Jaka je definice bakterialniho druhu ?

Zékladni taxonomicka jednotka:

R/

¢ bakterialni druh - je souborem bakteridlnich kmentu sdilejici stalé shodné
vlastnosti (fenotypové 1 gentoypové — sekvence geni pro 16S rRNA,
DNA-DNA hybridizace) a liSici se jimi od kmeni jinych validné popsanych druhti

The shared genes, as expected, encoded the most conserved cellular functions and comprised
genes for ribosomal proteins, aminoacyl tRNA synthetases, enzymes of the central metabolic
pathway, and a few other known highly conserved genes (e.g., RNA polymerase, elongation

factor, peptide release factor, DNA gyrase, ABC transporter, ATP synthase, and chaperones).

For some genomics researchers with an interest in bacterial phylogeny, it is a perennially
vexatious question whether bacteria have species (19). Taxonomists have a more pragmatic
approach to the problem and define the bacterial species as the basic unit of bacterial
taxonomy and operationally as a group of strains sharing 70% or greater DNA-DNA
relatedness under standardized hybridization conditions. Phenotypic and chemotaxonomic
features should agree with this definition. The use of many genotypic, phenotypic, and
phylogenetic data in defining bacterial species became known as polyphasic taxonomy, which
has been the consensus approach to bacterial systematics for 35 years (54). Meanwhile, 16S
rRNA sequencing and its cataloguing have revolutionized bacterial systematics. To this
technique have been added still other DNA-based approaches, like rapid DNA typing
methods, multilocus sequence analysis (MLSA) of housekeeping genes, and lately, sequence
analyses of complete genomes. This technical progress led the ad hoc committee for the
reevaluation of the species definition in bacteriology to the following species definition. "A
species is a category that circumscribes a (preferably) genomically coherent group of
individual isolates/strains sharing a high degree of similarity in (many) independent features,
comparatively tested under highly standardized conditions" (49). This committee identified
the sequencing of housekeeping genes, DNA profiling, and DNA arrays as methods with great
promise in bacterial systematics. While the first two methods became standard tools of the
bacterial taxonomist, DNA arrays are still not routinely used in bacterial taxonomy.
Lactobacilli have been intensively investigated by polyphasic taxonomy (54), DNA typing
(59), and rRNA analysis (9, 15) and lately also by the comparison of complete genome
sequences (9, 34). Only one study with L. plantarum, using microarray technology, addressed
the intraspecies diversity in lactobacilli (36). We conducted a microarray analysis in the L.
acidophilus complex for intra- and interspecies diversity, which we complemented with
multilocus sequence analysis, sugar fermentation analysis, DNA typing, and comparative
genomics. A remarkably consistent pattern emerged from this comparative analysis,
underlining the fact that we are dealing in the L. acidophilus complex with a natural group,
despite the highly variable genomic G+C contents.

Varianty uvniti druhu se 1i8i v:
- antigennich strukturach (pak jsou jednotlivé mensi jednotky nez druh tzv. sérovary)
- v biochemickych vlastnostech (biovary),
- vrostlinné virulenci (patovary)
- dale podle citlivosti k faglim (fagotypy).
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» Druh se od fylogeneticky nejblize piibuzného (stanoveno genotypiza¢nimi
metodami) musi liSit 1 fenotypové (fyziologické znaky — biochem.testy,
chemotaxonomie)

» Typové kultury druhu musi byt kultivovatelné a jsou uloZeny alespon ve
2 sbirkach

» Nekultivovatelné mikroorganismy jsou popisovany jako tzv. candidatus

» Koncilium International Commitee for the Systematics of Prokaryotes definuje
druh jako ,,organismus charakterizovany souborem popisl a charakteristik hlavné
analyz genomu. Jeden druh je tvotfen koherentni skupinou individudlnich izolatl s
vysokym stupném podobnosti v mnoha nezavislych vlastnostech testovanych za
standardizovanych podminek. Druh je taxonem, ktery je analyzovdn metodami
16S rDNA a DNA-DNA hybridizaci (DNA - typiza¢nimi metodami), dale pulzni
gelovou ELFO, MS“... Nové druhy jsou tedy analyzovdny pomoci téchto metod a
pomoci vhodnych statistickych programii. To je rozdilem pojeti druhu napt. u 1. a
2. vydani Bergey’s Manual.

