Taxonomie prokaryot - védecke studium mikroorganismil (systematika)

- charakterizovat tyto mikroorganismy
- zafadit je ur¢itym zplisobem do taxonomickych jednotek, tzv. taxonii

Taxonomie - teoretické studium klasifikace zahrnujici jeji zdkladni vlastnosti, principy,
postupy a pravidla.

Systematika - studium diverzity mikroorganismii a vzajemné piibuznosti (taxonomicka
klasifikace, ekologie, biochemie, genetika, patologie, molekularni biologie)

Taxonomie je dynamicky subjekt, ktery se miize ménit na zakladé dostupnych udaja; sklada
se ze tfi oddélenych, ale soucasné i navzajem provazanych oblasti:

- Klasifikace
- nomenklatury
- identifikace

Bakterialni identifikace a veskeré typizacni postupy (biochemicke, fyziologické, sérologické
atd.) jsou ve skute¢nosti taxonomickymi klasifikacemi na trovni druhu ¢i poddruhu.

doména (v klasifikaci prokaryot se nepouziva oznaceni fiSe ani oddéleni)

druh. - sklada se ze seskupeni jednotek sdilejicich vysokou uroven fenotypické podobnosti a
soucasn¢ s patrnou odliSnosti od zbyvajicich seskupeni v tom samém rodu

fylogeneticka definice druhu - tato jednotka je definovéna jako:
- jasn¢ vymezena skupina navzajem piibuznych kmeni, zahrnujici typovy kmen
- sdilejici 70% a vyssi DNA-DNA homologii (DNA reasociace)
- vykazujici az na vyjimky shodné fenotypické znaky
- asoucasné majici n€které odliSné znaky od jinych skupin



Sekvenc¢ni analyza 16S rDNA

klicova pro stanoveni fylogenetického postaveni (97%)

caste€né sekvence - pro identifikaci organismii nebo pro jejich zafazeni do dobie
ustanovenych fylogenetickych skupin

genomospecies
poddruh

variety - piipona —var: biovar (bv., kmeny vykazujici navzijem specialni biochemické nebo
fyziologické vlastnosti), fagovar (schopnost byt lyzovan raznymi bakteriofagy; vyznam napf.
pii epidemiologickych analyzach), patovar (patogenni vlastnosti pro rizné hostitele), serovar
(odliSeni dle rozliSujicich antigennich vlastnosti; vyznamné piedevSim pro Ilékaiskou
mikrobiologii), aj.

rod

Piikladem taxonomické hierarchie bakterii je nasledujici piehled:

Doména Bacteria

Kmen Proteobacteria

Ttida Alphaproteobacteria
Rad Legionellales

Celed Legionellaceae

Rod Legionella

Druh Legionella pneumophila

Poddruh Legionella pneumophila subsp. pneumophila

Taxonomie prokaryot - domény Bacteria a Archaea.

sekvencovani vysoce konzervativnich oblasti genomu prokaryot (geny kodujici 16S nebo
23S rRNA, RNA polymerazu, elongaéni faktor Tu, RecA protein, HSP60 protein) - revoluce
v bakterialni taxonomii



Prokaryotni organismy

pievazné jednobunétné organismy nukleoplasma neni, az na vyjimky, oddélena od
cytoplasmy jadernou membranou a nedéli se mitoticky

cytoplasmatickd membrana vytvaii méchyikovité, lamelovité nebo trubicovité
vystupky do cytoplasmy

cytoplasmatické organely jsou nezéavislé na cytoplasmomembranovém systému

vétSinou maji pevnou bunécnou sténu, jejiz zakladni slozkou je peptidoglykan
(murein) bunéena sténa

(peptidoglykan)
ribozémy jsou rozptyleny
vcytoplasmé a  jejich
sedimentacni koeficient je
70S (endoplasmatické
retikulum neni ptitomno)

vyziva je  vyzadovana
v molekularni formé

plazmid DNA ribozém

cytoplazmaticka membrana

bunikky mohou byt nepohyblivé, nebo pohyblivé pomoci bicika, ¢i vykazovat klouzavy
pohyb po povrchu substratu

jsou vSudyptitomné ve vétsing prostiedi



Priklad rozdilnvch charakteristik prokarvot a eukaryot:

