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1 UVOD

Predkladana prace se zabyva metagenomickym sekvenovanim bakterii. Technologie
sekvenovani nové generace (NGS) zpusobila revoluci v genomickém a genetickém vyzkumu
a umoznila studovat biologické systémy na trovni, kterd do té€ doby nebyla moZna (Illumina,
Inc. 2017). Tempo zmén v této oblasti je rychlé a v roce 2011 byla vydana nova platforma pro
sekvenovani, [llumina MiSeq (Quail et al. 2012). Spole¢nost Illumina dokazala vyrazné snizit
nadklady na sekvenovani, coz umoznilo nebyvaly védecky pokrok a ovlivnilo tak i téméf
vSechny aspekty lidského zdravi. Obrovsky progres byl zaznamenan v oblasti genetickych
onemocnéni, popula¢ni genetiky a zakladni bunééné a molekularni biologie pro klinické
aplikace, jako je reprodukéni zdravi, onkologické testovani nebo testovani infekénich nemoci
(Preston et al. 2021).

Sekvenovani nové generace ale naslo své uplatnéni i mimo lékafstvi. Ddva nam
moznost lépe poznat vztahy v pfirod¢. Abychom témto vztahiim byli v budoucnu schopni plné
porozumét, je nutno nejprve poznat, kde se dané organismy v piirodé vyskytuji a jakou
vdaném spolecenstvi plni funkci. Tato prace se podrobnéji vénuje nejrozsifencjSim
organismiim na Zemi, bakteriim. Prostfedim, které je v ptirod€ nejvice osidleno bakteriemi, je
puda (Rosypal 1994). Pravé v ni vytvareji bakterie pfirozena spoleCenstva (Bicik et al. 2009).
Dle Kutilka (2012) nalezneme v Ceské republice na jednom &tvere¢nim metru pady asi sto
biliont (10'*) bakterii, v n&kterych piipadech i stokrat vic. Bakterie nejsou bohaté pouze
pocetné, ale i druhoveé. V pud¢ plni spoustu dulezitych funkci, at’ uz mluvime o jejich vztahu
k vodnimu rezimu, kolobéhu prvkii v ptirodé¢ nebo o schopnosti potlacit choroby rostlin
(Bicik et al. 2009).

Odhaduje se, ze vice nez 99 % bakterii je nekultivovatelnych (Amann et al. 1995).
Metagenomika, jakozto na kultufe nezdvisld genomickd analyza mikrobidlnich kolonii,
(Rondon et al. 2000) umoznuje odhalit obrovskou genovou diverzitu v mikrobialnim svété
kolem nds (Thomas et al. 2012) a G¢inné fesi problém studia prokaryot v prostiedi, které je
dosud nekultivovatelné (Amann et al. 1995). Diky metagenomice jsme byli schopni zmapovat
vSechny uz znamé druhy v daném vzorku z vybrané lokality.

Pro tuto praci byla vybrana dvé historickd pohtebisté, prvni pohiebisté v Hostivici,
datované do druhé poloviny Sestnactého, az prvni poloviny sedmndactého stoleti (Prichova et
al. 2011; Mudra et al. 2012), a druhé Semonické pohiebisté z druhé poloviny osmnactého

stoleti, na kterych byl proveden screening bakteridlnich genomu. Pohtebisté jsou bezesporu



dalezitym zdrojem puidnich bakterii, které predstavuji nejvetsi ¢ast ziskanych dat, vyskytuji se
zde i patogenni druhy, které jsou v této praci také mapovany.

Pro praci s DNA se v soucasné dobé pouzivaji tzv. ,kity*, coz jsou pfipravené
soupravy s potiebnymi komponentami pro danou metodiku. Kit (souprava) umoziuje
ptipravu knihovny pro sekvenovani nové generace (NGS). Davd moznost generovat knihovny
vhodné pro aplikace bez PCR, PCR-amplifikované a cilené sekvenovani na platformach
[llumina (Illumina, Inc. 2017). Pfed samotnym zacatkem ptipravy knihovny je tfeba zvolit
vhodné zameétfeny kit, ktery umozni knihovnu zhotovit. Pro tuto praci byl zvolen kit
umoznujici screening bakterii. Z tohoto divodu se tato prace podrobné zabyva prave jimi.

Tato prace si vytkla za cil pokusit se rozttidit a kvantifikovat pidni bakterie nalezené
na historickych pohtebistich v Hostivici a Semonicich. Tim vznika i pfesah pro pedologii a
zemedélstvi.

V teoretické ¢asti bych se rada zaméfila na pouzité metody a popsala jejich princip.



2 TEORETICKA CAST

2.1 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Ptichod polymerazové tetézové reakce (PCR) radikalné transformoval biologickou
védu, jelikoz poprvé umoznil specifickou detekci a produkci velkého mnozstvi DNA (Mullis
1990). Tato technika je v soucasné dobé Siroce pouzivana klinickymi a vyzkumnymi
pracovniky k diagnostice nemoci, klonovani a sekvenovani genti, provadéni sofistikovanych
kvantitativnich a genomickych studii rychlym a velmi citlivym zptsobem. Jednou z
test PCR pouziva ve forenzni medicing k identifikaci zlo¢inct (Garibyan a Avashia 2013).

PCR je jednoduchy, ale elegantni, enzymaticky test, ktery umoZziuje amplifikaci
specifického fragmentu DNA ze slozit¢ DNA. Doktor Kary Mullis, ktery objevil test PCR,
uvedl, Ze ,,vam umozZni vybrat si ¢ast DNA, kterd vas zajim4, a mit ji tolik, kolik chcete*
(Mullis 1990). PCR lze provést pomoci zdrojové DNA z rliznych tkdni a organismi, v¢etné
krve, kiize, vlasti, slin a mikrobt. K ziskani dostatecného mnozstvi kopii pro analyzu pomoci
konvencnich laboratornich metod je pro PCR zapotiebi pouze stopové mnozstvi DNA. Z

tohoto diivodu je PCR citlivy test (Garibyan a Avashia 2013).

2.1.1 Proces PCR

Kazdy test PCR vyzaduje piitomnost templatové DNA, primerQ, nukleotidit a DNA
polymerazy. DNA polymeraza je klicovy enzym, ktery spojuje jednotlivé nukleotidy
dohromady za vzniku produktu PCR. Nukleotidy zahrnuji ¢tyfi baze - adenin, thymin, cytosin
a guanin (A, T, C, G) - které se nachédzeji v DNA. Funguji jako stavebni kameny, které DNA
polymeraza pouziva k vytvofeni vysledného produktu PCR. Primery v reakci specifikuji
piesny produkt DNA, ktery ma byt amplifikovan. Primery jsou kratké fragmenty DNA s
definovanou sekvenci komplementarni k cilové DNA, kterd ma byt detekovdna a
amplifikovana. Ty slouzi jako prodlouZeni, na kterém mliZe DNA polymeraza stavét
(Garibyan a Avashia 2013).

Jak uvadi Garibyan a Avashia (2013), vySe uvedené komponenty jsou smichdny ve
zkumavce a poté umistény do zafizeni, které umoznuje opakované cykly amplifikace DNA ve
ttech zakladnich krocich. Stroj je v podstaté tepelny cyklovac. Ma tepelny blok s otvory, do
kterych jsou vlozeny zkumavky nebo desti¢Cky obsahujici PCR reakéni smés. Stroj zvySuje a
snizuje teplotu bloku v diskrétnich, pfesnych a pfedprogramovanych krocich (Weier a Gray

1988). Reakéni roztok se nejprve zahfeje nad teplotu tani dvou komplementarnich fetézci



DNA cilové DNA, coz umoziuje oddélenim fetézci. Tento proces se nazyva denaturace.
Teplota se poté snizi, aby se specifické primery mohly vazat na cilové segmenty DNA, cozZ je
proces zndmy jako hybridizace. K hybridizaci mezi primery a cilovou DNA dochézi pouze v
ptipad¢, ze jsou komplementarni v sekvenci (napf. Vazba A na G). Teplota se opét zvysi,
polymeraza DNA je schopna prodlouZit primery pfidanim nukleotida k vyvijejicimu se fetézci
DNA. S kazdym opakovanim téchto tfi kroki se pocet kopirovanych molekul DNA
zdvojnésobi (Garibyan a Avashia 2013).

2.1.2 Vyhody a nevyhody PCR

PCR mé n¢kolik vyhod. Zaprvé disponuje jednoduchou a snadno pochopitelnou
technikou, ktera rychle pfinasi vysledky (Bolognia et al. 2008). Jednd se o vysoce citlivou
techniku s potencidlem produkovat miliony az miliardy kopii konkrétniho produktu pro
sekvenovdni, klonovéni a analyzu (Garibyan a Avashia 2013).