> Sbirkové kmeny druhu jsou ulozeny ve vyznamnych svétovych sbirkach a
reprezentuji fylogenetické jednotky.
V Approved List of Bacterial Names jsou abecedné a chronologicky vyjmenovany
oficidlni validovana jména druhd (V IJSB). V r.1996 bylo zahrnuto 5 569 taxond.
Ke kazdému taxonu jsou uvedeny reference, nomenklatura, publikace (pokud jsou
k dispozici jen valida¢ni listy), pfesun do jiného rodu (znaceno Sipkou), synonyma
(znaceno=).

» (Bacterial Nomenclature Up-to-Date, dostupna na
http://www.dsmz.de/bactnom/bactname.htm).

» ldentifikaci druhu prakticky dokazeme jeho klasifikaci. Pfefazenim druhu v ramci
rodu se méni pouze jeho jméno rodové, druhové zlstava. Druhové jméno se
vétSinou dava dle charakteru vlastnosti.

(1) Berger a kol:

Intraspecies diversity:

A priori, one expects two types of genomic diversity between strains belonging to the same
species. One type comes from selfish mobile DNA that invaded or left the genome, which
does not necessarily add to the fitness of the strain (a "mobilome"). The second type
("diversity regions") may underlie the ecological adaptation of the investigated strains and
could represent laterally acquired DNA or remnants of ancestral DNA that were not lost
during genome reduction that occurred in the species

Taken together, all these observations suggest a complicated evolutionary history for the eps
cluster, which might be a hot spot of recombination that creates variability under the pressure
of positive selective forces.

This region showed a clear modular organization, as already described for other lactic acid
bacteria (57). Pairs of strains shared distinct parts of the eps operon. Notably, the most similar
eps operons were found in NCC533 and NCC2767, which otherwise showed the least
conserved gene contents in the microarray analysis (see below). The L. johnsonii and L.
gasseri comparison showed more sharing of genes than some intraspecies L. johnsonii
comparisons, suggesting that this locus differentiated after speciation. Genes with unknown
functions or without COG attribution differentiated the L. johnsonii and L. gasseri genomes
(see the supplemental material) (1). This hypothesis raises important questions with respect to
the origin of these variable genes, since only a third of the variable genes and two-thirds of
the strain-specific genes in L. johnsonii were identified as mobile DNA. Microbiologists are
thus confronted with the problem of the roles of horizontally versus vertically inherited genes
in the evolution of bacterial genomes (14).
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it was clarified that L. acidophilus group A3 (Johnson et al. 1980) is synonymous with L.
amylovorus.

Prace s bakteriemi v laboratofi:
Podle WHO - 4 tfidy podle patogenity:
1) druhy nejsou znamé jako ptivodci onemocnéni
2) druhy zplisobujici bézna onemocnéni + potencialni patogeny; bezproblémova lécba
3) druhy zplsobujici vaZzna nemocnéni, 1écba neni 100%
4) druhy, u nichz je lé€ba nezndma

Escherichia coli - Enterobacteriaceae

- gramnegativni tycky se zaoblenymi konci, 2-3 x 0,6 pm, nékdy
kokobacily, barvi se homogenné. Na povrchu maji razné typy
fimbrii (jedny zastoupeny ve velkém poctu na povrchu: umoziuji
adhezi na hostitelskou buiiku, dalsi - sex pili, jsou v mensim poctu a
umoziuji vazbu mezi donorem a recipientem pii konjugaci (viz
snimek konjugace nize). Nekteré typy E. coli tvoii pouzdra a jejich
kolonie maji hlenovity charakter.

- bézny komenzal tlustého stfeva, pomaha udrzovat
rovnovahu mikroflory — ptisobi proti $kodlivym
bakteriim, syntetizuje vitaminy A, B, K

- mimo stfevo vétS.patogen (nebezpeci pii perforaci stieva)

- fekalnim znecisténim se
dostava do vody, kde mize
ptezit fadu tydni (je to tedy
nejbéznéjsi indikator
fekalni kontaminace pitné
vody)

- urcité ze stovek kment (nikoli z naseho cvic¢eni) vSsak mohou
zpusobovat onemocnéni a to stievni i mimostrevni (komenzalni

sérotypy vyvolavaji onemocnéni mocovych cest po adherenci,
septickd onemocnéni, infekce ran, hnisavé procesy):

- antigenni struktury na povrchu bunky (polysacharidy, proteiny membran, bicik...): podle
nich se d¢li na sérotypy, kterych je celych 240 (kombinace antigennil)

- Escherichia coli K1 — zptsobuje meningitidu a septikémii (septikemie je tézka infekce
provéazend systémovymi projevy zanétu; z infekéniho loziska v téle se obcas ¢i trvale
uvolnuji choroboplodné zarodky do krve = bakteriémie)

