobenim hyaluronidazy, chondroitin sulfatdzy nebo lipazy nékterych bakteridlnich druhi.
Konecné produkty metabolismu jako je laktat tvofeny streptokoky, stafylokoky a
Haemophilus spp. mohou byt pouzity jako energetické zdroje pro Neisseria spp. a Veillonella
spp. Spotieba kysliku druhy rodu Neisseria spp., Haemophilus spp. a Moraxella catarrhalis
prispiva k tvorbé mikrohabitati s nizkymi koncentracemi kysliku, ve kterych maji moznost

rast mikroaerofilni a anaerobni bakterie (Wilson, 2005).

Mikrobi respiracniho traktu maji schopnost skutecné inhibovat nebo piimo zabijet
ostatni ¢leny produkci bakteriocini, mastnych kyselin ¢i peroxidu vodiku. Navic prostiedi s
nizkymi hodnotami pH a nizkym obsahem kysliku mohou vznikat v disledku tvorby kyselin a
vyuzivanim kysliku nékterymi mikroorganismy, ¢imz se omezi nebo zabrani rust n€kterych
jinych druhti. To neplati pro vSechny, protoze spoleény vyskyt Corynebacterium spp. a
Dolosigranulum spp. v nosohltanu mize mit za nasledek okyselovani prostfedi bakteriemi
Dolosigranulum spp., coz usnadiuje expanzi korynebakteriim. Viridujici streptokoky zase
naopak inhibuji rist patogent respira¢niho systému, jako jsou Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae a Staphylococcus aureus. Nebo
Corynebacterium accolens pievadi hostitelské triacylglyceroly na volné mastné kyseliny,
které zase omezuji rist pneumokokd. (Bomar et al., 2016; Wilson, 2005)

Bakterialni asociace zavisi také na hybnych silach nebo hostitelském prostiedi, nikoli

jen na piimych nebo nepiimych mikrobialnich interakcich jako takovych (Man et al., 2017).

3.5 Fyziologicka kolonizace hornich cest dychacich

Horni cesty dychaci poskytuji mnoho fyziologickych funkei, jako jsou filtrovani,
ohfivani a zvlh¢ovani inhalovaného vzduchu. Nosni dutina je v neustalém kontaktu s vnéj$im
prostfedim a tvofi fyzické rozhrani mezi vnéjSim prostfedim a dolnimi dychacimi cestami
véetné gastrointestinalniho traktu. Nejbéznéjsimi misty pro odbér vzorki k analyze nazalnich
mikrobiomd jsou nosni dirky a nosohltan (Kumpitsch et al., 2019; Sahin-Yilmaz et al., 2011;
Zhou et al., 2014).

Maxilarni, frontalni, ethmoidni a sfenoidalni dutiny jsou vzduchem naplnéné dutiny
Vv oblicejové kostre, které jsou prave dulezité pro zvlhcovani a ohiivani vdechovaného

vzduchu. Jsou pokryté fasinkovym dlazdicovym epitelem produkujicim hlen, ve kterém jsou
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ruzné velké Castice a mikroorganismy zachyceny. V téchto oblastech nosni dutiny se vytvareji
vyklenky se specifickymi mikrobidlnimi populacemi. Dal§im zajimavym mistem pro studium
mikrobiomt je ¢ichovy epitel umistény na strop€ nosni dutiny, a to z divodu korelace ¢ichové
funkce s taxonomickym sloZenim nosniho mikrobiomu (Azevedo et al., 2019; Kumpitsch et
al., 2019; Sahin-Yilmaz et al., 2011).

3.5.1 Mikrobiota hornich dychacich cest ménici se s vékem a Zivotnim stylem

Horni cesty dychaci poskytuji mikrobidlnim spoleenstvim fadu mist pro osidleni.
Zatimco povrchy piedni ¢asti nosni dutiny, které jsou nejvice vystaveny okolnimu prostiedi,
jsou obyvany komenzaly a patogeny, jako Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Dolosigranulum pigrum, Corynebacterium spp., Moraxella spp. nebo Anaerococcus spp., jiné
oblasti nosni dutiny a nosohltanu jsou osidleny zcela odli$né, zejména pak u dospélych lidi. |
kdyz je mikrobiota hornich cest dychacich do znacné miry individualni, Ize pozorovat zmény
V obsazeni bakteriemi i béhem riznych ro¢nich obdobi a véku (Kumpitsch et al., 2019; Wos-
Oxley et al., 2010).

Moraxella, Staphylococcus, Streptococcus, Haemophilus, Dolosigranulum a
Corynebacterium je Sest nejéastéji izolovanych rodi u kojenci. Hned po narozeni se
nasofaryngedlni mikrobiom ditéte podobd vagindlnimu a koZnimu mikrobiomu matky.
Mikrobiélni sloZeni se postupné méni i1 v zavislosti na tom, zda kojenec je krmen matefskym

mlékem ¢i umélou vyzivou (Biesbroek et al., 2014; de Steenhuijsen Piters et al., 2015).

Mikrobiota hornich dychacich cest u kojencl je hustsi, ale méné rozmanitd nez u
dospélych. Vzorky dospélych obsahuji velky podil Firmicutes jako jsou Lachnospiraceae,
Staphylococcus a Streptococcus, Bacteroidetes jako Sphingobacterium a Prevotella, a
aktinobakterie (jiné nez Corynebacterium) jako Bifidibacteria, Rothia a Propionibacterium.
V piipadé kurdkli nastdvaji dal$i zmény, nebot’ cigaretovy koui zvySuje adhezi bakterii
k epitelialnim bunkam dychacich cest, protoze indukuje produkci proteinu FimA, ktery
podporuje tvorbu biofilmi. Cigaretovy kouf je v bezprostiednim kontaktu s respiracnimi
povrchy a toxické latky v ném pfitomné naruSuji u€¢inny mukociliarni transport hlenu jak
V hornich tak v dolnich cestdch dychacich a imunitni odpoveéd’ vii€i patogeniim. Expozice
cigaretovym koufem, at’ uz pasivni nebo aktivni, je tedy spojena se zvySenym rizikem nejen

rakoviny, paradontozy a kardiovaskularnich onemocnéni, ale také s chronickymi respira¢nimi
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onemocnénimi a akutnimi respiraénimi infekcemi (Kumpitsch et al., 2019; Stearns et al.,
2015; Yu et al., 2017).

3.6  Fyziologicka kolonizace dolnich cest dychacich

Hrtan, pridusnice, pradusky, pridusinky a plicni sklipky obvykle nejsou kolonizovany
takovym mnozstvim mikrobti, jako v pfipadé hornich dychacich cest. Molekularni
diagnostické techniky, jako je polymerazova ftetézova reakce (PCR, polymerase chain
reaction), umoznuji detekovat mikroorganismy i v mnohem niz8ich koncentracich nez nam
dovoluji klasické kultivacni techniky. Diky nim se ukazalo, ze k asymptomatické kolonizaci
dochazi i v dolnich dychacich cestach a malé mnozstvi bakterii mtize byt izolovano i z téchto
regionil, zejména z hrtanu a pridusnice. Bakterie jsou v téchhle mistech pfitomny v disledku
aspirace sekretli s navazanymi mikroorganismy z hornich cest dychacich (Reller et al., 2003;

Robinson, 2004; Wilson, 2005).

3.6.1 Odbér mikrobialnich vzorku z dolnich cest dychacich

Bronchoalveolarni lavdz (BAL) je metoda, kterd umoZiluje ziskat bunécné a
nebunééné slozky z dolnich cest dychacich vcetné plicnich sklipkli. Samotny proces zahrnuje
zavedeni flexibilniho fibrobronchoskopu do segmentéalniho nebo subsegmentéalniho bronchu a
instilaci sterilniho fyziologického roztoku do plic, néasledovanou odsatim a odb&rem
bronchalveolarni tekutiny (BAT) pro analyzu, diky které je moZné stanovit etiologii celé fady
onemocnéni. Jedna se o nenaro¢nou, Setrnou a opakovatelnou metodu provadénou pii
podezieni na infek¢ni ¢i neinfekcéni plicni postizeni, u kterého mé vysetieni BAT (v ptipade
infek¢niho postizeni izolace ptivodce z BAT) jednoznacny diagnosticky vyznam nebo miize

byt pfinosem pro stanoveni diagnozy a zahajeni 1é¢by (Patel et al., 2021).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Vychozim biologickym materidlem pro klasifikaci mikroorganismi pomoci MALDI-
TOF hmotnostniho spektrometru Microflex LT/SH od spole¢nosti Bruker byly jednotlivé

kolonie mikroorganismu kultivované v Petriho miskach na agarové pade.

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Agarové pudy byly ziskdvany komeréné v podobé ploten s ptidou, pfipravenou pro

kultivaci. Jednotlivi dodavatelé jsou uvedeni u stru¢ného popisu jednotlivych agart.

— Columbia krevni agar — médium k primokultivaci nebo subkultivaci, pro vSechny
typy vzorkl, pfitomnost krve umoziuje prokazat hemolytické reakce urcitych kmenti

bakterii; dodavatel Trios s.r.o., CR

— Cokoladovy agar s bacitracinem — selektivni piida uréena k izolaci Haemophilus
spp. z klinickych vzorki se smiSenou florou, zejména z respiracniho traktu; dodavatel

Trios s.r.o., CR

— Agar s kyselinou nalidixovou a sulfamethazinem — semi-selektivni pida pro izolaci
streptokokd skupiny anginosus (Waite et al., 2012); piipravovany na zakazku Oxoid
S.r.0., CR

— Anaerobni krevni agar s BHI (Brain-Heart Infusion) — neselektivni agar obohaceny

o berani erytrocyty; dodavatel Trios s.r.o., CR

— Schaedleruv anaerobni agar — selektivni obohaceny agar s beranimi erytrocyty a

kanamycinem; dodavatel Trios s.r.0., CR

— FAA (Fastidious Anaerobic Agar) s neomycinem — selektivni obohaceny agar s
neomycinem pro kultivaci ristové naro¢nych anaerobnich bakterii; dodavatel Oxoid

S.I.0., CR

— Deoxycholat-citratovy agar — selektivni médium pro rody Salmonella a Shigella, z

klinickych i neklinickych vzorki; dodavatel Trios s.r.0., CR
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Kyselina mravenéi pro hrubou extraci proteinli byla pfipravena natfedénim destilovanou

vodou na 70% koncentraci (v/v).

Roztok matrice byl pfipraven v souladu s doporuc¢enim vyrobce rozpusténim 10 mg a-kyano-
4-hydroxyskoticové kyseliny (HCCA, a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) v 1 ml rozpoustédla,
které bylo tvofeno smési 50% acetonitrilu, 47,5% destilované vody a 2,5% kyseliny
trifluorooctové; HCCA substance byla od firmy Bruker, ostatni cheamikalie byly od Sigma
Aldrich (Merck Group).

4.3  Seznam pouZitych pristroji a zarizeni
— MALDI-TOF hmotnostni spektrometr Microflex LT/SH (Bruker, Némecko)
— MALDI Biotyper software 3.0 (Bruker, Nemecko)
— MALDI desky MSP 96 target polished steel BC (Bruker, Némecko)

— Tabulkovy procesor Microsoft Excel

4.4  Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Princip MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time-of Flight Mass Spectrometry) patii v soucasnosti K nejpouzivanéjSim nastrojam
moderni analyzy. Umoziuje identifikovat celou fadu latek, jako jsou biopolymery, syntetické
polymery, farmaceutika a dal$i nizkomolekularni, at’ uz organické nebo anorganické latky.
MALDI-TOF MS se pouziva ke stanoveni molekulové hmotnosti latek a peptidového
mapovani. Princip metody spocivd v aplikaci laserového zafeni na krystaly matrice
s analyzovanym vzorkem, co zpusobi desorpci molekul matrice spolu s molekulami vzorku
(odpatuji se castice matrice, které s sebou strhavaji molekuly analytu a prevadéji je do
plynného skupenstvi) a zaroven dojde kionizaci molekul vzorku. Vzniklé ionty jsou
urychleny silnym elektrickym polem a proleti trubici detektoru urcitou rychlosti, kterd je
umérna jejich hmotnosti a naboji. Zaznamenava se celkova doba letu ¢astic. Je aplikovano
extrakéni napéti mezi MALDI desticku a vstupni Stérbinu priletového analyzatoru, diky cemu

dochazi k extrakci nabitych molekul podle zvolené polarity napéti a k jejich analyze v
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pruletovém hmotnostnim analyzatoru (Hou et al., 2019; Huong et al., 2014; Singhal et al.
2015).