Ackoli je PCR cenné technika, m4 svd omezeni. Protoze PCR je vysoce citliva
technika, miZe jakdkoli forma kontaminace vzorku i stopovym mnoZstvim DNA vést k
zavadéjicim vysledklim (Bolognia et al. 2008; Smith a Osborn 2009). Kromé toho, aby bylo
mozné navrhnout primery pro PCR, jsou zapotiebi nckterd predchozi data sekvence. PCR lze
proto pouzit pouze k identifikaci pfitomnosti nebo nepiitomnosti znamého patogenu nebo
genu. DalS$im omezenim je to, Ze primery pouzité pro PCR mohou hybridizovat nespecificky
se sekvencemi, které¢ jsou podobné, ale nejsou uplné identické s cilovou DNA. Kromé toho
mohou byt nespravné nukleotidy inkorporovany do sekvence PCR DNA polymerazou, i kdyz
velmi nizkou rychlosti (Garibyan a Avashia 2013).

2.2 METAGENOMIKA

Metagenomikou rozumime na kultufe nezavislou genomickou analyzu mikrobialnich
kolonii. Termin je odvozen od statistické koncepce metaanalyzy, coz je proces statistického
kombinovani samostatnych analyz, a genomiky, kterd zajiStuje komplexni analyzu
genetického materidlu (Rondon et al. 2000).

Zpocatku se studie zabyvaly klonovanim environmentalni DNA. Nasledoval screening
funk¢ni exprese, ktery byl doplnén pfimym, ndhodnym sekvenovanim environmentalni DNA.
Diky témto pocatecnim projektim byl podan dikaz principu metagenomického pfistupu.
Mimo jiné se podafilo odhalit obrovskou funk¢ni genovou diverzitu v mikrobialnim svété
kolem nds (Thomas et al. 2012). Amann et al. (1995) poukazuji ve své praci na fakt, ze pravé
metagenomika feSi problém studia prokaryot v prostiedi, které je dosud nekultivovatelné.

Nekultivovatelnych je podle odhadu vice nez 99 % bakterii (Amann et al. 1995). Dle



Thomase et al. (2012) Ize proto pfichod a rozvoj metagenomiky povazovat za jednu z
nejpozoruhodnéjSich udalosti v oblasti mikrobidlni ekologie za posledni desetileti.

Schloss a Handelsman (2003) uvadi, ze tento pfistup stavi na nedavném pokroku v
mikrobialni genomice a v amplifikaci a klonovani genti, které sdileji sekven¢ni podobnost
piimo ze vzorki prostfedi, v polymerazove tfetézové reakci (PCR). Zatimco amplifikace PCR
vyzaduje predchozi znalost sekvence genu, aby bylo mozné navrhnout primery pro
amplifikaci, pfima extrakce a klonovani DNA pro genomiku miize teoreticky pfistupovat ke
gentim jakékoli sekvence nebo funkce. Piimé genomové klonovani nabizi piilezitost zachytit
operony nebo geny kodujici drahy, které mohou fidit syntézu komplexnich molekul, jako jsou
antibiotika. Lze také ziskat informace o sekvencich, a o genech sousedicich s genem
zvlastniho zajmu, coZ potencialné poskytuje vhled do genomického prostiedi genu nebo
fylogenetické ptislusnosti organismu, ze kterého byl odvozen.

Metagenomickd analyza umoziuje piistup k funkénimu sloZeni genu mikrobidlnich
kolonii. Déle také poskytuje genetické informace o potencialné novych biokatalyzatorech
nebo enzymech, o genomovych vazbiach mezi funkci a fylogenetickym vyvojem u
nekultivovatelnych organismi a o evoluénich profilech funkce a struktury kolonie (Thomas et

al. 2012).

2.3 SEKVENOVANI NOVE GENERACE

Sekvenovéani nové generace (Next-generation sequencing, NGS) je masivni, paralelni
technologie sekvenovani, kterd nabizi velmi vysokou propustnost, Skalovatelnost a rychlost.
Tato technologie se pouziva k urceni potadi nukleotidli v celych genomech nebo cilenych
oblastech DNA ¢i RNA. Sekvenovani nové generace zpusobilo revoluci v biologickych
védach a umozZnilo laboratofim provadét Sirokou Skélu aplikaci a studovat biologické systémy
na urovni, kterd do té doby nebyla mozna. Dnesni slozité otazky genomiky vyZaduji hloubku
informaci pfesahujici kapacitu tradi¢nich technologii sekvenovani DNA. Sekvenovani nové
generace tuto mezeru zaplnilo a stalo se kazdodennim néstrojem umoziujicim feSeni téchto
otazek (Illumina, Inc. 2017).

Sekvenovani DNA wurazilo od roku 1970, kdy se wuzivala dvourozmérna
chromatografie, dlouhou cestu. Piichod Sangerovi metody ukonceni fetézce, v roce 1977,
umoznil sekvenovat DNA spolehlivym a reprodukovatelnym zptisobem. O deset let pozdé&ji
spole¢nost Applied Biosystems piedstavila prvni automatizovanou kapildrni elektroforézu
(capillary electrophoresis, CE) na bazi sekvenc¢nich nastroji, AB370 v roce 1987, a AB3730x1

v roce 1998. Pravé tyto nastroje prokazaly svou dilezitost u projektd studujicich lidsky



genom. Ve své dobé mély tyto néstroje ,,prvni generace™ vysokou propustnost, nicméné roku
2005 se objevil analyzator genomu, ktery byl schopen zvlddnout misto 84 kilobazi (kb) na
jeden sekvencni beh az 1 gigabazi (Gb) na beh. Roku 2014 se frekvence vySplhala na 1,8
terabazi (Tb) dat v jednom sekven¢nim béhu, coZ je tisicinasobny narlst. Zajimavé je, ze
prvni lidsky genom, publikovany v ¢asopise Science and Nature v roce 2001, vyZadoval 15 let
sekvenovani a cena se vySplhala témét k hodnoté tfi miliard dolari. Naproti tomu systém
HiSeq X® Ten, z roku 2014, mlize sekvenovat vice nez 45 lidskych genomu v jeden jediny
den, kazdy pftiblizn¢€ za tisic dolarti (Illumina, Inc. 2017).

Krom¢ masivniho nartistu datového vystupu zmeénilo zavedeni technologie
sekvenovani nové generace zpusob, jakym nyni uvazujeme o genetické informaci. Naskyta se
nam moznost sekvenovani v populaénim méfitku a vytvaii se zadklad pro personalizovanou
genomovou medicinu, kterd bude soucasti standardni lékatské péce (Illumina, Inc. 2017).
Sekvenovani nové generace spolecnosti Illumina pomohla odstartovat revoluci ve vyzkumu
genomiky a ma Siroké uplatnéni v oblastech, jako jsou infekéni nemoci, onkologie, genetické
choroby, zemédélstvi, a v prostiedich, jako jsou kliniky, nemocnice, vyzkumné laboratoie a
vladni agentury (Preston et al. 2021).

Koncept technologie sekvenovani nové generace je u vétSiny soucasnych metod v
zasad¢ podobny sekvenovani kapilarni elektroforézou. DNA polymeraza katalyzuje zaclenéni
fluorescen¢né znacené deoxyribonukleotid trifosfaty (ANTP) do fetézce DNA templatu béhem
sekvenénich cykli syntézy DNA. Béhem kazdého cyklu, jsou v misté zaclenéni
identifikovany excitaci fluoroforii nukleotidy. Rozhodujicim rozdilem je, Ze misto
sekvenovani jednoho fragmentu DNA, rozlozi sekvenovani nové generace tento proces na
miliony fragmentt. Vice nez 90 % svétovych dat o sekvenovani je generovano sekvenovanim
Nlumina (Illumina, Inc. 2017). Ale existuji 1 metody sekvenovani zalozené na fyzikélnich
vlastnostech nukleotidli, bez jakéhokoliv mnozeni pomoci PCR. Je to zejména Oxford

Nanopore (Lu et al. 2016).

2.4 ILLUMINA

Technologie sekvenovani nové generace (NGS) zpiisobila revoluci v genomickém a
genetickém vyzkumu. Tempo zmén v této oblasti je rychlé a v roce 2011 byly vydany tfi
hlavni nové platformy pro sekvenovani: PGM od Ion Torrent, RS od Pacific Biosciences a
[lumina MiSeq (Quail et al. 2012).

[Mlumina je spolecnost zalozend v roce 1998 zabyvajici se technologii aplikované

genomiky. Béhem poslednich dvou desetileti vyvinula spole¢nost Illumina vysoce kvalitni a



inovativni technologie, které se pouzivaji pfi vyzkumu nemoci, vyvoji 1€kt a rozvijeni
molekularnich testi. Spole¢nost plisobi ve sto patnacti zemich a nadale se snazi, aby feSeni,
kterd nabizi, byla jednoduchd, Skéalovatelna a v oblasti biologickych v&d co nejptistupné;jsi
(Preston et al. 2021).