Znak prokaryota eukaryota

Nukleoplasma oddélena jadernou
membranou - +
Mitochondrie, ER piitomné -
Lokalizace ribozomii:
v cytoplasmé +
pripojené k ER -
Steroly pfitomny v membrané -
Buné¢na sténa obsahuje peptidoglykan variabilni
Respiratorni a fotosyntetickd funkce
pigmentil a enzymu +
Chloroplasty u fototrofii -
Buriky se déli mitoticky -
Kruhovy chromozém +
Linearni chromozom -
Sedimentacni konstanta ribozomd:
708 + -
80S - +
Sedimentac¢ni konstanty ribozomalni RNA:
168, 23S, 5S + -
188, 288, 5,855, 5S - +

+

+ +

1 + + 1

+

Prokaryota a ,,trofie*:

zisk energie a zdroj uhliku jsou navzdjem nezavislé!

Podle zplisobu ziskavani energie miiZzeme rozliSovat:
- chemoorganotrofie
- chemolitotrofie
- fototrofie (oxidace = ztrata elektronti; redukce = ptijem elektronil)

A podle vyzivy je mozno prokaryota charakterizovat:
- autotrofni
- mixotrofni
- heterotrofni

Takze potom uz lze jednoduse odvozovat: fotoheterotrofie, fotoautotrofie, fotomixotrofie,
chemoautotrofie, chemoheterotrofie, chemomixotrofie....



Prokaryotni typ bunék - doména Archaea a Bacteria

Doména Archaea - organismy vyskytujici se ve vodach, na sousi (pfedevSim v anaerobnich,
hyperslanych nebo hydrotermalné ¢i geotermalné vyhtivanych prosttedich); symbioticky
v travicim traktu zivo€ichi = extremofilové.

Znakem je piitomnost éterové vazby mezi glycerolem a vy$§imi mastnymi kyselinami u

lipidi v plazmatické membrané (u bakterii je esterova); postradaji murein (peptidoglykan
obsahujici kyselinu muramovou) v bunécné sténé

Znaky odliSujici zastupce domén Bacteria a Archaea:

Znak Bacteria Archaea
Bunéc¢na sténa obsahuje kyselinu muramovou + -
Eterova vazba mezi glycerolem a karboxykyselinami - +
MK navazany na glycerol esterovou vazbou + -
Prvni aminokyselinou pfi proteosyntéze je:

Metionin - +

N-Formylmetionin + -
Proteosyntéza inhibovana anisomycinem - +
Proteosyntéza inhibovana Kan, Chlor + -
Nékteré tRNA geny obsahuji introny - +
RNA polymerazy jsou:

viceslozkové enzymy - +

inhibovany rifampicinem + -

(blizka ptibuznost mezi doménami Archaea a FEucarya a ne mezi Archaea
a Bacteria - ur€ité molekularni znaky maji archaea shodné s doménou Eucarya)

Doména Bacteria - tii fenotypickd oddéleni (gramnegativni typ builkky majici bunécnou
sténu; grampozitivni typ bunky s buné¢nou sténou; postradaji bunéénou sténu).

Toto ¢lenéni
- davalo predstavu o diverzité bakterii
- nebralo vuvahu chemotaxonomii ani  molekuldrni  taxonomii  bakterii
a jejich vzajemné fylogenetické vztahy




Doména Bacteria

Bakterie - nejpocetnéjsi bioticka slozka (vSudyptitomné v pad¢, vodé i jako symbionty jinych
organismi; nékteré jsou patogenni)

Gramnegativni bakterie s bunéénou sténou

bunécna sténa sloZena z vnéjsi lipopolysacharidové membrany a vnitini relativné
tenké peptidoglykanové vrstvy obsahujici kyselinu muramovou.