Identifikace mikroorganismii metodou MALDI-TOF MS se sklada z nasledujicich
kroku: (i) kultivace mikroorganismu, (ii) pfiprava vzorku a jeho pifimé naneseni na spoty
MALDI desky, (iii) piekryti vzorku nejdiiv kyselinou mravenci a potom matrici, (iv) ziskani
hmotnostnich spekter v MALDI-TOF MS a (v) srovnani pramérného proteinového spektra
s databazi proteinovych spekter vybranych referenc¢nich kment mikroorganismt (Purkrtova et

al., 2018).

4.4.2 Priprava vzorki pro MALDI-TOF MS

Vzorky uréené pro identifikaci pomoci MALDI-TOF MS byly pfipraveny na desce
typu MSP (MSP 96 target polished steel BC). Desky byvaji vyrobeny z nerezové oceli ¢i
hliniku, obecné se musi jednat o material inertni v0¢i matrici, kterd se pridava
k analyzovanym vzorktim a rozpoustédlim pouzivanych k piipravé vzorka nebo ¢isténi desky
(v ptipadg, Ze se nejedna o desku na jedno pouziti). Pro snadnéjsi orientaci jsou pozice na
desce (kruhové terce, spoty) oznaceny, fadky jsou znacené pismeny od A do H, zatimco
sloupce jsou znacené Cisly od 1 do 12. Nejdfive byly jednotlivé mikrobialni kultury pomoci
bakteriologické klicky nanaSeny na terce MALDI desky. V piipadé podezieni na vyskyt
rozdilnych bakterialnich kolonii v jednom vzorku ze vzhledu na jejich odlisnou morfologii ¢i
barvu, bylo nutné nanést i tyto kolonie na samostatné spoty. Pied kazdym nanesenim nové
kultury na kruhovy spot MALDI desky byla bakteriologicka kli¢ka vyzihana nad kahanem,
aby se pfedeSlo kontaminaci vzorkd. Pro vlastni piehled byly vzorky zapisovany do
predtisténé tabulky. Abychom mohli kultury spektrofotometricky identifikovat, je potieba
provést lyzi bunécnych stén mikroorganismu, ¢imz dojde k uvolnéni jejich intraceluldrnich
proteint. Proto na kazdou nanesenou kulturu bylo napipetovano 0,75 pl 70% kyseliny
mraven¢i a po ub&hnuti cca 5 min, kdyz kyselina mravenc¢i uschnula, jesté 0,75 ul matrice,

ktera s kazdym vzorkem zkrystalizovala, ¢imZ se zabranilo rozpadu analyzované latky.

Ionizace laserem umoziuje meéfit molekulové hmotnosti latek v téze vzorku.
K dostate¢né 1yzi bunécné stény mikroorganismi muze dojit plisobenim silné kyselé matrice
¢i ptipadné 1 béhem ionizace laserem, pokud je vSak bunécna sténa 1 vici takovému pisobeni
odolna (coz plati pro n€které grampozitivni bakterie, piipadné nékteré druhy kvasinek nebo

plisni), je nutno nejdfive aplikovat napt. 70% kyselinu mravenci, jako v nasem ptipadé. Po
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uschnuti matrice na vzduchu byla MALDI deska pouzita k vlastnimu spektrofotometrickému

méfeni.

4.4.3 ldentifikace subkultivovanych izolata technikou MALDI-TOF MS

Pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF analyzujeme druhové specificka
hmotnostni spektra proteind a glykoproteinii. Srovndnim ziskaného hmotnostniho spektra

s referen¢ni databazi spekter je mozné stanovit kmeny mikroorganismt.

Ptipravend MALDI deska byla vlozena do hmotnostniho spektrometru. Po spusténi
programu byl vytvofen novy projekt, zadanim daj o vzorcich (¢islo vzorku, druh kultivacni
pudy) a vybéru projektové metody bylo zkontrolovano nastaveni projektu a spusténa
identifikace. Samotna doba trvani identifikace je rtiznd v zavislosti na poctu a charakteru
(Cistot€) vzorkid. Vysledkem meéfeni je proteinovy profil, zobrazovan jako hmotnostni
spektrum, které je druhové specifické pro jednotlivé mikroorganismy. Hmotnostni spektrum
predstavuje graf zavislosti intenzity iontd na jejich m/z, kdy na o0se X pozorujeme
molekulovou hmotnost proteinti bakterialni bunky, zatimco na ose y intenzitu jejich signalu.
Podobnost naméfeného hmotnostniho spektra a vysledny profil pikd jsou porovnavany
s profily ulozenymi v referen¢ni databazi. Spravna interpretace ziskanych dat mtize byt nékdy
obtizna z divodu vyskytu nepatrnych rozdilu ve spektrech pribuznych kment. Signal je dale
posuzovan na zaklad€ presnosti stanoveni molekulové hmotnosti. MALDI-TOF MS neni
kvantitativni metodou, protoZe intenzita signalu je zavisla na relativni koncentraci proteinu
V mist¢ ionizace a stupni ionizace molekuly béhem spektrofotometrického méfeni (Hou et al.,
2019).

Pokud je druh identifikovan s vysokou pravdépodobnosti, nebo rod je identifikovan
s jistotou a druh jen pravdépodobn€, znamena to, ze automatickym sbérem dat pomoci
softwaru byly ziskdny vhodné spektra a vzorek byl dobie homogenizovan, protoze spravny
signal poskytla vétSina naméfenych mist na kruhovém spotu. Pokud vzorek byl vyhodnocen
jako nespolehliva identifikace, pak bylo nutné ru¢né¢ dohledavat mista pro aplikaci laseru,
které po ionizaci poskytuji kvalitnéj$i vysledné hmotnostni spektrum (viz Tabulka €. 1). D¢&je
se tak v ptipad¢, ze dojde ke krystalizaci vzorku po obvodu, mimo kruhovy ter¢ nebo ve

shlucich. Zpréava o vysledcich klasifikace byla vytisténa do ptehledné tabulky vysledk.
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Tabulka 1: Hodnoceni spolehlivosti identifikace (MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision
2, Bruker Daltonics GmbH, 2018).

Rozsah Vyznam hodnot skore Oznaceni

23003000  Druh identifikovan s vysokou pravdépodobnosti  (+++)
20002999 Rod identifikovén s jistotou, druh jen pravdépodobn  (++)

1,700-1,999 Pravdépodobna identifikace rodu (+)

0,000-1,699 NNIINNININESpOIChIVAGCAKICEIEN ()

Srovnavaci algoritmus pouzivany ke srovnani molekularniho identifikatoru vzorku
vyuziva vypocet skore vzorku ze tfi hodnot: (i) z poCtu signalt v referenénim spektru, (ii) z
poctu signali neznamého spektra a (iii) ze symetrie signali neznamych a referen¢nich
spekter. Uvedené hodnoty jsou vynasobeny a jejich soucin je vyjadien zapornym dekadickym
logaritmem. Cim je hodnota skoére vyssi, tim pravdépodobnéjsi je spravna Klasifikace
analyzovaného druhu. Maximalné dosazitelna hodnota skore je 3, minimalné 0. Tato hodnota
udava miru pravdépodobnosti spravné identifikace, tj. vyjadieni shody mezi méfenym a
referen¢nim kmenem. Je tedy dilezité si uvédomit, ze hodnota skore vygenerovaného
pfistrojem MALDI Biotyper, znamend jen pravdépodobnost toho, Ze neznamy

mikroorganismus bude jednim z druht, jeZ jsou v databazi zachyceny (MALDI Biotyper 3.0
User Manual Revision 2, Bruker Daltonics GmbH, 2018).

4.4.4 Cisténi MALDI desek za pouziti TFA

Cisténi pomoci kyseliny trifluoroctové (TFA) je vhodné pro &isténi povrchit MALDI
desek typu MSP a MTP (napfi. polished steel, ground steel, BigAnchor 24, BigAnchor 96,
BigAnchor 384 desek). Pouzita deska byla polozena do Petriho misky a jeji povrch byl
prekryt 70% ethanolem. Po 5 minutach byla z Petriho misky s ethanolem vyjmuta a
intenzivné oplachovana pod tekouci horkou vodou z kohoutku. Nasledné byla deska
nékolikrat otfena ubrouskem namocenym do 70% roztoku ethanolu. Opét byla deska
oplachovana horkou vodou z kohoutku a navic otirana ubrouskem. Ci§téni je zalozeno na
vystaveni povrchu desky 80% kyseling trifluoroctové. Proto v digestofi byla desticka prekryta
vrstvou 80% TFA, vSechny pozice na desce pak byly intenzivné otfeny ubrouskem. Nasledné
byla deska oplachnuta destilovanou vodou, vysuSena ubrouskem a ponechana kompletné

uschnout minimaln¢ 15 minut pfi laboratorni teploté. Po zkontrolovani (zda na ni neztstaly

19



néjaké necistoty napf. chlupy z ubrousku) byla deska vlozena do obalu a piipravena k dal§imu

pouziti. Tento postup zabranuje pamét'ovym efektim na povrchu MALDI desky.

445 Zpracovani dat v tabulkovém procesoru Microsoft Excel

Data byla nejdiive zpracovana bez ohledu na pacienta, kdy do prvniho souboru
Microsoft Excel byly vlozeny vSechny vzorky z dutiny ustni nehledé¢ na to, zda vzorky
pochézely od pacienti s NSCLC nebo CRC, do druhého vSechny vzorky z bronchoalveolarni
lavaze a do tietiho vSechny vzorky vytéru z rekta a ze stolice. V kazdém souboru byly
vylouceny opakované detekce stejného druhu bakterie u stejného pacienta ve stejném typu
vzorku, bez ohledu na kultiva¢ni ptidu. Byly secteny absolutni Cetnosti bakterii a spocitany
jejich relativni zastoupeni v daném typu vzorku (tj. podle toho, zda vzorek pochézel z DU,
BAL nebo R a ST). Bakterie v souboru s daty z BAL byly sefazeny podle relativnich ¢etnosti
od nejvyssi k nejnizsi. Ke kazdé bakterii z BAT byly doplnény relativni Cetnosti z DU a
spolecné relativni Cetnosti z R a ST. Pokud se urcity bakteridlni druh, pfitomny v BAT,
nevyskytoval ve vzorcich z DU nebo R a ST, pak u téchto bakterii v ptislusném tadku byla
uvedena hodnota 0. Pro snadngj$i orientaci v tabulkach byly pouzivany filtry a zavedena
funkce SUBTOTAL.

Dalsi zpracovani vysledkli bylo na zéklad¢ parovani podle skute¢nych pacientii. Byly
k tomu pouzity vySe pfipravené soubory, zvlast pro vzorky z BAL, DU, rekta a stolice
ocisténé o duplicity. VSechny byly sefazeny podle ¢isla pacienta tak, Ze do nového souboru
byly zkopirovany vysledky pro vzorky z BAL a k nim pfifazeny vysledky u stejného pacienta
pro vzorky z DU, v dalSim listu téhoz souboru pak ke konkrétnim vzorkim z BAL byly
pfifazeny vysledky od stejného pacienta pro vzorky z R a ST. V tfetim listu byly bakterie
sumarizovany do samostatné tabulky a pro kazdy druh byly stanoveny tyto hodnoty: (i)
kolikrat se vyskytuje konkrétni bakterie vyhradné v BAT, (ii) kolikrat souasn¢ v BAT a DU
a (1ii1) kolikrat soucasné v BAT a R+ST.