Vyzkum spolecnosti Illumina se zaméfuje na vyvoj technologickych nastrojt, které
umozni vyzkumnym pracovnikim pokracovat ve védeckém pokroku v oblasti genetickych
onemocnéni, béznych genetickych poruch, populacni genetiky a zdkladni bunécné a
molekuldrni biologie pro klinické aplikace, jako je reprodukcni zdravi, onkologické testovani,
testovani infekénich nemoci a dohled nad nimi (Preston et al. 2021). Sekvenovani genomu
podpoftilo objev genti spojenych s chorobami a identifikaci novych variant vazanych na
fenotypy. Komplexni prizkum DNA umoznil vytvofit mapy variaci genidl souvisejicich se
zdravim, chorobami a odezvou na léky, také poskytl piilezitost pro vybudovani dilezité
databaze a umoznil katalogizovat vyznamné odchylky pro budouci aplikace (Preston et al.
2021).

Sekvenéni platforma Illumina (dfive zndma jako Solexa) je zaloZena na metodé
cyklického reverzibilniho ukonceni (Bentley et al. 2008). Knihovny DNA piipravené
ndhodnou fragmentaci a spojené s adaptéry jsou imobilizovdny na pevném povrchu zvaném
»flowcell“, tedy reakéni komulrky. Reakéni komurky se skladaji z osmi kanéli neboli pruhi,
které jsou husté pokryty ,tradvnikem* kovalentné vazanych primerd dopliujicich 5' a 3'
adaptéry. Kazda drdha mtize byt nactena se samostatnou knihovnou, bud’ vytvofenou z
jediného vzorku, nebo Ccastéji u bakterii, multiplexovanou knihovnou obsahujici az 96
knihoven oznacenych indexem. Fragmenty DNA liguji k primerim na pratokové buiice, kde
jsou amplifikovany in situ procesem PCR na pevné fazi, znamé také jako mustkova
amplifikace, kterd vytvaii identické kopie kazdé jednotlivé templitové molekuly v tésné
blizkosti (Harris a Okoro 2014). Tento proces muze produkovat az 10 miliont klastrti na bazi
jedné molekuly v kazdém kanalu reakéni komurky (Mardis 2008; Shendure a Ji 2008),
pficemz vSechny jsou nésledné sekvenovany soucasné (Harris a Okoro 2014).

Spole¢nost Illumina dokazala vyrazné snizit naklady na sekvenovani, coz umoznilo
nebyvaly védecky pokrok a ovlivnilo tak 1 témét vSechny aspekty lidského zdravi (Preston et
al. 2021). Poskytovatel¢ zdravotni péce jsou nyni schopni nabidnout sekvenovani celého
genomu velkému mnozZstvi pacientll za dostupnou cenu. Laboratofe jakékoli velikosti zavadé;ji
zpusoby, jak castéji zjednoduS$it a stabilizovat pracovni postupy pro sekvenci genomu

(Preston et al. 2021).



2.4.1 Proces Illumina

Pracovni postupy sekvenovani nové generace Illumina zahrnuji Ctyti zékladni kroky
(Illumina, Inc. 2017). Jejich teoreticky a podrobnéjsi popis dle Illumina, Inc. (2017), Ansorga
(2009) a Mardise (2008) nasleduje nize.

1. Ptiprava knihovny. Sekvenc¢ni knihovna je pfipravena nahodnou fragmentaci
vzorku DNA nebo c¢cDNA. Fragmentace kombinuje fragmentani a ligacni
reakce do jediného kroku, ktery vyrazné zvySuje efektivitu procesu ptipravy
knihovny. Dochézi k fragmentaci DNA na tuseky, které maji velikost 200 bp,
tedy 200 komplementarnich part bazi, dale dojde k zarovnani konct
chromosomd, k jejich fosforylaci a néasledné jsou chromosomy na 3’ konci
adenylovany. Na kazdy z konct je upevnén jeden ze dvou typl adaptéru. Na
konci tohoto procesu tedy kazdy fragment nese jeden adaptér na jednom konci
a na druhém druhy adaptér.

2. ZmnoZeni klastrii. Fragmenty, na kterych jsou jiz napojeny adaptéry, jsou
denaturovany. Takto vzniklé jednofetézcové molekuly, jsou pfipojeny k
oligonukleotidim, které jsou ukotveny na povrchu reakéni komirky. Tyto
oligonukleotidy jsou komplementarni s adaptéry a v naslednych krocich budou
slouzit jako primery. Volny konec imobilizované molekuly DNA je néasledné
za vzniku jednofetézcového mistku navdazdn ke komplementarnimu
oligonukleotidu. Dale dochazi k ptidani reagencii nezbytnych pro PCR
amplifikaci. Nasleduje extenze oligonukleotidi. Dochdzi k ni podle navazané,
templatové DNA imobilizovanych fragmentl. Poté se vytvaii dvoufetézcovy
mustek. Nasledn¢ dojde k denaturaci dvoufetézcovych molekul DNA na
molekuly jednotetézcové. Po odmyti pivodnich templatovych molekul zistane
navazano na povrchu reakéni komurky jen noveé syntetizované vlakno.
Nésleduje annealing, krok probihajici pii vysoké teploté, pfi kterém se za
vzniku jednofetézcového miistku, navaze volny konec imobilizované molekuly
DNA k jednomu ze sousednich komplementarnich oligonukleotida. Pfi
nasledné amplifikaci je oligonukleotid prodlouzen a dochazi k vytvofeni
dvouietézcového mustku. Takto vytvofené dvoufetézcové molekuly jsou
pomoci denaturace zménény na molekuly jednofetézcové, které volnym
koncem pfisedaji k oligonukleotidiim. Cely tento proces je cyklicky opakovan.

Amplifikace je realizovana ve skupinach na desticce sousedicich molekul, v



takzvanych klastrech. Diky jednotlivym klastrim desti¢ky jsou produkovany
identické molekuly DNA. Po dokonceni generovani klastru jsou Sablony
piipraveny k sekvenovani.

Sekvenovani. Technologie Illumina SBS pouZzivad proprietarni reverzibilni
metodu zalozenou na postupném piidavani jednotlivych nukleotidti odlisné
oznacenych riznymi fluorochromy. Jakmile jsou jednotlivé baze
inkorporovany do templatovych fetézch DNA, jsou detekovany pomoci
fluorochromti. Nukleotidy jsou inkorporovany po jednom za cyklus.
Fluorochrom a terminani znacka jsou vzdy pfed inkorporaci dalsiho
nukleotidu odstranény. Minimalizuje se tak zkresleni a moznost vzniku hrubé
chyby je tak ve srovnani s jinymi technologiemi zanedbatelna. Vysledkem je
vysoce pfesné sekvenovani po bazich.

Analyza dat. Béhem analyzy dat se nové identifikované c¢teni sekvence
zarovnaji s odkazem genomu. Nasleduje jejich sefazeni a identifikace rozdila v

sekvenci. Vysledn4 data maji velkou fadu dalSich vyuZiti.
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D. Adjustace a analyza dat

ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
B AGATGGTATTG
Cteni GATGGCATTGCAA
GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

Referencnigenom

AGATGGTATTGCAATTTGACAT

Obr. 1. Pracovni postupy sekvenovani nové generace [llumina. Pfevzato a upraveno z Illumina, Inc. (2017).
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2.5 MIKROORGANISMY

Némec a Matoulkova (2015) ve své knize definuje mikroorganismy jako
jednobunécna individua, zplsobild samostatné existovat a rozmnoZzovat se. Do této skupiny
patii prokaryotické organismy, které nemaji morfologicky diferencované jadro, tedy
cyanobakterie, bakterie a Archaea. Ddle pak i eukaryotické organismy s diferencovanym
jadrem, konkrétné prvoci, zelené fasy a houby. Nékdy se setkame se zafazenim virt pod
mikroorganismy, viry v§ak nejsou schopny autoreprodukce, tedy nesplituji zakladni podminku
organismu (Némec a Matoulkova 2015).

Ve své praci se dale budu podrobnéji zabyvat bakteriemi, které patii pod

mikroorganismy.
2.5.1 Bakterie
Schindler (2014) uvadi, Ze nejstarSimi organismy na Zemi jsou bakterie. Odhaduje se,

7e na Zemi zije néco mezi 300 000 a jednim milionem druhid bakterii, nalezeno a popsano je

ale zatim pouze kolem tii tisic druhti (Schindler 2014).

gazvezikuly cytoplazmaticka

buné&&na sténa membrana
fimbrie polyfosfatova
ribozomy polyglykozidova granula
granula

periplazmatické

pouzdro
vacky

bic¢ik
granula kys.poly-£3-
hydroxymaselné

inkluze siry

mezozom

nukleoid periplazmaticky

zakladni cytoplazma prostor

Obr. 2. Schéma bakterialni bunky. Pfevzato z Némce a Matoulkové (2015).