- né¢které kmeny zptisobuji cestovatelské prijmy - enterotoxigenni (ETEC) — u hostitele
druhové specifické fimbrie pro adhezi; endemicky vyskyt v teplych oblastech

- prujmy novorozenci - enteropatogenni E. coli (EPEC) — alterace epitelii stieva

- enteroinvazivni (EIEC)

- enterohemorrhagicka E. coli (EHEC) - zplisobuje hemorrhagie (krviceni do organti
traviciho traktu), v USA ,hamburger disease” — spojena se sekanym masem v bulce
(pouze 10 bakteridlnich bun¢k sta¢i ke kontaminaci jidla; kmen E coli O157:H7 je
komenzalem dobytka, kufat, vysoké zvéfe, ovci, koz a prasat; zvifeci prenaSeci jsou
rezervoarem, nejevi znamky onemocnéni. Lidé: krvavé prijmy (poprvé v r.1982)

- onemocnéni bylo popsdno rovnéz zkontaminace nepasterizovaného jable¢ného a
pomeranc¢ového dzusu, mléka a vody, 10 — 72h po straveni kontaminované potravy
muze propuknout infekce; mezilidsky prenos se vyskytuje zejména v prostiedi
nemocnic, sanatorii, jesli; mortalita je u starSich osob az nad 50%




- E. coli, jakozto model genového inZenyrstvi (znamy genom), je vSak i uZziteCnym
bakteridlnim druhem: dnesni elegantni metoda vlozi lidsky gen pro tvorbu inzulinu do
bakterie Escherichia coli, které se kultivuji ve velkokapacitnich fermentorech a jsou

schopny vytvoftit tuny lidského inzulinu schopného uspokojit rostouci pocet pacientil
s diabetem

Pseudomonas putida

- jeden ze zastupci druhové bohaté rodiny rodu Pseudomonas, uvnitt tohoto rodu je
ptiblizn¢ 160 druhi (!), z toho 100 druht sensu stricto

- pfi bioremediacich se vyuziva jeji schopnosti degradovat toluen! Remediace pid
zneCiSténych  naftalenem; dokdze  konvertovat styren na  odbouratelné
polyhydroxyalkanoaty (recyklace polystyrenu)

S NI N N NN

styrene polystyrene

- uspésné plsobi jako biokontrolni agens proti houbam Fusarium a Pythium

- projekt sekvenovani genomu: kmen
Pseudomonas putida strain KT2440 se
rovnéz zafadil mezi skupiny organismu
s€ znamym genomem

P. putida

Accession: NC_002947 Length: 6,181,863 bp; Genes: 5,371



rod Pseudomonas je geneticky a metabolicky velice heterogenni

velmi rozmanitd a ekologicky vyznamnd skupina bakterii; zastupci rodu osidluji
vSechna prostfedi: jako saprofyti izolovani z mnoha pfirodnich zdroju (ficni vody,
pudy, sladké i slané vody, z kalu, piva, javorového sirupu, mlénych vyrobkt, obilnin)
diky Sirokého spektra metabolickych drah se tato pfizptsobiva skupina bakterii podili
na geochemickych cyklech a biodegradacich. Rod Pseudomonas se vyznamné
uplatiiuje pifi bioremediacich (zejména Pseudomonas putida a P. sp.) nebo jako
biokontrolni agens

Pseudomonas Genome Project

gramnegativni rovné nebo mirné zaktivené ty€inky 1,5—-5 umx 0,5 -1 pm

bunky zastupcti rodu Pseudomonas vykazuji schopnost pohybu jednim nebo vice
polarnimi bi¢iky; charakteristickym znakem je déle tvorba fenazinovych exopigmenti
pyocyaninu a fluorescinu (pyoveridinu), které¢ zptsobuji zluté az modrozelené zabarveni
kultivaéni pudy.

kolonie na zivném agaru jsou pravidelné, okrouhlé, hladké i drsné (P. balearica)
Jednotlivé znaky se obvykle hodnoti mezi 18-24h kultivace

CHROMagar Pseudomonas

Pro izolaci typickych modrozelenych kolonii
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida a Pseudomonas fragilis