Jednotlivé bakterialni druhy byly posuzovany a pocitdny vzdy nejdiiv zvlast, ale
nekteré druhy bylo poté nutné shrnout do jedné polozky z toho divodu, Ze jsou od sebe
pomoci MALDI TOF MS obtizn¢ odlisitelné. K témto druhiim patii Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis, Streptococcus pneumoniae a Streptococcus pseudodopneumoniae
(souhrnné oznaCeny zkratkou SMOPP), Enterobacter (vSechny druhy shrnuty jako

Enterobacter sp.) a Veilonella atypica, Veilonella parvula (shrnuty jako Veilonella sp).
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Pro posouzeni néhodnosti spolecného vyskytu druhli bylo potieba vytvofit nové

soubory v Microsoft Excel, nejdiiv zvlast pro NS a CRC. V kazdém souboru bylo nutné

odstranit jiné vzorky nez ty z BAL a DU a vicecetné detekce stejného druhu ze stejného typu

vzorku. Pak vSechna tato data sloucit do jedné tabulky. Nasledujici vypocty byly provedeny

jen pro druhy od uréité Cetnosti vyse (>50):

vypocet absolutniho vyskytu druhu A celkové a z né¢ho vypocitana cetnost
vypocet absolutniho vyskytu druhu B celkové, z ného vypocitana ¢etnost

kolikrat by se mély tyto bakteridlni druhy vyskytnout spole¢né¢ nahodné:

Cetnost A x Cetnost B
skute¢ny absolutni vyskyt A spole¢né s B, z n¢ho vypocitana skutecnd cetnost

skutecna cetnost déleno Cetnost dle ndhody; je-li vysledek >1, vyskytuji se spolecné
Castéji nez by odpovidalo ndhod¢ a naopak, je-1i vysledek <1, vyskytuji se spolecné

méng Casto nez by odpovidalo ndhod¢

protoze vzhledem k relativné malému souboru vzorku nebylo mozné dosdhnout pfi
statistickém hodnoceni hranice signifikance rozdili ve vyskytech alesponi na 5%
hladiné (p=0,05), byly jako potencidlné¢ zajimavé vyhodnoceny alespon extrémy.
Hranice extrémii byla na obou stranich stanovena arbitrarné tak, ze byl jako
potencialné zajimavy spole¢ny vyskyt dvou druhli hodnocen takovy vyskyt, kdy
odchylka od ndhody byla >1,2%, a naopak jako potencidlné zajimavy vylucujici se

vyskyt byly hodnoceny dvojice s odchylkou <0,8x
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5 VYSLEDKY

Vsechna potfebna data pro kone¢né vyhodnoceni vysledki kultivace poskytl Ustav
mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Data jsou z obdobi 2019-
2020. Vzorky byly ziskany od pacientti a kontrol v ramci dvou vyzkumnych projektd, jeden
byl zaméfen na nemalobunécény karcinom plic (NSCLC) a druhy na kolorektalni karcinom
(CRC). Celkove byly pouzity vzorky z dutiny tstni od 116 pacientti, z dolnich cest dychacich
od 23 pacientl a ze stfev od 129 pacientli. Z dutiny Ustni byly vzorky ziskany vyplachem ust,
ktery provedl sam pacient, z dolnich cest dychacich odbérem bronchoalveolarni tekutiny
pomoci bronchoalveolarni lavaze (BAL) a ze stfev provedenim rektalniho vytéru a pokud to
bylo mozné 1 samoodbéru vzorku stolice. Od pacientli s NSCLC byly ziskany také vzorky
krve pro vySetfeni hladiny protilatek IgA, IgG a IgM proti Candida albicans.

5.1 Odkud prechazeji druhy do dolnich cest dychacich a jak tam
prosperuji

Z celkového poctu identifikovanych druht z BAL (309 druhii z 23 vzorki) byly
nejéastéji detekovanymi bakterialnimi druhy streptokoky (S. parasanguinis, S. mitis, S.
salivarius, S. oralis, S. pneumoniae a dalsi), dale rod Veillonella (V. atypica), aktinomycety
(A. odontolyticus, A. oris) nebo Prevotella (P. salivae, P. melaninogenica). Pomérné ¢asté
byly také rody Haemophilus (H. parainfluenzae), Rothia (R. dentocariosa), Neisseria (N.
subflava) nebo Lactobacillus (viz Tabulka ¢. 2). VSechny identifikované streptokoky tvofily
36 % z celkového poétu druhti, rod Prevotella 10 %, Veillonella 7 % a aktinomycety 8 %.
Zbylé druhy se vyskytovaly v men$im poctu nebo jen ojedinéle (Escherichia coli,

Porphyromonas gingivalis, Bacillus thuringiensis a dalsi).

Tabulka 2: Identifikované mikrobialni druhy z bronchoalveolarni tekutiny pomoci MALDI-
TOF MS a softwaru MALDI Biotyper, s relativnim zastoupenim kazdého druhu a bez
parovani podle skutecnych pacientl (zobrazeny jsou jen vysledky pro druhy s relativni

Cetnosti vyssi jak 20 %).

Mikrobialni rod Mikrobialni druh Absolutni ¢etnost | Relativni zastoupeni
Streptococcus parasanguinis 17 0,7391
Streptococcus mitis 16 0,6957
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Mikrobialni rod Mikrobialni druh Absolutni ¢etnost | Relativni zastoupeni
Veillonella atypica 16 0,6957
Actinomyces odontolyticus 13 0,5652
Streptococcus salivarius 13 0,5652
Prevotella salivae 11 0,4783
Streptococcus oralis 11 0,4783
Streptococcus pneumoniae 11 0,4783
Haemophilus parainfluenzae 9 0,3913
Streptococcus anginosus 9 0,3913
Prevotella melaninogenica 7 0,3043
Rothia dentocariosa 7 0,3043
Actinomyces oris 6 0,2609
Neisseria subflava 6 0,2609
Streptococcus constellatus 6 0,2609
Streptococcus vestibularis 6 0,2609
Granulicatella adiacens 5 0,2174
Leptotrichia sp. 5 0,2174
Prevotella jejuni 5 0,2174
Rothia mucilaginosa 5 0,2174
Solobacterium moorei 5 0,2174
Streptococcus peroris 5 0,2174

* Kdybychom streptokoky skupiny mitis (Streptococcus mitis, S. oralis, S. pneumoniae a S.
pseudodopneumoniae) shrnuli pod akronym SMOPP a kdybychom druhy Veillonella atypica
a Veillonella parvula souhrnné¢ oznadili jako Veillonella sp. (tyto druhy jsou pomoci MALDI
TOF MS obtizné¢ odlisitelné, takZze jsou Casto identifikovdny nepiesné), pak by hodnota

relativniho zastoupeni pro SMOPP byla 0,8696 (87 %), pro Veillonella 0,6957 (70 %).

Z celkového poctu identifikovanych druhti z DU (2073 druhti ze 116 vzork®) byly
nejcastéji detekovanymi mikrobialnimi druhy opét streptokoky (S. mitis, S. parasanguinis, S.
oralis, S. salivarius, S. anginosus a dalsi), dale aktinomycety (A. oris, A. odontolyticus), rod
Rothia (R. mucilaginosa, R. dentocariosa), Neisseria (N. subflava), kvasinka Candida (C.
albicans) nebo Haemophilus (H. parainfluenzae). Pomérné casté byly také rody Gemella (G.
haemolysans, G. sanguinis), Lactobacillus (L. gasseri, L. rhamnosus, L. paracasei) nebo

Granulicatella (G. adiacens), (viz Tabulka ¢. 3). VSechny identifikované streptokoky tvofily
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35 % z celkového poctu vzorkd, aktinomycety 9 %, rod Rothia 6 % a Neisseria 7 %. Zbylé
druhy se vyskytovaly v men$im pocétu (napt. Escherichi coli, rod Prevotella,
Corynebacterium, Pseudomonas, Bifidobacterium, Klebsiella) nebo jen ojedinéle

(Cardiobacterium hominis, Megasphaera micronuciformis a dalsi).

Tabulka 3: Identifikované mikrobialni druhy z dutiny ustni pomoci MALDI-TOF MS a
softwaru MALDI Biotyper, s relativnim zastoupenim kazdého druhu (zobrazeny jsou jen

vysledky pro druhy s relativni ¢etnosti vyssi jak 20 %).

Mikrobialni rod Mikrobialni druh Absolutni ¢etnost | Relativni zastoupeni
Streptococcus mitis 105 0,9052
Streptococcus parasanguinis 96 0,8276
Streptococcus oralis 91 0,7845
Actinomyces odontolyticus 86 0,7414
Streptococcus salivarius 84 0,7241
Streptococcus anginosus 69 0,5948
Rothia mucilaginosa 65 0,5603
Neisseria subflava 61 0,5259
Candida albicans 60 0,5172
Veillonella atypica 56 0,4828
Haemophilus parainfluenzae 55 0,4741
Rothia dentocariosa 54 0,4655
Actinomyces oris 49 0,4224
Streptococcus vestibularis 49 0,4224
Veillonella dispar 43 0,3707
Veillonella parvula 43 0,3707
Streptococcus pneumoniae 41 0,3534
Streptococcus sanguinis 37 0,3190
Streptococcus gordonii 34 0,2931
Gemella haemolysans 32 0,2759
Actinomyces graevenitzii 31 0,2672
Neisseria macacae 31 0,2672
Streptococcus cristatus 25 0,2155
Lactobacillus gasseri 24 0,2069
Streptococcus mutans 24 0,2069

* Pii pouziti souhrnného oznaceni SMOPP a a Veillonella sp. by byla hodnota relativniho
zastoupeni pro SMOPP 0,9483 (95 %), pro Veillonella 0,6810 (68 %).
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Z celkového poctu 136 vzorkt z rektalniho vytéru a 61 vzorki stolice od 129 pacient
bylo izolovano a uspésné identifikovano 2090 izolath mikroorganismu (bakterii a kvasinek).
Nejcastéji detekovanym bakterialnim druhem byla Escherichia coli, dale rod Bacteroides (B.
uniformis, B. vulgatus, B. ovatus), Clostridium (C. innocuum, C. perfringens), Streptococcus
(S. anginosus) nebo Enterococcus (E. faecalis). Pomérn¢ ¢asta byla také ptritomnost roda jako
Lactobacillus, Finegoldia, Candida, Corynebacterium, Bifidobacterium nebo Staphylococcus
(viz Tabulka €. 4).

Tabulka 4: Identifikované mikrobialni druhy z rektalniho vytéru a vzorku stolice pomoci
MALDI-TOF MS a softwaru MALDI Biotyper, s relativnim zastoupenim kazdého druhu

(zobrazeny jsou jen vysledky pro druhy s relativni ¢etnosti vyssi jak 20 %).