11



2.5.1.1 Struktura bakteridlni buriky
Dle Némce a Matoulkové (2015) lze struktury bakteridlni bunky lze rozdélit do dvou

skupin. V prvni skupin€ nalezneme struktury esencidlni, ve druhé potom struktury obvyklé.

Struktury esencidlni, tedy struktury vyskytujici se obecné u bakterii. Do této
skupiny patfi cytoplazmatickd membrana, nukleoid, cytoplazma a ribozomy.

Struktury obvyklé, tedy struktury vyskytujici se jen u nékterych skupin
bakterii. Sem patii pouzdro a biCiky bakterii, fimbrie, chromatofory,
mezozomy, chlorobiové vacky, inkluze a v neposledni fadé endospory (Némec

a Matoulkova 2015).

2.5.1.2 Tvary a uspordddni bakteridlnich bunék

Dulezitym taxonomickym znakem je tvar a uspoiadani bakteridlnich bunék viditelné v

mikroskopu (Némec a Matoulkova 2015).

Podle tvaru rozeznavame:

L.

Bakterie kulovitého tvaru, takzvané koky (Rosypal 1994; Némec a Matoulkova
2015). Kok je tvarem nejjednodussim. Z hlediska prostfedi se jedna o tvar
nejvyhodnéjsi. Koky byvaji uspofadany riznym zpiisobem, zdlezi na tom, v
jakém sméru se buiiky rozdé€lily a zda zGstaly spojeny. Znadmy jsou diplokoky,
tedy dvojice koki a streptokoky neboli fetizky kokt, vznikajici pti déleni v
jedné roving. Dochézi-li k déleni bakterii ve dvou na sebe kolmych rovinach,
tvofi se tetrady, pokud dojde k déleni ve tfech rovinach, vznikaji balicky,
sarciny. Pokud dé&leni probiha nahodile, tvofi se shluky. NejzndméjSim
piikladem nahodilého déleni je seskupeni stafylokokii (Némec a Matoulkova
2015).

Bakterie tyCinkovitého tvaru, takzvané tyCinky. Stejné tak, jako u vySe
uvedenych koki, plati 1 u tyCinek, ze po rozd€leni mohou zlistat spojeny a
vytvéiet dvojice nebo i fetizky (Rosypal, 1994; Némec a Matoulkova, 2015).
Nekteré tyCinkovité bakterie, nazyvané bacily, vytvareji uvnitt svych bunék
endospory. Endospory jsou velmi odolnd kulovita téliska schopna pieckat
pusobeni vysokych teplot nebo dezinfek¢énich prostredkli (Rosypal 1994).
Zakiivené bakterie. Pod zakiivené bakterie fadime vlastné bakterie ty¢inkovité,

které jsou jednou nebo 1 vicekrat zakiiveny. Do této skupiny patii bakterie
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oznacované jako vibria, které jsou zakfiveny pouze jednou, a to do tvaru
rohliku. Spirily jsou bakterie nékolikrat zvInéné. Jako treponemy potom
oznacujeme dlouhé bakterie kroucené Sroubovicovitym zptusobem (Rosypal
1994). Korynebakterie maji kyjovity tvar s rozSifenim na jednom z polu.
Bakterie mohou byt dale oblouckovité nebo esovité¢ zprohybany. Nékteré se za
urcitych podminek okolniho prostfedi prodluzuji do vlaken (Schindler 2014).

4. Vétvici se bakteridlni bunky jsou posledni, které ve svém vyctu Rosypal (1994)
uvadi. Aktinomycety je oznaCeni pro zcela se vétvici bakterialni buiiky,
castecn¢ se vétvici builky jsou oznaCovany jako mykobakterie a bakterie s

naznaky vétveni jako korynebakterie (Rosypal 1994).

QOGQ Koky &ng Tycinky [V Mykobakterie

QJQCDCD

&%@ Diplokoky (Q s el ﬁ Korynebakterie

E QH Vibria
% Streptokoky
"V,J Spirily

- Stafylokoky (\/B Treponemy
&

Obr. 3. Tvary a uspofadani bakterialnich bunék. Pfevzato a upraveno podle Rosypala (1994).

Prevazna Cast bakterii se nepohybuje aktivné, ale pasivné. Jejich premisténi tedy zalezi
na charakteru prostfedi, jsou napiiklad unaseny vodou. Znamé jsou ale i druhy bakterii
schopné aktivniho pohybu. Buiiky téchto druhti disponuji bi€iky, které jim pohyb umoZiuji.
Pocet 1 umisténi bicikt se 1isi. Nékteré bakterie maji bicik pouze jeden, na jednom, nebo na
obou koncich buiiky. Mohou mit 1 cely trs bi¢iki, opét na jednom, nebo na obou koncich.
Setkdme se ale 1 s bakteriemi které maji bi¢iky rozmistény po celém povrchu buniky (Rosypal
1994).
viditelné svételnym mikroskopem. Koky disponuji primérem od 0,5 do 5 um. Délka
tyCinkovych bakterii se pohybuje v rozmezi 1 — 7 um, tloustka od 0,3 do 2 um. Spirochéty
byvaji vyrazné vétsi, jejich délka ¢ini 5 az 500 pm, tloustka pak byva udévana v rozmezi od

0,2 do 0,7 um (Rosypal, 1994; Némec a Matoulkova, 2015).
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2.6 PATOGENY
Patogen je organismus zpusobujici onemocnéni. Mezi patogeny patii bakterie, houby,
prvoci, zivoCichové, ale i viry a priony (Méthot a Alizon 2014). Tato moje priace se

podrobné¢ji zabyva bakteriemi na starSich pohiebistich, kde lze o¢ekavat prezivani patogent.

2.6.1 Patogenni bakterie

Patogenitou rozumime schopnost zptsobit infekéni onemocnéni. Mira patogenity pro
dany zivoc¢isny druh je ur€end virulenci. Virulenci je obtizné stanovit, protoze je méfitelna
pouze in vivo. Jedna se o komplexni vlastnost bakterii, spocivajici v invazivné (proniknuti do
tkan¢ a nasledné pomnoZeni), ve schopnosti kolonizace (osidleni sliznice hostitele) a
v adherenci na buiiku (Schindler 2014). Dojde-l1i ke vstupu a pomnozeni bakterie v organismu
hostitele, mluvime o takzvané bakteridlni infekci. Vysledkem byvad onemocnéni, které mize,
ale nemusi, byt doprovéazeno viditelnymi ptiznaky. Bakterie, se schopnosti vniknout a vyvolat
onemocnéni v rostlinném, zvifecim nebo lidském organismu, jsou oznacovany jako patogenni

(Rosypal 1994).

2.7 PUDA JAKO STANOVISTE MIKROORGANISMU A PATOGENU

Plidou rozumime nejsvrchngjsi ¢ast zemské kiry. Tvoii ji smés mineralnich soucasti,
odumfeld organickd hmota a soubor Zivych organismi. Vznikd ze zvétralin nebo z
nezpevnénych organickych a minerdlnich sedimenti. Pida je vzdy propojena se svym
podlozim (Bi¢ik 2009). Svrchni ¢ast pevného zemského povrchu — pedosféru, tvoii puda.
Piida vzniké na takzvané kiife zvétravani. Pevny zemsky povrch, ktery je vystaven G¢inkiim
vodstva a ovzdus$i, poskytuje zvétraliny, ty ale samy o sob¢ jesté piidou nejsou. Pravé ony
jsou ale nutnym ptfedpokladem k jejimu vzniku. K tvorbé pudy dochdzi az ve chvili, kdy se k
vySe zminénym vlivim pfiddva ¢innost organismu, konkrétné edafonu, mikroorganismi a
vegetace (Tomasek 2014).

Padni mikrobiologové zahrnuji mezi mikroorganismy v pudé¢ rizné druhy bakterii,
nizSich hub, virt, aktinomycet, fas, prvoku, hlistic a ¢lenovcl. Mikroorganismy jsou v ptdé
velice pocetné. V jednom gramu pudy se nachazi jeden az deset milioni mikroorganismu.
Nejpocetnéjsi z nich jsou bakterie a niz§i houby. Pojmem struktura mikrobidlni populace
rozumime slozeni, rozmanitost a po¢ty mikrobidlniho osidleni v ptid¢. Zdrava puda, kterd neni
ovlivnéna nezadoucimi latkami, disponuje velkou rozmanitosti a vysokymi pocty
mikroorganismu (Bicik et al. 2009). V pid¢ jsou velmi piiznivé podminky pro rlst a existenci
mikroorganisml, obsahuje mnozstvi organickych latek a obvykle také dostatek

makrobiotickych a stopovych latek, vlhkosti i kysliku. Za bézné situace v pudé nejsou
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extrémni podminky (nedochazi k velkym vykyvim teploty, pH, solnosti ani redox
potencialu). Takto vznika téméf idedlni prostfedi pro existenci mikroorganismu (Bicik et al.
2009).