barvi se gramnegativné, ackoliv n€kdy pfitomnost exopolysacharidové vrstvy okolo
vnéjs$i membrany muiiZze zpiisobit grampozitivni zbarveni

buiiky jsou kulaté, ovalné, nebo tvaru tycek (rovné ¢i zakiivené), Sroubovic ¢i vlaken;
ojedinéle s pochvou nebo opouzdiené

mohou byt fototrofni nebo jsou nefototrofni, a to jak litotrofni, tak
1 heterotrofni

Grampozitivni bakterie s bunéénou sténou

chybi vnéjs$i membrana a peptidoglykanova vrstva je pomérné tlusta

mohou mit jako slozku bunécné stény kyselinu teichoovou a/nebo neutrdlni
polysacharidy; né¢kolik zastupct obsahuje mykolové kyseliny

barvi se grampozitivné

tvar bunck je kulaty, tyCkovity nebo vlaknity a tycky 1 vldkna se mohou vétvit; nékteti
zastupci — endospory

vétSinou heterotrofni

Odlisné znaky bakterii s bunéénou sténou a barvici se G+ nebo G-:

Znak gramnegativni grampozitivni
Vn¢j$i membrana stény je pfitomna + -

Barvi se acidorezistentné - variabilni
Vlaknité formy, vétvici se hyfy - variabilni
Teichoova kyselina pfitomna - variabilni
Lipopolysacharidy pfitomny + -

Bakterie postradajici bunéénou sténu

obecné oznaceni - mykoplasmata

nejsou schopny syntetizovat prekursory peptidoglykanu

buiiky obklopeny cytoplasmatickou membrénou, velice pleomorfni ve tvaru a
velikosti

k ristu vyZaduji komplexni média



Klasifikace, nomenklatura a identifikace

Taxonomie je obecné brana jako dil¢i synonymum systematiky nebo biosystematiky a je
délena do ti celki: klasifikace, nomenklatury a identifikace

Klasifikace

zatazovani jednotek do skupin (taxonli) na =zakladé¢ jejich podobnosti
a ptibuznosti)

vyzaduje znalost vyznacnych morfologickych, biochemickych, fyziologickych,
chemickych, molekularné¢ - biologickych a genetickych charakteristik (znalosti
ziskavany jak experimentalnimi, tak
1 pozorovacimi technikami)

klasifikace prokaryot je velicina vytvorend pro mikrobiology a ne pro jednotky, které
jsou klasifikovany

zalozena na komplexu dostupnych udaja

Numericka taxonomie

vyviji se jako ¢ast naro¢nych analyz

cilem bylo navrZeni stabilni sestavy metodik

umoznila rozliSeni jednotlivych kmenli prokaryot do homogennich skupin
(shromazd’ovani udajt, zakédovani, vypocitani podobnosti, analyza)

sdruzovani do fenotypickych skupin - v hrubych rysech totozné s taxony (forma
matic)

Historické hledisko - morfologicka kritéria

Prakticka klasifikace (morfologické, biochemické a fyziologické udaje)

Fylogeneticka Kklasifikace - fenotypické vlastnosti doplnéné o vysledky metod molekuldrni
biologie a o chemotaxonomické udaje

Oficialni klasifikace




Studium nukleovych kyselin

- poprvé aplikovano pied vice nez 40 lety
- stéle je jednou z hlavnich technik u prokaryot (mol. % G+C, RNA/DNA hybridizace,
katalogizace rRNA nukleotidii, denaturace a renaturace DNA)

Genotypové informace - odvozeny od nukleovych kyselin

Genotypové metody
- pfimo zamé&feny na studium polymorfizmu DNA nebo RNA molekul
- obrazi pfirozené piibuzenské vztahy kodované DNA
- cileny bud’ na celkovou DNA nebo jen na urcity usek DNA (pfipadné na analyzu
plazmidové DNA)

Studium celkové DNA:
Mol %G+C
RFLP analyza
PFGE
Velikost genomu
DNA-DNA hybridizace