Mikrobialni rod Mikrobialni druh | Absolutni ¢etnost | Relativni zastoupeni
Escherichia coli 111 0,8605
Bacteroides vulgatus 74 0,5736
Clostridium innocuum 70 0,5426
Streptococcus anginosus 57 0,4419
Enterococcus faecalis 56 0,4341
Bacteroides uniformis 53 0,4109
Bacteroides ovatus 52 0,4031
Finegoldia magna 45 0,3488
Clostridium perfringens 40 0,3101
Corynebacterium amycolatum 40 0,3101
Bifidobacterium longum 38 0,2946
Staphylococcus epidermidis 38 0,2946
Collinsella aerofaciens 37 0,2868
Candida albicans 34 0,2636
Corynebacterium aurimucosum 32 0,2481
Enterococcus faecium 29 0,2248
Parabacteroides distasonis 26 0,2016

* Kdybychom streptokoky skupiny mitis shrnuli do jednoho druhu SMOPP a druhy
Veillonella atypica a Veillonella parvula shrnuli jako Veillonella sp., hodnota relativniho
zastoupeni pro SMOPP by byla 0,1938 (19 %), pro Veillonella 0,0620 (6 %).
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Stievni mikroflora oproti mikrobioté v dutin€ ustni nebo dolnich cestach dychacich je
mnohem vice rozmanitd a také specifictéjsi, v zavislosti na zivotnim stylu a typu stravy
hostitele, coz dokazuje skuteCnost, ze tada identifikovanych druhti se vyskytovala jen
ojedinéle u nékterych pacienti. Ze stiev bylo celkové identifikovano nejvice mikrobialnich
druht; 314 zrekta a vzorkll stolice. V porovnani Stim, z dutiny ustni bylo celkové

identifikovano 186 riznych mikrobialnich druhti a z bronchoalveolarni tekutiny 89.

Data ze spektrofotometrické analyzy byla zpracovana na zaklad¢ parovani podle
skutecnych pacientli a pouzita ke srovnani vysledkt kultivace tekutiny z BAL s vysledky

kultivace z dutiny Ustni a stfev. Zohlediiujeme tedy vysledky z BAT od 23 pacienti s NSCLC.

Pro pfedstavu o redlnych pomeérech rekapitulujeme nejprve vysledky u jednotlivych

pacientii a potom uvadime souhrnné vyhodnoceni.

V tabulkach jsou vzdy uvedeny vlevo bakterie, které se vyskytovaly v BAT a ve
sloupcich vpravo je graficky (v') znazornéno, zda se néktera z téchto bakterii vyskytovala
také v nekterém z dalSich typt vzorkd (DU nebo R/ST). Konkrétné napft. u pacienta ¢. 130 se
tii druhy — Streptococcus salivarius, Veillonella sp. a SMOPP — vyskytovaly ve vSech typech
vzorkd, tj. v tekutiné z BAL, ve vyplachu z dutiny Ustni 1 ve vytéru z rekta. Dalsi bakterie, tj.
Haemophilus haemolyticus, H. parainfluenzae, Actinomyces oris a S. parasanguinis, se
vyskytovaly soubézné jenom v tekutin€ z BAL a ve vyplachu z dutiny ustni. Pouze v tekutiné
z BAL byly pak detekovany Solobacterium moorei, Atopobium parvulum a Alloscardovia

omnicolens (viz Tabulka ¢. 5).

Tabulka 5: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 130 s vyzna¢enim druht,
které byly u téhoZz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, pfip. ve stolici (R/ST).

Pacient 130, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU R/ST
Streptococcus salivarius v v
Veillonella atypica v v
Streptococcus SMOPP v v
Streptococcus parasanguinis v
Haemophilus haemolyticus v
Haemophilus parainfluenzae v
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Pacient 130, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU R/ST
Actinomyces oris v
Solobacterium moorei
Actinomyces odontolyticus
Alloscardovia omnicolens
Atopobium parvulum

V nasledujicich  Tabulkdch ¢.  6-25 jsou obdobné znazornény vSechny
mikroorganismy, které se vyskytovaly v BAT pacienti a zda néktefi z té€chto mikrobl se

vyskytovali také v nékterém z dalSich typtu vzorku, tj. v DU nebo R/ST.

Tabulka 6: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 170 s vyznacenim druht,

které byly u téhoz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny tstni (DU).

Pacient 170, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU
Streptococcus salivarius v
Streptococcus parasanguinis v
Prevotella jejuni v
Streptococcus SMOPP 4
Serratia marcescens
Prevotella salivae
Actinomyces odontolyticus
Alloscardovia omnicolens
Veillonella atypica
Capnocytophaga sp.
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Tabulka 7: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 178 s vyznaenim druhu,
které byly u téhoz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, pfip. ve stolici (R/ST).

Pacient 178, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU R/ST
Streptococcus anginosus v v
Streptococcus constellatus v
Streptococcus SMOPP v
Prevotella histicola v
Streptococcus parasanguinis v
Actinomyces odontolyticus v
Streptococcus salivarius v
Lactobacillus salivarius v
Veillonella sp. v
Bifidobacterium longum v
Granulicatella adiacens
Actinomyces graevenitzii
Rothia dentocariosa
Rothia mucilaginosa
Alloscardovia omnicolens
Solobacterium moorei
Gardnerella vaginalis
Porphyromonas gingivalis
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus crispatus
Prevotella jejuni
Streptococcus mutans
Lactobacillus gasseri

Tabulka 8: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 179 s vyznacenim druht,
které byly u téhoz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, piip. ve stolici (R/ST).

Pacient 179, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU R/ST
Lactobacillus gasseri v v
Haemophilus parainfluenzae v
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Pacient 179, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU R/ST
Streptococcus parasanguinis v
Candida glabrata v
Lactobacillus fermentum v
Streptococcus SMOPP v
Lactobacillus rhamnosus v
Actinomyces odontolyticus v
Streptococcus anginosus v
Streptococcus vestibularis
Rothia dentocariosa
Prevotella jejuni
Veillonella dispar

Tabulka 9: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 182 s vyzna¢enim druhu,
které byly u téhoZ pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, pfip. ve stolici (R/ST).

Pacient 182, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU R/ST
Streptococcus sanguinis v
Streptococcus parasanguinis 4
Streptococcus salivarius v v
Veillonella atypica
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus SMOPP
Prevotella melaninogenica
Streptococcus constellatus

Granulicatella

adiacens
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Tabulka 10: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 184 s vyznac¢enim druhu,
které byly u téhoz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, pfip. ve stolici (R/ST).

Pacient 184, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU R/ST
Streptococcus anginosus v v
Veillonella atypica v
Rothia dentocariosa v
Parvimonas micra v
Streptococcus vestibularis v
Streptococcus constellatus
Streptococcus agalactiae
Granulicatella adiacens
Streptococcus parasanguinis

Tabulka 11: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 188 s vyznacenim druhu,

které byly u téhoZ pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny tstni (DU).

Pacient 188, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU
Haemophilus parainfluenzae v
Veillonella sp. v
Granulicatella adiacens v
Neisseria flavescens v
Neisseria subflava v
Streptococcus SMOPP v
Actinomyces oris v
Streptococcus salivarius
Bacillus thuringiensis
Prevotella oulorum
Prevotella denticola
Streptococcus vestibularis
Parvimonas micra
Campylobacter concisus
Leptotrichia sp.

Prevotella salivae
Prevotella melaninogenica
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Mikrobialni rod

Streptococcus
Capnocytophaga
Staphylococcus
Eikenella

Tabulka 12: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 189 s vyznaenim druht,

které byly u téhoz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny Gstni (DU) nebo ve vytéru z

Pacient 188, BAL

Mikrobialni druh

parasanguinis

gingivalis
epidermidis
corrodens

rekta, ptip. ve stolici (R/ST).

Pacient 189, BAL

Mikrobialni rod

Actinomyces
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus
Actinomyces
Veillonella
Prevotella
Veillonella
Haemophilus
Atopobium
Actinomyces
Streptococcus
Klebsiella
Prevotella
Lactobacillus
Lactobacillus
Streptococcus

Mikrobialni druh

graevenitzii
SMOPP
parasanguinis
anginosus
odontolyticus
atypica
salivae
dispar
haemolyticus
parvulum
oris
salivarius
variicola
jejuni

oris
fermentum
intermedius
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Tabulka 13: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 190 s vyzna¢enim druhu,
které byly u téhoz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, pfip. ve stolici (R/ST).

Pacient 190, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU R/ST
Escherichia coli v v
Haemophilus parainfluenzae v
Rodentibacter pneumotropicus v
Prevotella histicola v
Actinomyces odontolyticus v
Neisseria mucosa v
Streptococcus SMOPP v
Prevotella salivae v
Prevotella melaninogenica v
Slackia exigua
Streptococcus peroris
Selenomonas artemidis
Solobacterium moorei
Streptococcus parasanguinis
Streptococcus salivarius
Rothia dentocariosa
Streptococcus intermedius
Veillonella atypica
Atopobium parvulum
Streptococcus gordonii

Tabulka 14: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 199 s vyzna¢enim druhu,
které byly u téhoZz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, pfip. ve stolici (R/ST).

Pacient 199, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU R/ST
Lactobacillus gasseri v v
Lactobacillus paracasei v v
Streptococcus anginosus v v
Haemophilus parainfluenzae v
Streptococcus SMOPP v
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Pacient 199, BAL

Mikrobialni rod

Lactobacillus
Lactobacillus
Streptococcus
Haemophilus
Streptococcus
Gemella
Actinomyces
Neisseria
Prevotella
Lactobacillus
Prevotella

Tabulka 15: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 208 s vyzna¢enim druhu,

které byly u téhoZz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

Mikrobialni druh

gasseri
paracasei
anginosus
parainfluenzae
SMOPP
sanguinis
oris
macacae
histicola
salivarius
oralis

rekta, pfip. ve stolici (R/ST).

Pacient 208, BAL

Mikrobialni rod

Streptococcus
Streptococcus
Prevotella
Actinomyces
Neisseria
Streptococcus
Actinomyces
Gemella
Rothia
Streptococcus
Rothia
Leptotrichia
Streptococcus
Solobacterium
Prevotella
Prevotella

Mikrobialni druh

SMOPP
anginosus
melaninogenica
oris

subflava
gordonii
odontolyticus
sanguinis
aeria
parasanguinis
mucilaginosa
sp.

peroris
moorei
salivae
pallens
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Pacient 208, BAL

Mikrobialni rod

Selenomonas
Veillonella
Rodentibacter
Haemophilus
Streptococcus

Tabulka 16: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 210 s vyznaenim druht,

které byly u téhoz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny Gstni (DU) nebo ve vytéru z

Mikrobialni druh

flueggei

atypica
pneumotropicus
parainfluenzae
intermedius

rekta, ptip. ve stolici (R/ST).

Pacient 210, BAL

Mikrobialni rod

Streptococcus

Streptococcus
Haemophilus
Veillonella
Rothia
Streptococcus
Fusobacterium
Streptococcus
Actinomyces
Prevotella
Streptococcus
Slackia
Bifidobacterium

Mikrobialni druh

parasanguinis
salivarius
parainfluenzae
sp.
dentocariosa
mitis
periodonticum
peroris
odontolyticus
salivae
infantis
exigua
longum
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Tabulka 17: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 216 s vyzna¢enim druhu,

které byly u t€hoz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU).

Pacient 216, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU
Streptococcus SMOPP v
Streptococcus sanguinis v
Actinomyces odontolyticus v
Rothia mucilaginosa
Streptococcus peroris
Actinomyces graevenitzii
Neisseria subflava
Lactobacillus paracasei
Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides ovatus

Tabulka 18: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 222 s vyzna¢enim druhu,
které byly u téhoZ pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, pfip. ve stolici (R/ST).

Pacient 222, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU R/ST
Streptococcus salivarius v v
Neisseria subflava v
Rothia mucilaginosa v
Streptococcus SMOPP v
Streptococcus constellatus v
Rothia aeria v
Enterobacter cloacae v
Actinomyces naeslundii
Streptococcus vestibularis
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Tabulka 19: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 226 s vyzna¢enim druhu,

které byly u téhoz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, pfip. ve stolici (R/ST).

Pacient 226, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh

Streptococcus sanguinis
Enterobacter sp.
Veillonella atypica
Streptococcus SMOPP
Klebsiella pneumoniae

Prevotella salivae

DU R/IST
v v
v v
v
v

4

Tabulka 20: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 232 s vyzna¢enim druhu,

které byly u téhoz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny Gstni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, pfip. ve stolici (R/ST).