(jiné druhy inhibovéany nebo bezbarve)

projevuji se jako vyznamné lidské, zviFeci i rostlinné patogeny

jsou jednou z bakteridlnich skupin zplsobujicich nozokomialni infekce; faktorem
virulence je tvorba biofilmu s vysokym stupném rezistence na povrchu tkéni nebo
pfedméta; ptikladem druht se schopnosti tvorby biofilmu jsou P. aeruginosa nebo
P. fluorescens; kolonizace je mozna diky tvorby polysacharidu alginatu, ktery tvofi
matrix biofilmu a chrani buniky vici pisobeni desinfek¢nich latek a v téle hostitele viici
pusobeni protilatek a antibiotik

<

infekce P. aeruginosa



Pseudomonas fluorescens

Serratia marcescens - Enterobacteriaceae

- bézna G- rovna pohybliva tyCinka, ¢asta v prostiedi — plida, voda, rostliny, stfevni flora

- tento druh se vyskytuje v humannim klinickém materialu (enterobakterie), ptivodce
nosokomialnich infekci, infekci moc¢ového a dychaciho traktu, oci, ran, endokarditid,
osteomyelitid, meningitid

- rozmezi rustu 5 — 40°C

- pigmentujici — Cervenooranzovy prodigiozin

- soucast zubniho povlaku (pigmentace zubu)

- tvofi riZzovy povlak ve vlhkém prostiedi koupelen

- vyskyt rezistenci na antibiotika (informace pro rezistenci nesena dopliikovou genetickou
informaci = R — plazmidy, které¢ si mohou buiiky predavat)

- ,,zazrak v Bolsené*




Kocuria rosea

- patii do Celedi Micrococcaceae

- grampozitivni koky

- v pude, ve vodé, na kiizi saved

- kolonie pigmentujici: riZové, ervené

Micrococcus luteus

- G+ kok, jednotlivé, dvojice nebo fetizky, déleni ve vice nez
jedné roving; déléni v rovinach geneticky kodovano

- primarni vyskyt na lidské kizi, dale prostiedi, pida, prach, voda,
vzduch, potraviny, Usta, sliznice dychaciho traktu

- rozklada slozky potu - zdpach

- zluty nebo svétle oranzovy pigment

- imunokompromitovani jedinci — mohou utrpét septicky Sok

Bacillus cereus

- grampozitivni peritrichdlné obrvené tycky, dvojice, nékdy fetizky
- puda, otravy jidla, ryZe, gastroenteritidy
- v pude nejednotné podminky: tvoii velmi odolné endospory — zde ovalné a centralni

je dormantni (,,spici®), odolnd, nereproduktivni struktura tvofend malym
po¢tem pirevazné G+ bakterii rodii Bacillus (aerobni tycky), Clostridum,
Thermoactinomyces a Desulfotomaculum (anaerobni tycky), Sporosarcina (aerobni koky),
Sporolactobacillus, Oscillospira, Thermoactinomyces, ale také nékterymi G - bakteriemi
(Coxiella burnetii). Objevuji se ptiblizn€ 6 — 8 hodin po ukonceni logaritmické faze rustu.

Pro bakterii pfedstavuje spora moznost pieckat podminky nevhodné pro Zivot i po
tisice let, jsou také prostfedkem Sifeni bakterii i na zna¢né vzdalenosti a v rizném
prostiedi. Tvorba spory neni odpovédi na prostfedi, ale pfipravou na nepfiznivé
podminky. Makromolekuly ve spofe jsou stabilizovany piitomnosti specifickych bilkovin,
dale ztratou vody a jeji ndhradou vapnikem.



Jsou odolné k ptisobeni UV zafeni, zafeni y, k vysouSeni, lysozymu, teplotnim
zménam, nedostatku Zivin a pisobeni mnoha dezinfekénich prostfedkl. V ethanolu
mohou prezivat n€kolik mésict.

Sporicidni latky: ethylenoxid, beta-propionlakton, koncentrované louhy a kyseliny,
formaldehyd pii prodlouzené expozici, kyselina peroctova — Persteril, jodové preparaty,
chloramin.

Morfologie
Mikroskopie: spory jsou vysoce svétlolomné Gtvary nepiijimajici Gramovo barvivo.
Tvar, velikost a ulozeni — charakteristicky znak pro identifikaci.

Spory bacili = biopesticidy - Bt toxin transgen -Bacillus thuringiensis var. israelensis
- rod Bacillus: velké mnozstvi cca 60ti druht, jejichz diferenciace obtizna

- nékolik druhti rodu jsou patogeny ¢lovéka ¢i hmyzu
- dal§im vyznamnym druhem rodu Bacillus je Bacillus anthracis

Bacillus cereus
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