Mikroorganismy, se kterymi se setkime v pud¢, miZeme dle Némce a Matoulkové

(2015) rozd¢lit do téchto tii skupin.

1. Autochtonni mikroorganismy. Jednd se o vpiudé pfirozené se vyskytujici
organismy. Jejich populace je v ptiidé relativné stala. Cetnost jejich vyskytu
nezavisi na piitomnosti ¢i nepiitomnosti substratu. Nastane-li situace, pfi které
bude nedostatek zivin, dojde pouze ke zméné poctu této populace. Mezi
autochtonni mikroorganismy patii hlavné bakterie. Nalezneme zde napfiklad
zastupce rodu Pseudomonas, Arthrobacter, Streptomyces, Agrobacterium a
Nocardia. Zhub mizeme jmenovat zastupce rodd Mucor, Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma a dals$i.

2. Zymogenni mikroorganismy. Ve vétSim mnoZstvi, se zymogenni
mikroorganismy v pudé€ vyskytuji, pouze pokud je v okolnim prostfedi dostatek
zivin. Hraji velkou roli v kolob¢hu prvkli a svou mohutnou metabolickou
aktivitou se vyznamné¢ podileji na procesech mineralizace. K zymogennim
mikroorganismiim patii predevSim zastupci rodu Bacillus, Mycobacterium,
Aeromonas, Enterobacter a dalsi. Z hub potom naptiklad Fusarium, Rhizopus,
Cladosporium a Cephalosporium. V této skupiné nalezneme i biCikovce a
cyanobakterie.

3. Patogenni mikroorganismy vyskytujici se v padé délime dale na patogeny
primarni a sekundérni. Pro primarni patogeny je puda pfirozenym stanovistém.
Jedna se piedevS§im o mikroorganismy, které jsou patogenni pro rostliny,
napfiiklad bakterie a houby infikujici kofenovy systém. Mezi primarnimi
patogeny ale nalezneme 1 bakterie nebezpecné pro Cloveéka. Napiiklad piivodce
tetanu — Clostridium tetani, puvodce plynaté snéti — Clostridium perfringens,
nebo puvodce botulizmu — Clostridium botulinum. Naproti tomu sekundarni
patogeny se do pudy dostanou sekundarné¢ zrezervoari. Za vhodnych
podminek jsou potom schopny ptezit v ptide i fadu let, napiiklad pivodce
antraxu — Bacillus anthracis ptezije vpudé i 20 let (Némec a Matoulkova

2015).
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2.7.1 Bakterie v pudé

Prosttedim, které je v ptirod¢ nejvice osidleno bakteriemi, je ptida (Rosypal 1994).
Pravé v ni vytvareji bakterie pfirozend spoleCenstva (BiCik et al. 2009). Dle Kutilka (2012)
nalezneme v Ceské republice na jednom &tvereénim metru pady asi sto biliond (10') bakteri,
v nekterych ptipadech i stokrat vic. Hmotnost téchto bakterii se odhaduje na 100 az 700 g/m2.
V pfepoctu se tedy nachazi kolem 100 miliond, popiipad€ 1 n€kolik miliard, bakterii v
pouhém jednom gramu ornice.

V pidé Ize nalézt velké mnoZzstvi riznych druhta bakterii se zcela odliSnymi funkcemi
pro pudu. Ani v dnes$ni dob¢ nejsou vSechny role bakterii zcela objasnény. Bakterie plni v
pudé spoustu dilezitych funkci, at’ uz mluvime o jejich vztahu k vodnimu rezimu, kolob¢hu
prvkil v pfirodé nebo o schopnosti potlacit choroby rostlin (Bicik et al. 2009). Bakterie
ovliviiuji kofenovou vyzivu rostlin a tim 1 Grodnost plidy. Nékteré jsou schopny rozlozit
zbytky t&l rostlin a zivoCichli, a dokonce je pfeménit na latky asimilovatelné vy$Simi
rostlinami. Dojde-li k ipInému rozkladu tél a jejich zbytki, hovofime o mineralizaci (Rosypal
1994). Bakterie jsou schopny ovlivnit pohyb vody v pudé tvorbou latek, které spojuji castce
pudy v drobné agregaty o velikosti 2 az 200 mikrometrti. Tyto agregaty zvySuji vodni
kapacitu ptidy. Bakterie zijici v pidé jsou dulezité i pro kolobéh prvki, jako je naptiklad sira
nebo dusik, nebo jsou schopny rozkladat polutanty, napiiklad herbicity, pesticidy ¢i
insekticidy (Bicik et al. 2009).

Dle Bicika (2009) mizeme pudni bakterie rozdélit do ¢tyt funkeénich skupin. VéEtSina z
nich rozklada organické latky v ptd¢ a vytvati tak jednodussi latky, které mohou dale vyuzit
ostatni pidni organismy. Timto procesem se preménuje energie obsazena v organickych
latkach na formu vyuzitelnou dalS$imi organismy. Tyto bakterie maji 1 dal$i, nemén¢ dilezitou
roli. Ve svych buiikach jsou schopny zadrzet dusik a dalsi Ziviny, a zabranit tak jejich ztratg,
ke které by mohlo dojit naptiklad vymyvanim sraZkovou vodou z kotfenové zony.

Z prvni vySe jmenované skupiny bakterii, se ve své knize Bifik (2009) podrobnéji
zaméfuje na aktinomycety, které plni v pudé vice roli, predev§im rozkladaji organickou
hmotu. Pfechod mezi niz§imi houbami a bakteriemi tvoti pravé aktinomycety. Jejich prfednosti
je schopnost rozlozit i celulosu a chitin, coz jsou velice tézko rozlozitelné organické latky.
Aktinomycety také tvoii laky s antibiotickymi ucinky. Ne&které druhy pidnich bakterii,
napiiklad Pseudomonas fluorescens, jsou schopny produkce latek pisobicich proti niz§im
houbdm. Timto zplisobem, jsou podobné jako aktinomycety, schopny redukovat aktivitu
urcitych rostlinnych patogent. Bakterie z rodl Xanthomonas a Pseudomonas mohou zvysit

rychlost rlstu rostlin tvorbou latek, inhibujicich rlist patogennich hub, které napadaji rostliny
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nebo produkei latek podporujicich pfimo ristové faktory (Bicik et al. 2009).

Do druhé skupiny bakterii fadi Bicik (2009) mutualistické organismy, které vytvareji
symbiotické vztahy s rostlinami. Mezi nejzndmé;jsi patii bakterie, které jsou schopny fixovat
vzdu$ny dusik a nasledné ho pfeménit na formy vyuzitelné rostlinami. Dusik v plynné formé
nema pro fyziologické funkce rostlin vyznam, protoZe ho rostliny v této formé neumi vyuZit.
Pravé nyni ptichazeji na fadu bakterie fixujici vzdusny dusik, které vytvareji symbioticka
spoleCenstvi v kofenovém systému rostlin. Bakterie iniciuji tvorbu kulovitych utvaru,
takzvanych nodul, na kofenovych vlascich rostlin, v téchto utvarech se néasledné¢ mnozi a
prevadéji vzdusny dusik na anorganickou formu vyuzitelnou pro rostliny (Bicik et al. 2009).

Ve treti skupiné najdeme bakterie patogenni pro rostliny zijici v ptd¢, na kvalitu pidy
piesto nemaji zvlastni vyznam. Bakterie patfici do rodd Xymomonas, Erwinia a
Agrobacterium jsou nejznamé;jsi z této skupiny (Bicik et al. 2009).

Ve ¢&tvrté skupin€ nalezneme litotrofni nebo chemoautotrofni organismy, které
neziskavaji energii z organickych sloucenin, ale z anorganickych sloucenin siry, dusiku a
zeleza nebo z vodiku, a jsou, mimo jiné, dilezité pro kolobéh téchto prvkl v piirodé (Bicik et

al. 2009).

2.8 MIKROBIOM LIDSKEHO TELA

Lidské télo neni tvofeno jen tkani jemu vlastni. Dnes jiz prokazateln¢ vime, Ze je z
podstatné Casti tvofeno také mikrobidlni slozkou, kterd pfispiva k zajiSténi normdlnich
fyziologickych funkci (Spagnolo et al. 2019). Bylo prokazéno, Zze pocet mikrobt
kolonizujicich zdravé lidské télo pfevysuje pocet somatickych bunék desetindsobné (Dash a
Das 2020; Spagnolo et al. 2019; Zhou a Bian 2018).