Pacient 232, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh
Streptococcus salivarius
Streptococcus parasanguinis
Streptococcus vestibularis
Streptococcus SMOPP
Actinomyces oris

Actinomyces odontolyticus

DU R/IST
v v/
v v/
v
v
v

v/

Tabulka 21: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 234 s vyznacenim druht,

které byly u téhoZz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, piip. ve stolici (R/ST).

Pacient 234, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh
Pseudomonas aeruginosa
Veillonella sp.

Streptococcus SMOPP
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Tabulka 22: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 235 s vyzna¢enim druhu,

které byly u t€hoz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU).

Pacient 235, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU
Streptococcus parasanguinis v
Capnocytophaga gingivalis

Tabulka 23: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 238 s vyznacenim druht,

které byly u téhoz pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU).

Pacient 238, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU
Neisseria subflava v
Streptococcus parasanguinis v
Prevotella salivae
Alloscardovia omnicolens
Prevotella melaninogenica

Tabulka 24: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 240 s vyzna¢enim druhu,
které byly u téhoZ pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, ptip. ve stolici (R/ST).

Pacient 240, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU R/ST
Haemophilus parainfluenzae v v
Streptococcus SMOPP v v
Streptococcus salivarius v
Peptostreptococcus stomatis v
Streptococcus parasanguinis v
Actinomyces odontolyticus v
Neisseria perflava v
Veillonella atypica v
Veillonella rogosae v
Prevotella melaninogenica v
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Pacient 240, BAL

Mikrobialni rod Mikrobialni druh DU R/ST
Streptococcus anginosus v
Campylobacter concisus
Parvimonas micra
Fusobacterium periodonticum
Leptotrichia sp.

Gemella sanguinis
Selenomonas flueggei
Prevotella salivae
Prevotella oralis
Streptococcus gordonii
Streptococcus australis
Prevotella nanceiensis

Tabulka 25: Mikroorganismy z dolnich dychacich cest pacienta ¢. 241 s vyznac¢enim druhu,
které byly u téhoZ pacienta detekovany také ve vyplachu z dutiny ustni (DU) nebo ve vytéru z

rekta, pfip. ve stolici (R/ST).

Pacient 241, BAL

Mikrobialni rod

Streptococcus
Streptococcus
Actinomyces
Streptococcus
Leptotrichia
Granulicatella
Prevotella
Streptococcus
Veillonella
Gemella
Capnocytophaga
Haemophilus
Solobacterium
Streptococcus

Mikrobialni druh

SMOPP
parasanguinis
odontolyticus
salivarius

sp.

adiacens
salivae
peroris
atypica
sanguinis
gingivalis
pittmaniae
moorei
constellatus
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Vysledky kultivace tekutiny z BAL od pacientii ¢. 223 a 227 nemohly byt srovnany s
vysledky kultivace z dutiny Gstni a stfev, protoze zadné spoleéné mikrobialni druhy nebyly v

ani jednom vzorku u téchto pacientd nalezeny.
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5.2 Posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu druhii

Prace, které vyuzivaji pro studium mikrobioty techniky NGS, uvad¢ji v zavislosti na
ruznych faktorech — napf. hygien¢ dutiny ustni, koufeni, véku a pohlavi — rlzna
charakteristickd slozeni mikrobiomu. Vzhledem k zatim ne vzdy doste¢né hloubce
sekvenovani, pfipadné pfi pouziti méné ndkladné analyzy jen 16S rRNA gent, tyto techniky
vétsinou neposkytuji podrobny piehled konkrétnich bakterialnich druht, ale pouze vyssich
taxonomickych skupin. Vyuzili jsme proto nase vysledky k posouzeni nahodnosti spolecného
vyskytu uritych druhd, resp. pro odhaleni vyraznych odchylek od predpokladaného
nadhodného spolec¢ného vyskytu. Pro posouzeni byly pouzity jenom vzorky z BAL a DU, z
toho pak detekované mikroorganismy, jejichz absolutni ¢etnost byla vyssi jak 50 (viz Tabulka

& 26).

Tabulka 26: Mikroorganismy detekované spole¢né v BAT a DU s absolutni ¢etnosti vyssi jak
50.

Mikrobialni rod Mikrobialni druh | Absolutni ¢etnost | Relativni zastoupeni
Streptococcus SMOPP 136 0,9784
Streptococcus parasanguinis 113 0,8129
Actinomyces odontolyticus 99 0,7122
Streptococcus salivarius 97 0,6978
Streptococcus anginosus 87 0,6259
Rothia mucilaginosa 70 0,5036
Neisseria subflava 67 0,4820
Candida albicans 61 0,4388
Veillonella VAP 98 0,7050
Haemophilus parainfluenzae 64 0,4604
Rothia dentocariosa 61 0,4388
Actinomyces oris 55 0,3957
Streptococcus vestibularis 55 0,3957
*SMOPP = Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus pneumoniae,

Streptococcus pseudodopneumoniae

*VAP = Veilonella atypica, Veilonella parvula
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Ptedpokladali jsme, ze pokud se dva mikroorganismy vyskytuji ve vzorcich spolecné
na zékladé¢ ndhody, pak musi byt pravdépodobnost jejich spolecného vyskytu nasobkem
pravdépodobnosti vyskytu jednotlivych druhii. Pokud by se napi. druh A vyskytoval v 50%
vzorki (Cetnost 0,5) a druh B také v 50 % vzorki, pak ¢etnost nahodného spole¢ného vyskytu
bude 0,5 % 0,5 =0,25 (25% vzorki). Nami skute€né pozorovany spolec¢ny vyskyt dvou bakteri
jsme proto srovnali s pfedpokladanym ndhodnym spoleénym vyskytem takto: (i) pro kazdou
dvojici srovnavanych mikroorganismii jsme spocitali predpokladanou ndhodnou cetnost
(Cetnost druhu A x Cetnost druhu B) a (ii) srovnali ji se skute¢né pozorovanou Cetnosti
spole¢ného vyskytu této dvojice formou podilu: skute¢na cetnost / Cetnost dle nahody. Pokud
je tento podil >1, vyskytuji se oba mikroorganismy spolecné Castéji a naopak (pokud vysledek
byl <1).

Mens$i odchylky od idealni hodnoty 1, kterd odpovidd ndhodnému vyskytu, jsou
samoziejm¢ projevem pfirozené variability a vyznamnost kazdé pozorované odchylky od
nahody by bylo zadouci posoudit odpovidajicim statistickym testem. N&§ relativné maly
soubor pacientd ale ve statistickém hodnoceni nemohl pfinést potvrzeni signifikance
pozorovanych rozdildi. Proto jsme pro orienta¢ni posouzeni moznych souvislosti ve vyskytu
druhti pouzili arbitrdrné stanovenou hranici — za potencidlné zajimavé odchylky od nahody
jsme povazovali vyskyt dvojice druht >1,2x neZ nahodny vyskyt, nebo <0,8x nez nahodny.

Tyto vysledky sumarizuji nasledujici Tabulky €. 27 a 28.

V ptilohach jsou uvedeny tabulky shodnotami odchylek od nahody pro vsechny

mikroorganismy uvedené v Tabulce ¢. 26.
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v

Haemophilus
Rothia
Neisseria
Haemophilus
Neisseria
Streptococcus
Rothia
Candida
Actinomyces

Streptococcus
Streptococcus

parainfluenzae
mucilaginosa
subflava
parainfluenzae
subflava
anginosus
mucilaginosa
albicans
odontolyticus

anginosus
anginosus

Actinomyces
Neisseria
Streptococcus
Streptococcus
Haemophilus
Rothia
Rothia
Rothia
Rothia

Veillonella
Haemophilus

Mikrobialni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B

oris

subflava
vestibularis
vestibularis
parainfluenzae
dentocariosa
dentocariosa
dentocariosa
dentacariosa

Mikrobialni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B

VAP
parainfluenzae

Nahodny

spoleény
vyskyt

0,1822
0,2427
0,1907
0,1822
0,2219
0,2747
0,2210
0,1926
0,3126

Tabulka 28: Dvojice mikroorganismu, jejichz skore odchylky od nahody je <0,8x nez ndhodny vyskyt.

Nahodny

spolecny
vyskyt

0,4413
0,2882

Skutecny
absolutni
vyskyt A

sB

32

42

33

31

37

45

36

31

50

Skuteény

absolutni

vyskyt A
sB

49
32

Skutecna
¢etnost
vyskytu A
sB
0,2302
0,3022
0,2374
0,2230
0,2662
0,3237
0,2590
0,2230
0,3597

Skute¢na
¢etnost
vyskytu A
sB

0,3525
0,2302

Tabulka 27: Dvojice mikroorganismt, jejichz skore odchylky od nahody je >1,2x nez nahodny vyskyt (sefazeno od nejvyssi odchylky po

Skuteéna
c¢etnost/Cetnost
dle nahody

1,2636
1,2448
1,2448
1,2241
1,1994
1,1786
1,1719
1,1580
1,1509

Skutecna
Cetnost/Cetnost
dle nahody

0,7989
0,7989



5.3 Korelace kultiva¢ni detekce kvasinky Candida albicans v DU a DCD

S hladinou sérovych protilatek

Protoze k vyse zpracovanym vzorkim z DU a DCD nebyla doposud laboratorné
stanovena hladina protilatek a nebyla také doplnéna klinicka data o koufeni, vychazeji
nasledujici analyzy ze souboru diive vySetfenych pacientii. Jednd se o vzorky z pfedchoziho
odbobi, u kterych jsou jiz k dispozici vysledky kultivace Candida albicans (CAAL) z DU
(nikoli z BAL), u kterych byla stanovena hladina protilatek ze séra a klinickymi 1ékati byla do

databaze doplnéna anamnéza kufactvi.

Pro korelaci kultiva¢ni detekce kvasinky Candida albicans v DU s hladinou sérovych
protilatek zohleditujeme celkové 66 pacientll, z nichZ 37 bylo pozitivnich a 29 negativnich na
CAAL. Ze vsech pacientd pozitivnich na CAAL bylo 6 kutdkd, 11 nekuidkti a zbylych 20
tvotili exkufaci. Ze vSech pacientti negativnich na CAAL bylo 7 kutékd, 9 nekurdkti a 13

exkuréka (viz Graf €. 1).

Graf 1: Celkovy pocet pozitivnich a negativnich pacienti na CAAL s ohledem na koufeni.

60%

50%

40%

30%

kufak exkufak nekufak

B CAAL+ M negativni

vwr

zvySovala se u exkutdkd a nejvyssi byla u nekurdkt (61 %), a naopak. Tomu odpovidala 1
prumérna hladina protilatek proti C. albicans, které byly ve vSech tiidach (IgA, IgM i IgG) u
kutakt vzdy nejnizsi. Nejvyssi ale nebyla vzdy u nekuidka — ve tiidach IgA (odpovidaji za
slizni¢ni imunitu) byla nejvyssi u exkutak, stejné jako u IgM (jsou markerem akutni reakce).
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U nekurakl byla primérna hladina protilatek nejvyssi jen u IgG, které piedstavuji dlouhodobé
pretrvavajici protilatky, takze pravdépodobné vypovidaji sumarn€ o celé predchozi historii
stimulace imunitniho systému pacienta pritomnosti C. albicans (viz Graf ¢. 2). Srovnanim
hladiny protilatek u pacientli pozitivnich na C. albicans s negativnimi se potvrdila korelace
pramérnych hladin ve vSech tfidach se zjisténou piitomnosti C. albicans ve vyplachu z dutiny
ustni. Nejvyraznéjsi rozdil byl vSak pozorovéan u IgA, coz dobie odpovida obecné roli téchto
protilatek ve slizniéni imunit¢ — znamena to, Ze u C. albicans nejvice bezprostfedné
vypovidaji o aktualnim stavu kolonizace sliznice dutiny ustni touto kvasinkou (viz Graf ¢. 3).
Tato tfida vykazovala také nejvétsi rozdil primérnych hladin mezi kufdky a exkufdky.
Obecné ale velké smérodatné odchylky vypovidaji o tom, ze existuji bud’ velké rozdily v
interindividualni reaktivité imunitniho systému na piitomnost C. albicans, nebo jsou velké

rozdily v imunogennosti jednotlivych kment C. albicans, piip. jde o kombinaci obojiho.