Studium casti DNA:
Ribotypizace
AFLP
PCR metody (ERIC-PCR, rep-PCR, tRNA-PCR)
DNA sondy
DNA sekvencovani

LFingerprinting* plazmidové DNA:
Analyza polymorfizmu plazmidové DNA
RFLP analyza plazmidové DNA
AFLP analyza plazmidové DNA

Cistrony - ¢asti chromozomu fidici jednu funkci
Kli¢ovou metodou systematiky prokaryot je srovnani rRNA
DNA-rRNA hybridy

16S rRNA katalogizace



Molekularni typizace a detekce
Rozvoj molekularné biologickych technik - molekuldrni typizace

Geneticka diverzita - diferenciace odliSnych klonli mezi izolaty shodného druhu (z riznych
zdroji a mist i v riiznych ¢asech) = subtypizace

Polymorfismus — timto oznacenim se mini v populaci soucasnd existence dvou nebo vice
mutantnich alel genu umisténého v ptislusSném lokusu na chromozomu

Typizaéni techniky - déleny do tii skupin:

- zalozené na  lipopolysacharidech a mastnych  kyselindach: SDS-PAGE
lipopolysacharidii; FAME - pouziva se pro G- tycky

- zaloZena na analyze slozeni proteinii bunécné stény a vnéjs$i membrany: SDS-PAGE,
subtypizace G- bakterii; multilokus enzymova elektroforéza

- zalozené na nukleovych kyselindch:
DNA sekvencovani - pfimé stanoveni sekvenci nukleotidi v DNA
restrik¢éni analyza chromozomalni DNA - srovnani poctu a velikosti fragmentl po
pusobeni RE (univerzalné¢ aplikovatelna, citlivd, snadnd metoda) — ribotypizace
restrikéni analyza plazmidi .- extrakce, separace
pulzni gelova elektroforéza - velké fragmenty DNA, analyza fragmentl bez nutnosti
hybridiza¢nich metod

polymerazova GATCCG retézova
reakce _ PCR primer TWA CTAGGC

amplifikacni Template PCR g metoda,
znasobeni

specifickych sekvenci
DNA nebo RNA, detekce
(opakovani  cyklu

denaturace, pripojeni
primert,

prodlouzeni, znovu denaturace

a tyto kroky se
mnohonasobné

Ahoj, jak se mate?

opakuji)

-

W

e




Technologie sond NK

- vyznamna Uloha v klinickych mikrobiologickych laboratotich

- detekovat a charakterizovat mikroorganismus odpovédny za onemocnéni
- vyuziti tam, kde zptsobujici agens je malo aktivni, ¢i nebylo izolovdno

- aplikace adaptovany nejen pro vyzkum, ale 1 k diagnostickym tceltim.

Sonda nukleové kyseliny

Pridani znacené

sondv DNA
Enzvm
PRIGT ]

Enzym

Cilova DNA Denaturovana Sonda DNA hybridizovana
(jednoretézcova) DNA s cilovou DNA

Sondy NK = segmenty DNA nebo RNA, které¢ byly oznaceny (komercné piipravované DNA

sondy - fadu bakterialnich patogent)

Patogen - oznaceni mikroorganismu schopného zplisobit onemocnéni.

Primédrni patogen zpusobi onemocnéni kdykoliv se setkd s hostitelem a piezivani

primarnich patogentl je na hostitelich zavislé.

Oportunni patogen zplisobi onemocnéni hostitele za specifickych podminek a

soucasné se bézné vyskytuje také i mimo hostitele.

DNA sondy - znaceny radioaktivnim fosforem; nyni se pouZivaji jiné latky, napt. enzymy,
chemiluminescentni molekuly, latky afinitni povahy; po hybridizaci jsou imunologicky

detekovany.