Slozeni a velikost mikrobidlnich spolecenstev se mezi sebou liSi, roli hraje jejich
umisténi v raznych castech téla a také konkrétni studovany subjekt (Zhou a Bian 2018;
Spagnolo et al. 2019). Kazdy clovék ma svoji vlastni unikatni bakterialni floru. Nachazi se na
povrchu kiize, v gastrointestindlnim traktu 1 v Ustni dutiné a je zndma pod pojmem
mikrobiom. Lidsky mikrobiom formuje mnoho rtznych faktort. Mikrobiom novorozence
z&visi na zpusobu porodu a typu krmeni (matetské mléko nebo kojenecka vyziva). Pozdéji je
mikrobiom utvafen s ohledem na stravu, v€k, pohlavi, uzivani 1ékii a prod€lané nemoci
(Wojcik et al. 2021).

Urcité ¢asti téla jsou kolonizovany konkrétnimi mikroorganismy. SloZeni
mikrobidlnich komunit je ovlivnéno faktory vnitinimi (zdravotni stav hostitele) a vnéjSimi

(napftiklad teplota, vlhkost, uzivani léki a antibiotik, strava). Tyto zmény, 1 kdyz dynamické,
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jsou casto predvidatelné (Zhou a Bian 2018; Dash a Das 2020).

Kazda ¢ast téla ma své charakteristické dominantni taxony bakterii (Dash a Das 2020).
Kozni mikrobiom se skladd ze ctyf hlavnich kmenl: Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes a Proteobacteria. Nejhojnéjsi rody jsou Staphylococcus spp. (vétSinou S.
epidermidis), Corynebacterium, Propionibacterium, Brevibacterium a Micrococcus (Wdjcik
et al. 2021). Nejvetsi koncentrace bakterii je ve slinach (Dash a Das 2020). V ustni dutiné
najdeme prevazné rody Streptococcus, Veillonella, Fusobacterium, Neisseria, Haemophilus,
Propionibacterium, Eikenella, Peptostreptococcus a Eubacteria. Bakterie pfitomné v nosni
dutin€ jsou Actinobacteria (Propionibacterium a Corynebacterium) a Firmicutes
(Staphylococcus spp.). PriduS8ky a plice jsou vétSinou kolonizovany c¢tyfmi kmeny:
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria a Actinobacteria. Nejbézn¢j$im taxonem v jicnu je
Streptococcus. Ptipadné mohou byt ptitomny i1 Haemophilus, Prevotella, Neisseria a
Veillonella. Zaludek je osidlen kmeny Proteobacteria (Helicobacter pylori) a Firmicutes. Ve
sttevech, dominuji tyto dva kmeny: Bacteroidetes a Firmicutes, vétSina stfevnich bakterii je
anaerobnich: Bacteroides, Bifidobacterium, Fusobacterium, Eubacterium a Ruminococcus.
Ve stievech jsou vSak pfitomny i aerobni a obligatn¢ anaerobni bakterie (Enterobacter spp.,
Escherichia coli, Staphylococcus spp., Klebsiella spp. a Proteus spp). V pochvé je nejhojnéjsi
rod Lactobacillus (L.crispatus, L. gasseri, L. iners, L. jensenii), (W0jcik et al. 2021).

Diverzita hubovych mikroorganismti v lidském stievé je mnohem niz§i nez
Saccharomyces. Zastupce nejpocetnéjsiho oddeleni hub, Ascomycota, nalezneme nejen ve
stolici, ale také v pochvé, ustni dutiné a na kizi. V zazivacim traktu stoji za zminku rody
Cladosporium a Cryptococcus. Na pokozce je nejhojnéj$i Malassezia. V Ustni dutin€ jsou
ptitomny Candida, Saccharomyces, Penicillium, Scopularis, Geotrichum a Aspergillus. V
Malassezia a Saccharomyces. V urogenitdlnim systému se bézné¢ setkdme s rody
Saccharomyces, Candida, Aspergillus, Cladosporium a Alternaria (Wdéjcik et al. 2021).

Tato prace se podrobnéji zabyva screeningem nalezenych bakterii v ptidé pohiebist.
Dalsim mikroorganismim, které¢ tvoii mikrobiom lidského téla, tedy nebude nize vénovan

vEtsi prostor.

2.9 POSMRTNE MIKROBIALNI ZMENY

Mikrobidlni zmény, ke kterym dochézi po smrti, nejsou stale zcela pochopeny. Ve

zdravém lidském téle zabrafiuje imunitni systém mikrobidlni kolonizaci vnitinich orgént a
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tekutin (napt. krve, mozkomisniho moku, srdce, mozku, jater, sleziny). Po smrti ale imunitn{
systém a fyzické bariéry selhdvaji a mikroby tak zac¢inaji rist (Zhou a Bian 2018; Spagnolo et
al. 2019). K ristu mikroorganismi dochazi v celém téle, pocinaje ileocekalni oblasti
(Spagnolo et al. 2019). Takové zmény formuji a jsou ovlivilovany jak hostitelskymi
mikroorganismy, tak mikroorganismy prostiedi (Zhou a Bian 2018).

Pfi definovani poctu stupniti rozkladu se autofi rozchazeji, obvykle se ale rozliSuji tti

az pét fazi rozkladu (Wojcik et al. 2021; Shirley et al. 2011).

L. Cerstva mrtvola
2. Stupeil zabarveni
3. Nadymani

4. Hniti

S. Vysychani

V prvni f4zi rozkladu zaznamenavame posmrtnou ztuhlost, bledost a chlad. V téle
probiha autolyza, zpiisobend travicimi enzymy. Postupné tak zacinéd rozklad organti. Vnitini
teplota téla se snizi a télo kolonizuje prvni hmyz (Calliphoridae). Déle dochédzi k zbarveni
téla. Tato faze byva rychld a je tedy Spatné pozorovatelna, a to zvlasté¢ v letnich mésicich.
Tteti faze, nadymani, je charakteristické aktivitou bakterii. (Shirley et al. 2011). Lidské télo se
po smrti stavd bohatym zdrojem zivin diky autolyze bunck, ktera pfitahuje rizné
mikroorganismy i1 makroorganismy (Dash a Das 2020). Po smrti jedince totiz pfestane
fungovat jeho imunitni systém a dojde ke zméné wvnitinich teploty, coz radikdlné¢ meéni
prosttedi pro mikrobidlni kolonizaci a rist. VétSina endogennich mikrobl Zije v
gastrointestinalnim traktu a posmrtné zmény ve stfevni mikrobidlni komunité¢ vedou k
nadyméni mrtvoly, a nakonec k jejimu prasknuti. Po prasknuti mrtvoly prostupuji pidou
tekutiny bohaté na amoniak, coz vyznamné ovlivni koncentraci dusiku a pH. Tento bohaty
zdroj zivin a vyrazné zmény v chemii plidy iniciuji jasnou ekologickou posloupnost ptidnich
mikrobialnich organismi se zvySenou kapacitou cyklovani dusiku a toleranci vici
zménénému chemickému prostiedi pady. Dochazi k degradaci aminokyselin a nasledné
produkci amoniaku (Metcalf et al. 2016). Hnilobny zapach vznikd diky produkci plyna
bakteriemi. Tento zépach ptilakd dalsi druhy hmyzu. Nasledn¢ dojde k ubytku hmotnosti,
vypusténi plynii, splasknuti a k expozici kostry. Poslednim bodem je vysychéni kostry
(Shirley et al. 2011).
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2.9.1 Thanatomicrobiom a Epinecrotic mikrobiom

Lidsky posmrtny mikrobiom se sklada ze dvou slozek: thanatomikrobiomu, ktery se
skladéd z mikrobli nalezenych po smrti ve vnitinich organech a tekutinach, a epinecrotickych
mikrobidlnich komunit, sestavajicich z mikrobli nachazejicich se na povrchu rozkladajicich se
zbytki. Mikroby spojené s vnitinimi organy a tekutinami jsou méné ovliviiovany podminkami
prosttedi nez ty spojené s vnéjSimi organy (Zhou a Bian 2018; Spagnolo et al. 2019).

Po smrti hostitele urcité typy mikrobti expanduji ve vnitinich organech a jiné naopak
vyhynou. K této zméné dochazi jak ve vnitinich orgénech, které jsou kolonizovany mikroby
jiz za Zivota hostitele (jako jsou plice a stifeva), tak 1 v mistech, kterd jsou v zivém hostiteli
sterilni (jako je krev, jatra, slezina, srdce a mozek). Pravé organy, jako je naptiklad mozek
nebo slezina, jsou po smrti postupné kolonizovany mikroby. U nesterilnich mist, jako jsou
stteva, se po smrti zvySuje pocet mikroorganismi, zatimco jejich druhova rozmanitost klesd
(Zhou a Bian 2018).