Tabulka 29: Hladiny protilatek jednotlivych tiid (IgA, IgG, IgM) u kufakd, nekutaki a
exkufakt (bez ohledu na ptitomnost CAAL v DU).

Typ pacienta 19A SD IgA 19G SD 19G IgM SD IgM
kurak 3,02 1,234 60,21 48,545 3,56 1,538
nekurak 5,67 4,618 79,42 46,929 4,38 1,937
exkurak 5,05 4,104 84,71 35,471 3,74 1,797
Graf 2: Hladiny protilatek tiidy IgA, IgG a IgM s ohledem na kouieni.
IgG

IgA IgM

kurak exkurak

nekurak

kurak

exkurak
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Tabulka 30: Hladiny protilatek jednotlivych t¥id (IgA, IgG, IgM) u pacientd pozitivnich a

negativnich na C. albicans (bez ohledu na koufeni).

Hladiny protilatek

IgA | SDIgA 1gG  SDIgG | IgM = SD IgM

Polet pacientit pozitivnichna | o | 5a0 | 4711 | 8611 | 40607 | 424 | 1,908
CAAL 1 L 1 1 b L
Pocet pacientii negativni na
enu n 29 | 417 | 3137 | 60,85 41747 | 347 @ 1526

Graf 3: Hladiny protilatek tfidy IgA, IgG a IgM v zavislosti na pfitomnosti nebo

neptitomnosti C. albicans ve vzorcich z dutiny Gstni (bez ohledu na koufeni).

IgA IgM IgG

negativni CAAL+ negativni CAAL+ negativni CAAL+
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6 DISKUSE

Kolonizace hornich a dolnich cest dychacich hraje klicovou roli pfi vzniku infekeci
respiracniho traktu, které mohou predstavovat riziko pro pacienty zejména s oslabenou
imunitou. V¢asna diagnéza daného onemocnéni a rychla identifikace patogennich
mikroorganismi, at’ uz pfimo se podilejicich na vziku nemoci nebo ohrozujicich Zivot
pacienta s oslabenou imunitou v dasledku jiného chorobného stavu, jsou nezbytné pro
zavedeni cilené terapie a nasledné 1écby. Velice efektivni metodou rychlého urceni
mikroorganismi Kultivovanych na agarovych ptidach je hmotnostni spektrometric MALDI-
TOF. Hodnota skoére vzorku vygenerovana pfistrojem MALDI-TOF MS predstavuje
pravdépodobnost toho, ze identifikovany mikroorganismus je jednim z druhl, které se
nachdazeji v databazi. Problémy nastavaji béhem analyzy blizce pribuznych druht, které obcas
na zaklad¢ ziskaného hmotnostniho spektra nemusi byt spravné diferencovany. Proto nékteré
druhy bylo nutné shrnout do jedné polozky a to z toho divodu, ze jsou od sebe pomoci
MALDI Biotyper obtizné odlisitelné. K témto druhtim patii streptokoky skupiny mitis, tj.
Streptococcus mitis, S. oralis, S. pneumoniae a S. pseudodopneumoniae (SMOPP), dale
Veillonella atypica a V. parvula, které shrnujeme jako Veillonella sp. (VAP) a také druhy

rodu Enterobacter. V ramci vlastniho zpracovavani vzorkt byla tato skute¢nost zohlednéna.

Mikrobidlni kolonie vypéstované na riiznych kultivacnich pidach (KA, COKO, NAS,
F, S, N, DX) byly identifikovany pomoci MALDI-TOF MS s vyuzitim softwaru MALDI
Biotyper. Experimentdlni Cast bakalarsské prace byla zaméfena na identifikaci
mikroorganismt pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS, srovnani vysledkl
analyzy mezi jednotlivymi pacienty a posouzeni, zda nékteré druhy v DU nebo DCD byly
casto detekovany spolecné. Vzorky pochdzely od pacienti s nemalobunéénym karcinomem

plic a kolorektalnim karcinomem.

Vysledky kultivace tekutiny z BAL byly srovnany s vysledky kultivace mikrobioty
dutiny ustni a stfev, zda identifikované mikrobidlni druhy dolnich cest dychacich mohou
pochézet z dutiny ustni, pfipadné¢ z traviciho traktu. Z BAL 23 pacientl nejcastéji
detekovanymi mikrobialnimi druhy byly streptokoky, rody Veillonella, Prevotella nebo
aktinomycety. Ve vzorcich z DU od 116 pacientli byly nejcastéji detekovany opét viridujici
streptokoky, dale aktinomycety, rody Rothia, Neisseria, Veillonella nebo Haemophilus. Horni
cesty dychaci jsou kolonizovany fadou rozmanitych mikroorganismi, coz potvrzuje

skutec¢nost, ze ze 116 vzorkl pochazejicih z DU pacientti bylo celkové izolovano 2073 kultur,
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mezi kterymi bylo identifikovano az 186 rtznych mikrobidlnich druhd. Ackoliv byly
zkoumany vzorky pacienti s diagnézami rakovinového bujeni (NSCLC a CRC), vyse
zminéné bakteridlni rody jsou soucasti normalni respiracni mikroflory zdravych jedinct,
jejichz dychaci cesty mohou byt také osidleny potencialnimi patogeny jako druhy
Staphylococcus aureus, jehoz piitomnost v ramci zkoumanych vzorkti z BAL a DU byla
potvrzena puze u tfech pacientll, nebo Haemophilus influenzae, ktery se vyskytnul jenom u
péti pacientll. Je patrné, Ze mikrobiota dolnich cest dychacich pochazi z dutiny Gstni, v mensi
mife také ze stiev. Rada identifikovanych mikrobidlnich druh v DCD se totiz shodovala s

druhy v DU a R nebo ST zkoumanych pacienti.

Stfevni bakterie se do plic dostavaji prostiednictvim refluxu, ktery nejdiiv umoziuje
transport mikroorganismu z traviciho traktu do hornich cest dychacich a poté mikroaspiraci
nasleduje jejich translokace do dolnich cest dychacich. Bakterie ze zaZivaciho traktu nebo z
dutiny Ustni nemusi byt vzdy schopné plice trvale kolonizovat, napf. z divodu pro né
nevhodnych podminek prostiedi. Proto pocet vzorkti z BAL, spolecné s celkovym poctem
mikrobidlnich druhti identifikovanych v BAT pacientli byl mensi, protoze mikroorganismy
jsou v DCD oproti dutin€ Ustni nebo stfeviim pfitomny v mens$im mnoZstvi. Kromé toho
bakterie mohou byt transportovany do DCD a jinych tkani a organd krvi a lymfou (Elliot et
al., 2018; Wilson, 2005).

U nékterych mikroorganismtl jsme ale pozorovali Castéjsi vyskyt v tekutiné z BAL, t;.
v DCD, nez ve vyplachu z dutiny Gstni. Tento vysledek lze vysvétlit dvéma zplisoby — nekteré
druhy se nemusi dafit z vyplachu z dutiny Ustni kultivovat tak ¢asto, jako z tekutiny z BAL ne
proto, Ze v ni nejsou piitomny, ale proto, ze v konkurenci vét§iho mnozstvi bakterii v HCD
nejsou po inokulaci na agar schopny konkurence a nejsou proto detekovany. Druhym
vysvétlenim miize byt, ze sice se v HCD vyskytuji a pfechazeji odtud do DCD, ale v DCD
maji vzhledem k mens$i konkurenci jinych mikrobd a nékterym dalSim specifickym
odliSnostem lepSi podminky, dosahuji zde vysSi hustoty kolonizace a jsou proto Castéji
uspésné kultivovany. V nasi praci nedokézeme odlisit, ktery z téchto dvou mechanismu vedl k
Casteési kultivaci urcitého druhu z DCD, pfip. u kterého konkrétniho druhu se mohou oba tyto
mechanismy v rizné mife kombinovat. V kazdém ptipadé jsou druhy, zachycované castéji z

DCD, kandidaty na dalsi studium jako moZzni pfedstavitelé mikrobioty specifické pro DCD.

Nasimi kultiva¢nimi technikami jsme zaznamenali ¢astéjsi vyskyt v DCD ve srovnani
s HCD u téchto druht (uvedeny jsou jen druhy, které se vyskytly alespon v 5 vzorcich BAT):
Veillonella atypica (pozitivnich 70 % vzorkt z BAL versus 48 % z DU), Streptococcus
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pneumoniae (48 % versus 35 %), Prevotella melaninogenica (30 % versus 17 %),
Streptococcus constellatus (26 % versus 19 %), Leptotrichia sp. (22 % versus 6 %),
Prevotella jejuni (22 % versus 6 %), Solobacterium moorei (22 % versus 4 %) a

Streptococcus peroris (22 % versus 12 %).

Nekteré druhy mikrobioty hornich nebo dolnich cest dychacich byly typicky
detekovany spolecné. Pro posouzeni ndhodnosti spole¢ného vyskytu druh@ byly pouzity
jenom vzorky z BAL a DU. Muselo se jednat o druhy detekované z téchto oblasti, jejichz
absolutni Cetnost byla vyssi jak 50, protoze pro vzacné druhy by stanoveni nahodnosti
spole¢ného vyskytu bylo velmi nespolehlivé. Konkrétné se jednalo o nasledujici organismy:
Streptococcus parasanguinis, S. salivarius, S. anginosus, S. vestibularis, SMOPP,
Actinomyces odontolyticus, A. oris, Rothia mucilaginosa, R. dentocariosa, Neisseria subflava,
Candida albicans, Haemophilus parainfluenzae a VAP. Pokud podil hodnot skute¢né
absolutni cetnosti a ndhodného spolecného vyskytu dvou mikrobl byl vétsi jak jedna,
vyskytovaly se oba mikroorganismy spole¢né Castéji a naopak. Napiiklad SMOPP nemély
zvySenou (vice nez 1,2x) ani snizenou (méné nez 0,8x) vazbu na zddny z druht uvedenych
v Tabulce €. 26 a to z toho divodu, Ze tyto streptokoky se vyskytovaly téméf u vSech pacient
(98 %), a proto jejich zvyseny vyskyt nemél k ostatnim druhiim zadny vztah. Obdobna situace
platila pro Streptococcus parasanguinis nebo S. salivarius. Mikroorganismy, jejichz skore
bylo 1,2x a vys§i, se spolu vyskytovaly Castéji, nez by odpovidalo ndhodé. Konkrétné se
jednalo o druhy (i) Haemophilus parainfluenzae s Actinomyces oris a Streptococcus
vestibularis, (ii) Neisseria subflava s Rothia mucilaginosa, H. parainfluenzae a S.
vestibularis, (iii) Rothia dentocariosa se Streptococcus anginosus, R. mucilaginosa, Candida
albicans a Actinomyces odontolyticus. Skore zieteln€ nizsi nez 0,8x vykazovala pti kombinaci
s druhy Haemophilus parainfluenzae a Veillonella sp., bakterie Streptococcus anginosus.
Konkrétné S. anginosus ovliviioval pravdépodobné i fadu ostatnich druhti, jako jediny totiz ve
vice pifipadech vykazoval odchylku od nahody <0,8%, pficemz jedina bakterie, ktera jeho
pritomnost evidentné dobfe snasela, byla R. dentocariosa s hodnotou skore 1,18x. S fadou
kazdého pacienta, se vyskytovaly pouze u 85 % pozitivnich na S. anginosus, oproti ocekavané
100% pozitivit¢ na zakladé nahody. To vSechno napovida tomu, ze S. anginosus ma urcité
specifické postaveni, protoze se jeho pfitomnost Castéji S jinymi mikroorganismy vylucuje.