Vyhody pouziti sond:
- zkracuje se Cas nezbytny k identifikaci ndro¢ného mikroorganismu
- laboratof miize zvysit pocet typu patogentl, které detekuje a identifikuje
- umoziuje prukaz agens, které tradi¢ni kultiva¢ni techniky neumoziovaly
- rozliSeni biochemicky podobnych patogennich a nepatogennich kment




»Pouzitelnost* nékterych klasifika¢nich metod

Tiida Rad Celed Rod Druh Kmen

Palymarfismus restrikinich fragment (RFLF)
Pulznd gelowa elektroforéza (FFGE)

Fagotypizace

Herologické techniky (monoklondind polyklondlng
Eibotypizace

DHA& amplifikadni techniky (AFLP, RAPDH
Analfza celobunééngch proteind (SDS-PACE)
DHA-DNA hybtidizace

Procentudlnd oheah GHC

Polymarfismuas daekid mez geny pro tRHA

Chemotaxonomické znaky (polyaminy, chinongy)

Analiza mastnych kyselin (FAME)

Struktura bungéné stény

Fenotyp (AP, Biolog, konvendnd testy)

Helorencovand tRIA

DHA& sondy

Selorencovani DNA




Sérologie a chemotaxonomie

Sérologické techniky — vyuZivaji chemického slozeni stény bakteridlnich bunék chovat se

jako antigen, tj. vyvolat produkci protilatek (aglutinace, precipitace, komplement fixacni
reakce nebo imunofluorescence)

Chemotaxonomie

— zalozena na stanovitelnych chemickych znacich (metody analytické chemie)
— orientuje se primarné na analyzu chemického sloZeni bunécné sté€ny nebo jen jeji asti

v pevné fazi (vlastni masa bunck)

pritomnost/nepritomnost stabilnich chemickych znakt

pomérné zastoupeni — profil

v tekuté fazi (metabolity, supernatant strdveného kultivaéniho média)

peptidoglykan — chemické slozeni
kyseliny teichoové — vyznam u G+ bakterii
polarni lipidy - fosfolipidy, glykolipidy, fosfoglykolipidy

mastné kyseliny — zhruba 100 jich ma vyznam pro klasifikaci prokaryot
(nasycené, nenasycené, vétven¢, hydroxykyseliny); MIDI Sherlock System

mykolové kyseliny — vyskytuji se v buné¢né sténé, vazané na peptidoglykan
chinony, steroly, karotenoidni pigmenty
polyaminy — vyznamné piedevs§im u termofilnich bakterii

lipopolysacharidy, cytochromy, bakteriochlorofyly



Polyfazova taxonomie

taxonomie zaloZend na kombinaci udaji ziskanych rozmanitymi technikami

obsahuje v§echny dostupné genotypové, fenotypové a fylogenetické informace
pouziti jen jedné metody je nedostateCné a je vyZzadovan mnohostranny pristup —
tzv. ,,polyphasic approach®.

DNA

Celkova DNA:
% obsah G+C

restricni profil (RFLP, PFGE) RNA
velikost genomu
DNA reasociace

RNA sekvencovini
analyza nizkomolekulirnich RNA

Useky DNA:

PCR metody ((rep-PCR,
RAPD, AFLP)
ribotypizace

DNA sondy

DNA sekvencovani

~- /
AR TN
N T =7 /
/ / mRNA %
AN P
Proteiny
Chemotaxonomické znaky lektroforeticky profil Fenotyp
celobunéénych peoteini
mastné kyseliny (FAME) enzymovy profil (MLEE) morfologie
mykolové kyseliny biochemie a fyziologie (API,
polarni lipidy Biolog)

chinony serologie



Nomenklatura

Nomenklatura = oznaéeni jednotek definovanych pomoci klasifikace

Je fizena mezinarodnim nomenklatorickym kodem, nomenklatura muze obsahovat dvé ¢asti:

- informacni ¢i neplatné jméno (jména nemoci, antigennich variant)
- veédecké pojmenovani (Mycobacterium tuberculosis)

Jméno
- pfedstavuje bindrni kombinaci rodového jména a druhového oznaceni

- musi vyhovovat pravidlim z International Code of Nomenclature of Bacteria
(mezindrodné akceptovana, bakteridlni nomenklatura se jim musi podrobovat)

- stabilni, jednoznacna, nezbytna

Jméno prokaryotniho taxonu je zaloZeno na:

Validni publikaci — Int. J. Syst. Evol. Microbiol.