Thanatomicrobiom je velice dynamicky. Byly pozorovdny podstatné variace
thanatomicrobiomu v misté uloZeni téla v riznych stadiich rozkladu. Mikroorganismy méni
svad mista v rdmci téla, ale také cestuji mezi prostiedim a mrtvolou. Byla zaznamenéana
migrace mikrobi z télnich dutin do tekutiny v télesné blizkosti téla. Environmentélni
mikrobidlni spolecenstvi se vyznamné li§i v rliznych zemépisnych umisténich a typech
prostfedi, proto mohou environmentdlni kmeny identifikované v thanatomikrobiomu
potencialné odvodit umisténi mrtvoly (Zhou a Bian 2018).

Epinecrotic mikrobiom je dalS$im dulezitym biomarkerem nejen Casu smrti, ale také
mista smrti, protoze epinecroticka mikrobialni spoleCenstvi se nachédzeji na povrchu téla a
jsou tedy v uzkeé interakci s prostiedim, tedy i s mikroorganismy okolniho prostiedi. Proto se
studie o epinecrotic mikrobiomu obvykle zamétuji na konkrétni podminky prostiedi (voda,
les). Bylo prokéazano, ze faktory prosttedi, jako jsou ro¢ni obdobi, hraji zasadni roli ve sloZeni
epinecrotic mikrobiomu (Zhou a Bian 2018).

Kromé& zmén mikrobiomu na povrchu téla a souvisejicich s vnitinimi orgdny dochézi
také k podstatnym mikrobidlnim zménam v substratu kolem téla, pficemz nejvice studovanym
substratem je puda. Zmény pudnich mikrobialnich spolecenstev kolem lidskych mrtvol
zahrnuji vyraznou zménu ve slozeni komunity, ale nikoli celkovou pocetnost druhti (Zhou a
Bian 2018).

Pfi rozkladu téla ma mikrobidlni a biochemicka aktivita za nésledek tadu stadii
rozkladu, které jsou spojeny s reprodukovatelnou mikrobidlni posloupnosti. Ve své praci

Metcalf et al. (2016) prokazal, Ze mikrobidlni posloupnost je pfedvidatelna napfic typy pidy,
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ro¢nimi obdobimi a hostitelskymi druhy. Mikrobialni metabolismus ani nésledna ekologie
podporujici rozklad vSak stale nejsou zcela objasnény. Neni zcela jasné, zda jsou mikrobidlni
taxony, které vedou k rozkladu, vSudypfitomné napii¢ prostfedim, rocnim obdobim a
fylogenezi hostitele. DalSi nezodpovézenou otdzkou je, zda mikroby, které tidi rozklad,
pochdazeji primarné¢ z hostitele nebo z prostiedi. Otazkou také ziistava, zda je metabolicka
posloupnost mikrobialniho rozkladu ve fyzikdlné-chemickém kontextu rozpadu a fylogeneze

hostitele zachovana (Metcalf et al. 2016).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 LOKALITY

Sbér vzorkd pro tuto praci se uskutecnil na dvou odlisnych lokalitach, historickych
pohiebistich, v Ceské republice. Obé lokality disponuji podobnou nadmoiskou vyskou, a
spadaji do stejné klimatické oblasti, ale 1iSi se jak svou pfislusnosti do dvou rtznych
biogeograficky regionti, tak i pidnimi typy, subtypy a rozdilnym pidotvornym substratem.
Prvni lokalita, Hostivice, se nachdzi ve StredoCeském kraji v blizkosti hlavniho mésta Prahy.
Druha lokalita, Semonice, lezi v Kralovéhradeckém kraji, nedaleko Hradce Kralové a je

evidovana jako ¢ast mésta Jaromér.
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Obr. 4. Lokality vyznacené na mapé€. Prvni lokalita Hostivice, druha lokalita Semonice [1].

3.1.1 Hostivice

Mésto Hostivice se nachazi ve Stiedoceském kraji, v okrese Praha-zdpad. Od zdpadni
hranice hlavniho mésta jsou Hostivice vzdaleny asi Ctyfi kilometry. Mésto se nachazi v
nadmoftské vysce 341 metrii nad mofem [2].

Hostivice nalezi do Ripského bioregionu. Biogeografickym regionem rozumime
individualni jednotku v rédmci biogeografického clenéni krajiny na regiondlni Urovni.
Biocendzy nachézejici se v bioregionu jsou ovlivnény polohou tohoto regionu a evidujeme u

nich charakteristické chronologické rysy. V ramci bioregionu se tedy vétSinou neobjevuji
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dalsi rozdily v potenciondlni biot¢ nez rozdily, které jsou zpiusobeny odlisSnym ekotopem
(Culek et al. 1996).
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Obr. 5. Prvni lokalita, Hostivice [2].

3.1.1.1 Hydrologie
Hostivici protéka Litovicky a JeneCsky potok. Hlavnim tokem je potok Litovicky,
pravé do n¢j se v centru mésta vléva i mensi JeneCsky potok V katastru mésta se nachazi

komplex tii vétSich rybnikil, konkrétné se jedna o rybnik Litovicky, Bievsky a Kala [2].

3.1.1.2 Horniny

Celé uzemi Ripského bioregionu spada do ¢eské kiidové panve, kterd je zde tvofena
vapnitymi horninami, opukami, sliny a v omezené mife také vapnitymi piskovci. Jih az
jihozapad bioregionu, tedy pravé nase zajmové Uzemi a okoli Prahy, je tvofen pomérné
tenkou vodorovnou pokryvkou kiidovych sedimenti na vrcholovych plosinach. V tudolich
nalezneme tvrdé horniny proterozoika, jako jsou bulizniky a bfidlice, nebo horniny
permokarbonu, napiiklad slepence, lupky a arkozové piskovce. Ripsky bioregion poskytuje
znacny prostor i kvartérnim pokryvkam, prfedevsim zde nalezneme vapnité sprase v okoli feky

Vltavy, na Podfipsku narazime také na kyselé fi¢ni Stérkopisky (Culek et al. 1996).

3.1.1.3 Podnebi

Informace o podnebi jsou v mé praci zahruty v kontextu celého Ripského bioregionu.
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Pro tento bioregion je typické suché a teplé podnebi. V Hostivici jsou tedy pomérné kratka,
tepla az mirné tepld jara, dlouhd tepld a sucha léta, kratky, teply az mirné teply podzim a
kratka, sucha az velmi sucha zima. Teploty se pohybuji mezi 8 — 9 °C. Ro¢ni tthm srazek v
této oblasti je mezi 450 — 500 mm. Smérem na jih a vychod ro¢ni thrn srazek stoupa nad 500
mm. Uzemi vyrazné ovliviiuje zapadni proudéni, v hlubsich udolich jizni &asti se nachézeji

chranéné polohy, které jsou misty projevt teplotni inverze (Culek et al. 1996).

3.1.1.4 Pidy

Pady se od sebe navzijem lisi, nejsou vSude stejné. Zmény nejsou nahodné, naopak
vykazuji systémovou zavislost na okolnim prostfedi (Kutilek 2012). Vazby mezi jednotkami
vyjadieno strukturou pidniho krytu. Na zakladé syntézy obsahu map pidnich druht a typi,
geologického substratu, klimatickych regionti, zptisobu vyuziti, dynamiky jejich promén v
Case a v neposledni fadé¢ 1 geomorfologickych jednotek muzeme popisovat geografii pid
(Bicik et al. 2009).

Pievazujicim piadnim typem Ripského bioregionu jsou karbonatové &ernozemé,
pfechazejici do pararendzin. Na svazich udoli feky Vltavy a jejich ptitoka se vyskytuji v
uzkych pruzich typické kambizemé. Tyto pluidy prechdzeji az do rankerd, pfedev§im pak na
strméjSich skalnatych svazich. V jizni ¢asti regionu jsou na spraSich zastoupeny ostrovy
hnédozemi (Culek et al. 1996).

Podle klasifika¢niho systému ptid Ceské republiky je pidnim typem v Hostivici
Gernozem (Bi¢ik et al. 2009). Cernozemé jsou rozsifeny v nejteplejsich a nejsussich oblastech
Ceské republiky. Vznikly pod ptivodni stepi a lesostepi v ranych obdobich postglacialu
(Toméasek 2014).

Cernozem muizeme popsat jako hlubokohumézni pudu s &ernickym horizontem, kterd
je vyvinuta z karbonatovych sedimentd. Cernozemé jsou sorpéné nasycené pudy. Obsah
humusu v &ernickém anhydrogennim huméznim horizontu je 2,0 — 4,5 %. Cernozem se
vytvofila ze sprasi, pis€itych sprasi a slini (Kozak et al. 2009; Tomések 2014). Kozak (2009)
ve své knize dale uvadi, ze piidnim subtypem na uzemi Hostivice je ¢ernozem Cernicka a
pudotvornym substratem je spra$, prachovice nad jinym podloZim nez terasy. Dle Tomaska
(2014) je pro cernozemé charakteristicky tmavé zbarveny, ndpadné mocny humusovy
horizont. Ten obvykle sahd do hloubky okolo 60 — 80 cm. Typicka je pro n¢j odolna vodostala
struktura a hojny edafon.