Diivodem muize byt uvoliiovani toxinu, ktery potlacuje rist ostatnich bakterii. Tahle hypotéza
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by mohla byt dale laboratorné testovana, napi. spole¢nou kultivaci S. anginosus s ostatnimi

bakteriemi a posouzenim, zda snizuje jejich zivotaschopnost nebo schopnost se mnozit.

Primarni kolonizatofi jsou schopni vazat se pomoci vlastnich adhezinii na respiracni
povrchy prostiednictvim receptori. Mezi tyto prukopnické mikroorganismy, které svou
vazbou na receptory fasinkového epitelu dychacich cest nebo enamelu, dasni apod. dokazou
rast a reprodukovat se pfimo na misté, v acorobnich podminkach prostfedi s neutralnim pH,
patii pravé Casto detekované viridujici streptokoky (hlavné Streptococcus mitis, S. oralis),
rody Neisseria, Haemophilus (H. parainfluenzae) a aktinomycety (A. odontolyticus).
Postupny vyvoj a rust téchto mikrobidlnich spolecenstvi méni prostfedi mnoha zplsoby,
v disledku spotteby kysliku, vylu¢ovani produktli metabolismu ¢i degradaci hostitelskych
makromolekul. Ve vysledku pak vznikaji oblasti dychacich cest, které jsou mén¢ aerobni, jsou
zdrojem novych Zivin a poskytuji dalsi substraty, které umoziuji adhezi dalSich mikrobialnich
druhti. Takové organismy, které nejsou schopné se udrzet a piezivat na povrchu bez
pfitomnosti a ¢innosti jinych organismi, se oznacuji jako sekundarni kolonizatofi. To vede ke
vzniku rozmanitéj$ich mikrobialnich spolecenstvi, ve kterych mikrobi vzajemné mezi sebou
interaguji, at uZ v pozitivnim nebo negativnim slova smyslu. Proto napf. obligatni
anaerobové, jako VAP, byli casto detekovani spolecné s aerobnimi nebo fakultativné
aerobnimi druhy, jako jsou streptokoky a Neisseria subflava, protoze dokazou v respira¢nim
traktu prezivat pouze v jejich pritomnosti. Veillonella sp. zase podporuje rist bakterie
Pseudomonas aeruginosa, ktera je nebezpeénym respiranim patogenem zejména pro
pacienty s cystickou fibrozou (Banerjee et al., 2000; Wilson, 2005). Castg&jsi spole¢né vyskyty
jednotlivych druhd mohou byt tedy dany bud charakteristickou mikrobiotou nékterych
jedinc, nebo jak jiz bylo feCeno, se nékteré bakterie mohou vzajemné symbioticky
podporovat. Anebo naopak, jako v ptipad¢ bakterie Streptococcus anginosus, se mize jednat

o situaci, kdy bakterie potlacuje rtst téch druht, se kterymi se vyskytuje méné casto.

Koufeni mé vliv na sloZeni mikroflory, cigaretovy kouf zvySuje adhezi bakterii k
epitelidlnim buiikam dychacich cest. Podle fady pfedchozich studii je kouteni také spojeno se
zvysenou kolonizaci sliznic dychacich cest kvasinkou Candida albicans. V nasem souboru
dat jsme prekvapivé pozorovali pravy opak, jak ve vyskytu C. albicans ve vzorcich, tak v
primérné hladiné protilatek, zejména IgA. Mozné vysvétleni je dvoji — soubor pacientil s
dosud vysetfenou hladinou protilatek je pfili§ maly, takze jsou vysledky zkresleny ndhodou,
nebo je slozeni naSich pacienti natolik specifické, ze se pfiliS vymyka obecné populaci.

Vysvétleni tohoto pozorovani bude mozné pravdépodobné az po shromazdéni vysledkl od
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vétsiho souboru pacientti, ktefi budou také podrobnéji stratifikovani s ohledem na jejich

zéakladni onemocnéni.

Nase vysledky alesponi potvrdily, ze existuje korelace mezi primérnou hladinou
protilatek a kolonizaci sliznic pacienta C. albicans, pficemz nejsilnéjSi korelaci jsme
pozorovali ve vazbé na slizniCni protilatky tiidy IgA. Podrobnéjsi korelace hladin se
zakladnim onemocnénim a jeho pribéhem muize v budoucnu ukdzat, zda existuji vazby mezi
vyvojem a agresivitou rakoviny plic a interakci organismu s C. albicans. I kdyz se na zakladé
velkého rozptylu hladin protilatek muize jevit jejich stanoveni jako malo spolehlivé, mize se
ukazat pravy opak, pokud napft. protilatky IgG budou vypovidat o celkové historii ,,potykéani
se” pacienta s C. albicans, coz mize byt pro ovlivnéni kancerogeneze vyznamnéj$i nez

momentalni akutni stav v dobé odbéru vzorku na kultivaci.
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7 ZAVER

V teoretické Casti bakalarské prace byla objasnéna fyziologicka kolonizace dychacich
cest, spole¢né¢ s uvedenim nékolik vyznamnych mikrobialnich rodd a druht. V praktické ¢asti
byly pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF identifikovany druhy z hornich a
dolnich cest dychacich, a stfev vybranych pacientd s NSCLC nebo CRC. Byla potvrzena
pfitomnost béznych kolonizatora respiraéniho traktu rodu Streptococcus, Veillonella,
Actinomyces, Prevotella, Rothia ¢i Haemophilus. Vysledky kultivace z bronchoalveolarni
tekutiny byly srovnany s mikrobiotou z dutiny Gstni a stfev. Rada mikroorganisma z BAT
byla detekovana v DU, coz potvrzuje skuteCnost, zZe mikrobiota dolnich cest dychacich
pochazi z dutiny Ustni, v mensi mife také ze stiev. Pomoci vypoctu podilu hodnot skute¢né
absolutni ¢etnosti a ndhodného spolecného vyskytu dvou mikrobt bylo zjisténo, které z téchto
druht byly typicky detekovany spoleéné. Konkrétné se jednalo o druhy Haemophilus
parainfluenzae, Actinomyces oris, Actinomyces odontolyticus, Streptococcus vestibularis,
Streptococcus anginosus, Neisseria subflava, Rothia mucilaginosa, Rothia dentocariosa a
Candida albicans. Kultiva¢ni detekce kvasinky Candida albicans v dutin¢ tstni korelovala s
pramérnou hladinou sérovych protilatek, nejvyrazné;si korelace byla pozorovana u slizni¢nich

protilatek tiidy IgA.
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9 PRILOHY

Piiloha 1: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterii SMOPP s ostatnimi

druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Piiloha 2: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Streptococcus

parasanguinis s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Piiloha 3: Tabulka posouzeni nahodnosti spoleéného vyskytu bakteric Actinomyces

odontolyticus s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Piiloha 4: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Streptococcus

salivarius s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Piiloha 5: Tabulka posouzeni nahodnosti spoleéného vyskytu bakterie Streptococcus

anginosus s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Piiloha 6: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Rothia mucilaginosa s

ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Priloha 7: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Neisseria subflava s

ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Piiloha 8: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu kvasinky Candida albicans s

ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Priloha 9: Tabulka posouzeni nahodnosti spoleéného vyskytu bakterii Veillonella sp. s

ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Piiloha 10: Tabulka posouzeni nahodnosti spoleéného vyskytu bakterie Haemophilus

parainfluenzae s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Piiloha 11: Tabulka posouzeni ndhodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Rothia dentocariosa

s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Piiloha 12: Tabulka posouzeni nahodnosti spoleéného vyskytu bakterie Actinomyces oris s

ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Piiloha 13: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Streptococcus

vestibularis s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.
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Streptococcus

SMOPP

Streptococcus
Haemophilus
Actinomyces
Actinomyces
Veillonella
Neisseria
Candida
Rothia
Streptococcus
Rothia
Streptococcus
Streptococcus

Mikrobialni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B

salivarius
parainfluenzae
oris
odontolyticus
VAP

subflava
albicans
dentocariosa
parasanguinis
mucilaginosa
vestibularis
anginosus

Nahodny

spoleény
vyskyt

0,6828
0,4505
0,3871
0,6969
0,6898
0,4716
0,4294
0,4294
0,7954
0,4927
0,3871
0,6124

Skutecny
absolutni
vyskyt A

sB

96

63

54

97

95

64

58

58

107

66

50

72

Skute¢na
¢etnost
vyskytu A
sB

0,6906
0,4532
0,3885
0,6978
0,6835
0,4604
0,4173
0,4173
0,7698
0,4748
0,3597
0,5180

Ptiloha 1: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterii SMOPP s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi jak 50.

Skuteéna
cetnost/Cetnost
dle nahody

1,0115
1,0061
1,0035
1,0014
0,9908
0,9763
0,9718
0,9718
0,9678
0,9637
0,9291
0,8458



Ptiloha 2: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢né¢ho vyskytu bakterie Streptococcus parasanguinis s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni

cetnosti vyssi jak 50.

Skuteény = Skutecna

Nahodny - Skutefna
Mikrobiilni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B | spole¢ny alzsolutnl ’cetnost cetnost/Cetnost
, vyskyt A | vyskytu A .
vyskyt SB SB dle nahody
Streptococcus salivarius 0,5673 84 0,6043 1,0652
Veillonella VAP 0,5732 81 0,5827 1,0167
Haemophilus parainfluenzae 0,3743 52 0,3741 0,9994
Neisseria subflava 0,3919 54 0,3885 0,9914
Rothia mucilaginosa 0,4094 56 0,4029 0,9841
AR SEEEETE Actinomyces odontolyticus 0,5790 79 0,5683 0,9816
Rothia dentocariosa 0,3568 48 0,3453 0,9679
Streptococcus SMOPP 0,7954 107 0,7698 0,9678
Candida albicans 0,3568 47 0,3381 0,9478
Actinomyces oris 0,3217 42 0,3022 0,9393
Streptococcus vestibularis 0,3217 42 0,3022 0,9393
Streptococcus anginosus 0,5088 58 0,4173 0,8201



Ptiloha 3: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Actinomyces odontolyticus s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni

cetnosti vyssi jak 50.

Mikrobialni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B

Actinomyces

odontolyticus

Rothia
Rothia
Actinomyces
Streptococcus
Haemophilus
Neisseria
Streptococcus
Candida
Veillonella
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus

dentocariosa
mucilaginosa
oris

salivarius
parainfluenzae
subflava
SMOPP
albicans

VAP
parasanguinis
vestibularis
anginosus

Nahodny

spoleény
vyskyt

0,3126
0,3587
0,2818
0,4970
0,3279
0,3433
0,6969
0,3126
0,5021
0,5790
0,2818
0,4458

Skuteény = Skutecna

absolutni | cetnost

vyskyt A | vyskytu A
sB sB
50 0,3597
56 0,4029
43 0,3094
74 0,5324
48 0,3453
50 0,3597
97 0,6978
43 0,3094
69 0,4964
79 0,5683
38 0,2734
56 0,4029

Skuteéna
c¢etnost/Cetnost
dle nahody

1,1509
1,1232
1,0977
1,0711
1,0530
1,0478
1,0014
0,9897
0,9886
0,9816
0,9701
0,9038



Priloha 4: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Streptococcus salivarius s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni

cetnosti vyssi jak 50.