Legitimité — pravidla z International Code of Nomenclature of Bacteria

Priorité publikace — diivéjsi pojmenovani je platné

Efektivité publikace - zvefejnéni tiSténych materidld dostupnych védecké komunité za

ucelem poskytnuti stdlého zaznamu

Approved Lists of Bacterial Names

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM) -
originalni ¢lanek nebo Validation List

wBacillus mesentericus

- Jméno je ze dvou ¢asti: jméno rodové, za nim nasleduje oznaceni druhové, coz je
vétSinou vyjadieni specifickych vlastnosti (poddruhové jméno)

Hlavni principy pro validni oznaceni nového taxonu (bakterie nebo archaea):

- priorita popisu
- nomenklaturni typy: typova kultura, neotyp

- podrobny popis: Uplny popis nového taxonu, diagnoza



Validni publikace

Publikaci nového taxonu vyzaduje:

- jméno nesmi byt homonymem jiz difivéji uznanych jmen

- taxon nesmi byt synonymem diivéjSich taxont

- zakladni popis a typova kultura (,,sp. nov.“; ,,gen. nov.“; ,,comb. nov.*)

Uznéni popisu - taxonomické subkomise (,,minimalni standardni sestavy*)

uroven rodu:
- procentualni obsah G+C bazi

- barveni, struktura bunécné stény, typ metabolismu, kataldza a pohyblivost

- tvorba kyseliny =z glycerolu, citlivost ¢i rezistence k lysostafinu, lysozymu,
furazolidonu, bacitracinu a pteridinu; slozeni menachinonil, stanoveni sekvenci a
katalogizace rRNA oligonukleotidii

druhovy popis:
- hybridizace DNA-DNA a stanoveni bodu denaturace, ribotypizace
- morfologie kolonii, produkce pigmentu, kultivatni podminky, vyuzivani cukrd,

citlivost k novobiocinu, enzymatické testy (fosfatdza, arginin dihydrolédza, ornithin
dekarboxylaza, ureéza, ...), koaguldza, hemolyza

- produkce acetoinu, stanoveni kyseliny mlécné, tvorba kyseliny z cukrli, hydrolyzy,
citlivost k antibiotikiim, analyza cytoplazmatické membrany, stanoveni proteinu A,
zjisténi profilu celobunéénych proteint

Moraxella (Branhamella) catarrhalis

Spornd nova jména - posudek od Judicial Commission of the International Union of
Microbiological Societies

Zatazeni mikroorganismu do rizikové skupiny dle patogenity

Odtvodnéni nomenklaturnich zmén
- nomenklatura nasleduje taxonomickou klasifikaci.

- vyuziti fenotypickych, genetickych a fylogenetickych charakteristik vedlo k radé
zmén v klasifikaci 1 v nomenklature.



Identifikace

Identifikace je:
- proces porovnavani neznamého se znamym
- praktickou aplikaci klasifikace a nomenklatury

Identifika¢ni schémata X klasifika¢ni schémata

Bakteridlni identifikace je provadéna pomoci mikrotesti.
Automatizované systémy - citlivost k ATB, hemokultury aj. (zména pH, uvolnéni
chromogenu ¢i fluorogenu, detekce metabolitil)

Imunodiagnostické metody
Chromatografické metody

Prace s €istou kulturou (izolovana kolonie # Cista kultura; selektivni média)

Technika k¥izového roztéru

inokula¢ni kli¢ka

izolované
kolonie

Netspésna identifikace

Numerické metody - realizace problematicka, vyznam z védeckého hlediska

Pro klasifikaci ma kazda zjisténa charakteristika stejnou vahu X pro identifikaci mohou byt
nekteré znaky zvyhodnény oproti druhym