Mikrobialni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B

Streptococcus

salivarius

Actinomyces
Neisseria
Haemophilus
Actinomyces
Streptococcus
Rothia
Rothia
Streptococcus
Veillonella
Streptococcus
Candida
Streptococcus

oris

subflava
parainfluenzae
odontolyticus
parasanguinis
dentocariosa
mucilaginosa
vestibularis
VAP

SMOPP
albicans
anginosus

Nahodny

spoleény
vyskyt

0,2761
0,3364
0,3213
0,4970
0,5673
0,3062
0,3514
0,2761
0,4920
0,6828
0,3062
0,4368

Skuteény = Skutecna

absolutni | cetnost

vyskyt A | vyskytu A
sB sB
42 0,3022
51 0,3669
48 0,3453
74 0,5324
84 0,6043
45 0,3237
51 0,3669
40 0,2878
70 0,5036
96 0,6906
40 0,2878
50 0,3597

Skuteéna
c¢etnost/Cetnost
dle nahody

1,0943
1,0908
1,0747
1,0711
1,0652
1,0571
1,0440
1,0422
1,0236
1,0115
0,9397
0,8236



Priloha 5: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Streptococcus anginosus s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni

cetnosti vyssi jak 50.

Skuteény = Skutecna

Nahodny - Skutefna
Mikrobiilni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B | spole¢ny alzsolutnl ’cetnost cetnost/Cetnost
, vyskyt A | vyskytu A .
vyskyt SB SB dle nahody
Rothia dentocariosa 0,2747 45 0,3237 1,1786
Candida albicans 0,2747 38 0,2734 0,9953
Rothia mucilaginosa 0,3152 42 0,3022 0,9586
Actinomyces oris 0,2477 33 0,2374 0,9586
Actinomyces odontolyticus 0,4458 56 0,4029 0,9038
I anginosus Streptococcus vestibularis 0,2477 31 0,2230 0,9005
Streptococcus SMOPP 0,6124 72 0,5180 0,8458
Neisseria subflava 0,3017 35 0,2518 0,8346
Streptococcus salivarius 0,4368 50 0,3597 0,8236
Streptococcus parasanguinis 0,5088 58 0,417 0,8201
Veillonella VAP 0,4413 49 0,3525 0,7989
Haemophilus parainfluenzae 0,2882 32 0,2302 0,7989



Ptiloha 6: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Rothia mucilaginosa s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti

vyssi jak 50.

Mikrobialni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B

Rothia

mucilaginosa

Neisseria
Rothia
Actinomyces
Streptococcus
Streptococcus
Candida
Streptococcus
Actinomyces
Streptococcus
Streptococcus
Veillonella
Haemophilus

subflava
dentocariosa
odontolyticus
vestibularis
salivarius
albicans
parasanguinis
oris

SMOPP
anginosus
VAP
parainfluenzae

Nahodny

spoleény
vyskyt

0,2427
0,2210
0,3587
0,1993
0,3514
0,2210
0,4094
0,1993
0,4927
0,3152
0,3551
0,2319

Skuteény = Skutecna

absolutni | cetnost

vyskyt A | vyskytu A
sB sB
42 0,3022
36 0,2590
56 0,4029
30 0,2158
51 0,3669
31 0,2230
56 0,4029
27 0,1942
66 0,4748
42 0,3022
47 0,3381
28 0,2014

Skuteéna
c¢etnost/Cetnost
dle nahody

1,2448
1,1719
1,1232
1,0831
1,0440
1,0091
0,9841
0,9748
0,9637
0,9586
0,9523
0,8688



Ptiloha 7: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Neisseria subflava s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti

vyssi jak 50.

Mikrobialni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B

Neisseria

subflava

Rothia
Streptococcus
Haemophilus
Actinomyces
Streptococcus
Rothia
Actinomyces
Streptococcus
Streptococcus
Veillonella
Candida
Streptococcus

mucilaginosa
vestibularis
parainfluenzae
oris

salivarius
dentocariosa
odontolyticus
parasanguinis
SMOPP

VAP

albicans
anginosus

Nahodny

spoleény
vyskyt

0,2427
0,1907
0,2219
0,1907
0,3364
0,2115
0,3433
0,3919
0,4716
0,3398
0,2115
0,3017

Skuteény = Skutecna

absolutni | cetnost

vyskyt A | vyskytu A
sB sB
42 0,3022
33 0,2374
37 0,2662
29 0,2086
51 0,3669
31 0,2230
50 0,3597
54 0,3885
64 0,4604
44 0,3165
25 0,1799
35 0,2518

Skuteéna
c¢etnost/Cetnost
dle nahody

1,2448
1,2448
1,1994
1,0939
1,0908
1,0543
1,0478
0,9914
0,9763
0,9315
0,8503
0,8346



Ptiloha 8: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu kvasinky Candida albicans s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni Cetnosti

vyssi jak 50.

Mikrobialni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B

Candida

albicans

Rothia
Rothia
Streptococcus
Actinomyces
Streptococcus
Actinomyces
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus
Veillonella
Haemophilus
Neisseria

dentocariosa
mucilaginosa
anginosus
oris
vestibularis
odontolyticus
SMOPP
parasanguinis
salivarius
VAP
parainfluenzae
subflava

Nahodny

spoleény
vyskyt

0,1926
0,2210
0,2747
0,1736
0,1736
0,3126
0,4294
0,3568
0,3062
0,3094
0,2021
0,2115

Skuteény = Skutecna

absolutni | cetnost

vyskyt A | vyskytu A
sB sB
31 0,2230
31 0,2230
38 0,2734
24 0,1727
24 0,1727
43 0,3094
58 0,4173
47 0,3381
40 0,2878
38 0,2734
24 0,1727
25 0,1799

Skuteéna
c¢etnost/Cetnost
dle nahody

1,1580
1,0091
0,9953
0,9943
0,9943
0,9897
0,9718
0,9478
0,9397
0,8836
0,8545
0,8503



Pfiloha 9: Tabulka posouzeni nahodnosti spolecného vyskytu bakterii Veillonella sp. s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti vyssi

jak 50.

Mikrobialni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B

Veillonella

VAP

Streptococcus
Haemophilus
Streptococcus
Actinomyces
Streptococcus
Actinomyces
Rothia
Rothia
Neisseria
Streptococcus
Candida
Streptococcus

salivarius
parainfluenzae
parasanguinis
oris

SMOPP
odontolyticus
dentocariosa
mucilaginosa
subflava
vestibularis
albicans
anginosus

Nahodny

spoleény
vyskyt

0,4920
0,3246
0,5732
0,2790
0,6898
0,5021
0,3094
0,3551
0,3398
0,2790
0,3094
0,4413

Skuteény = Skutecna

absolutni | cetnost

vyskyt A | vyskytu A
sB sB
70 0,5036
46 0,3309
81 0,5827
39 0,2806
95 0,6835
69 0,4964
42 0,3022
47 0,3381
44 0,3166
36 0,2590
38 0,2734
49 0,3525

Skuteéna
c¢etnost/Cetnost
dle nahody

1,0236
1,0195
1,0167
1,0058
0,9908
0,9886
0,9766
0,9523
0,9315
0,9284
0,8836
0,7989



Ptiloha 10: Tabulka posouzeni nahodnosti spoleéného vyskytu bakterie Haemophilus parainfluenzae s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni

cetnosti vyssi jak 50.

Skuteény = Skutecna

Nahodny - Skutefna
Mikrobiilni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B | spole¢ny alzsolutnl ’cetnost cetnost/Cetnost
, vyskyt A | vyskytu A .
vyskyt SB SB dle nahody
Actinomyces oris 0,1822 32 0,2302 1,2636
Streptococcus vestibularis 0,1822 31 0,2230 1,2241
Neisseria subflava 0,2219 37 0,2662 1,1994
Rothia dentocariosa 0,2021 32 0,2302 1,1393
Streptococcus salivarius 0,3213 48 0,3453 1,0747
el e L e Actinomyces odontolyticus 0,3279 48 0,3453 1,0530
Veillonella VAP 0,3246 46 0,3309 1,0195
Streptococcus SMOPP 0,4505 63 0,4532 1,0061
Streptococcus parasanguinis 0,3743 52 0,3741 0,9994
Rothia mucilaginosa 0,2319 28 0,2014 0,8688
Candida albicans 0,2021 24 0,1727 0,8545
Streptococcus anginosus 0,2882 32 0,2302 0,7989



Ptiloha 11: Tabulka posouzeni nahodnosti spoleéného vyskytu bakterie Rothia dentocariosa s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti

vyssi jak 50.

Mikrobialni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B

Rothia

dentocariosa

Streptococcus
Rothia
Candida
Actinomyces
Haemophilus
Actinomyces
Streptococcus
Streptococcus
Neisseria
Veillonella
Streptococcus
Streptococcus

anginosus
mucilaginosa
albicans
odontolyticus
parainfluenzae
oris
vestibularis
salivarius
subflava

VAP

SMOPP
parasanguinis

Nahodny

spoleény
vyskyt

0,2747
0,2210
0,1926
0,3126
0,2021
0,1736
0,1736
0,3062
0,2115
0,3094
0,4294
0,3568

Skuteény = Skutecna

absolutni | cetnost

vyskyt A | vyskytu A
sB sB
45 0,3237
36 0,2590
31 0,2230
50 0,3597
32 0,2302
27 0,1942
27 0,1942
45 0,3237
31 0,2230
42 0,3022
58 0,4173
48 0,3453

Skuteéna
c¢etnost/Cetnost
dle nahody

1,1786
1,17190
1,1580
1,1509
1,1393
1,1186
1,1186
1,0571
1,0543
0,9766
0,9718
0,9679



Pfiloha 12: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Actinomyces oris s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni ¢etnosti

vyssi jak 50.

Mikrobialni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B

Actinomyces

oris

Haemophilus
Rothia
Streptococcus
Actinomyces
Streptococcus
Neisseria
Veillonella
Streptococcus
Candida
Rothia
Streptococcus
Streptococcus

parainfluenzae
dentocariosa
vestibularis
odontolyticus
salivarius
subflava

VAP

SMOPP
albicans
mucilaginosa
anginosus
parasanguinis

Nahodny

spoleény
vyskyt

0,1822
0,1736
0,1566
0,2818
0,2761
0,1907
0,2790
0,3871
0,1736
0,1993
0,2477
0,3217

Skuteény = Skutecna

absolutni | cetnost

vyskyt A | vyskytu A
sB sB
32 0,2302
27 0,1942
24 0,1727
43 0,3094
42 0,3022
29 0,2086
39 0,2806
54 0,3885
24 0,1727
27 0,1942
33 0,2374
42 0,3022

Skuteéna
c¢etnost/Cetnost
dle nahody

1,2636
1,1186
1,1028
1,0977
1,0943
1,0939
1,0058
1,0035
0,9943
0,9748
0,9586
0,9393



Ptiloha 13: Tabulka posouzeni nahodnosti spole¢ného vyskytu bakterie Streptococcus vestibularis s ostatnimi druhy z BAT a DU, s absolutni

cetnosti vyssi jak 50.

Skuteény = Skutecna

Nahodny - Skutefna
Mikrobiilni rod A | Mikrobialni druh A | Mikrobialni rod B | Mikrobialni druh B | spole¢ny alzsolutnl ’cetnost cetnost/Cetnost
, vyskyt A | vyskytu A .
vyskyt SB SB dle nahody
Neisseria subflava 0,1907 33 0,2374 1,2448
Haemophilus parainfluenzae 0,1822 31 0,2230 1,2241
Rothia dentocariosa 0,1736 27 0,1942 1,1186
Actinomyces oris 0,1566 24 0,1727 1,1028
Rothia mucilaginosa 0,1993 30 0,2158 1,0831
I vestibularis Streptococcus salivarius 0,2761 40 0,2878 1,0422
Candida albicans 0,1736 24 0,1727 0,9943
Actinomyces odontolyticus 0,2818 38 0,2734 0,9701
Streptococcus parasanguinis 0,3217 42 0,3022 0,9393
Streptococcus SMOPP 0,3871 50 0,3597 0,9291
Veillonella VAP 0,2790 36 0,2590 0,9284

Streptococcus anginosus 0,2477 31 0,2230 0,9005