Nejcastéji se setkdme se stfedné t€zkymi ¢ernozemémi, které jsou bez skeletu, obsah
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kvalitniho humusu je vys$si az vysoky, sorp¢ni vlastnosti jsou velmi dobré a reakce neutrdlni.

Fyzikéalni vlastnosti byvaji u ¢ernozemi také velmi ptiznivé (Tomasek 2014).

3.1.2 Semonice
Vesnice Semonice je evidovana jako ¢ast mésta Jaromét, spada do okresu Nachod v

Kralovéhradeckém kraji. Semonice se nachazi v nadmoiské vySce 260 metrti nad moiem [3].
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Obr. 6. Druha lokalita, Semonice [3].

3.1.2.1 Hydrologie
Hlavnim vodnim tokem je feka Labe. Soubé&zné s fekou protékd Semonicemi Mlynsky

nahon. V katastru Semonic nalezneme také mensi rybnik Piilov [3].

3.1.2.2 Horniny
V Cidlinsko - chrudimském bioregionu pievladaji sliny svrchniho turonu az koniaku,

plochy na rozhrani jsou tvofeny tvrdymi slinovci, severovychod a jithozapad disponuje
slinitymi horninami stiedniho az spodniho turonu. Cenomanské kvadrové piskovce a ¢astecné
1 permské podlozi nalezneme na Hofickém hibetu. V tomto bioregionu nalezneme také
rozsahlé pokryvy sprasi, konkrétn€ se nachéazeji zdpadné od Cidliny 1 Labe nad Hradcem
Kralové a v okoli Chrudimi. Mensi plochy tvofené kyselymi terasovitymi Stérkopisky az

pisky se vyskytuji na jihu cidlinské ¢asti bioregionu. V neposledni fadé musime zminit nivni
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sedimenty, které maji znany rozsah, a misty se objevujici slatiny nebo loziska panevnich

pénovct (Culek et al. 1996).

3.1.2.3 Podnebi

Prevazna cast izemi Cidlinsko - chrudimského bioregionu lezi v teplé klimatické
oblasti. Jara jsou zde pomérné kratka, teplad az mirn¢ tepla. Léta byvaji tepla dlouhd a sucha.
Pomémeé kratky, teply az mirné teply byva podzim, po kterém nastupuje kratkd, sucha az
velmi suchd zima. Okrajové Casti uzemi Cidlinsko - chrudimského bioregionu lezi v mirné
teplych oblastech. Primérné rocni teplota se pro mésto Jaromét, jehoz ¢asti Semonice jsou,
udéava 7,6 °C. Roc¢ni uhrn srazek 674 mm, ukazuje, ze se jednd o izemi vyrazné vlh¢i nez u

regionti polozenych zapadnéji (Culek et al. 1996).

3.1.2.4 Pidy

V Cidlinsko - chrudimském bioregionu se podél toku feky Cidliny setkdme s velkymi
plochami Cernicové ¢ernozemé& a Sedozemé. Pro oblast severovychodné od Hradce Kralové
jsou charakteristické velké ostrovy pararendzin (Culek et al. 1996).

Podle klasifikaéniho systému pid Ceské republiky je ptidnim typem Semonic
fluvizemé (Bicik et al., 2009; Tomasek, 2014). Tyto pidy se vytvareji v nivach potokt a fek z
povodiiovych sedimentl (Kozdk et al. 2009; Tomasek 2014). Konkrétné Semonice disponuji
pudnim subtypem oznaCovanym jako modalni fluvizem, tedy fluvizem ze stiedné tézkych
substratii (Kozék et al. 2009). Fluvizem modalni ma projevy glejového procesu v hloubce asi
pod 1 m, tedy hluboko v profilu (Tomasek 2014). Pidotvornym substratem jsou v této lokalité
bezkarbonatové nivni sedimenty (Kozak et al. 2009). Fluvizem¢ nalezneme zvlaste podél
vétsich tokil, kde vypliuji dna ¥énich Gdoli. Radi se mezi velmi mladé pady. Pidotvorny
proces byval Casto periodicky pferuSovan, protoze pti zéplavach dochazi k ukladani nového
zeminného nanosu na tvofici se pudu (Tomasek 2014).

Stratigrafie fluvizemé& je velmi jednoduchd. Disponuji nevyraznym humusovym
horizontem, pfimo pod nim lezi matecny substrat, ktery je tvofen naplavenym materialem.
Cely profil ma obvykle hnédou nebo Sedohnédou barvu. Zrnitostni sloZzeni fluvizemé se
vyrazn€ meéni v zavislosti na vzdalenosti od fecisté a také na rychlosti toku. Partie ptiléhajici k
feCisti a také nivy bystrych tokli byvaji obvykle leh¢i a naopak. Pti bazi ptdy nalezneme
Stérkovou vrstvu. Tyto pidy obvykle nebyvaji ovliviitovany nadbyte¢nou vlhkosti, vyjimku
tvoti obdobi obCasnych zaplav. Na projevy glejového procesu narazime v plidnim profilu az
pomérné hluboko. Fluvizemé mivaji stfedni obsah humusu, i pfesto ale prohumoéznéni

zasahuje zna¢né€ hluboko. Samotné sloZzeni humusu miiZzeme charakterizovat jako relativné
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priznivé. Sorpéni viastnosti jsou dobré, predevsim potom u tézSich pud. U fluvizemé pocitame
s reakci neutrdlni az slabé kyselou. Fyzikalni vlastnosti téchto pid jsou pfiznivé, zejména

potom u ve svrchnich ¢astech profilu (Tomasek 2014).
3.2 STARI VYBRANYCH POHREBIST

3.2.1 Hostivice
Pohtebisté v Hostivici je datovdno do druhé poloviny Sestnactého, az prvni poloviny

sedmnactého stoleti (Prichova et al. 2011; Mudra et al. 2012).

3.2.2 Semonice
Semonické pohiebisté pochazi z 18. stoleti, pravdépodobné zjeho druhé poloviny

(Prachova, ustni sd€leni).

3.3 ODBER VZORKU

Vzorky odebirala Mgr. Erika Priichova, archeolozka a antropolozka, zaméfena na
tafonomii lidského téla. Odbér byl proveden v laboratofi. Vzorky byly odebrany z dutiny
ustni, konkrétné ze zubu a déle z pidy v oblasti dutiny bfiSni konkrétné¢ ileocekalni oblasti.

V celistech byl vybran vhodny, kompaktni zub, ktery byl nasledn¢ extrahovan. V

piipadé, Ze vézel pevnéji, byly pouzity zubaiské klesté pro extrakci.

3.4 ZPRACOVANI VZORKU

Zpracovani vzorkl provedla Biopticka laboratof s.r.o., ktera je nejvétsi cytologickou a
bioptickou laboratoii v Ceské republice. Laboratof je akreditovand CIA dle CSN EN ISO
15189 a sidli na Mikulasském nameésti 628/4, 326 00 Plzen Slovany.

3.4.1 Pristroj

Pro screening vzorki byl pouzit pfistroj spole¢nosti [llumina, konkrétné MiSeq.

3.4.2 Software

Pouzitym softwarem byl Isas (Analysis Software) verze 2.6.2.3.

3.5 IZOLACE DNA

Pro izolaci DNA byla vyuzita kombinace dvou metod, klasické fenol-chloroformové
extrakce upravené dle Sambrook a Russell (2006) a soucasné modernéjsi izolace pomoci
magnetickych kulicek (Trojanek 2013). Fenol-chloroformova extrakce méla za cil co

nejucinnéjsi rozbiti bakterii, které se mohly nachazet ve formé spor. Nésledujici izolace

-----
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Ilumina. Fenol-chloroformova extrakce je zalozena na tom, ze DNA se rozpousti ve vodé,

zatimco v chloroformu a fenolu podstatné htife. AvSak proteiny jsou z ¢asti polarni a zcasti

nepolarni a proto se jejich aminokyseliny z¢asti nasmérovavaji do vody a z opacné ¢asti do

fenolu. Proto se na hranici obou prostfedi vytvofi vrstva proteini (Green a Sambrook 2012).

Prednosti magnetickych kulicek je schopnost navazat na sviij povrch DNA. Diky této

schopnosti je snadné zbavit se ostatnich nezddoucich sloZzek, které po extrakci zbyvaji.

Magnetické kulicky jsou kompozity, jsou tedy slozeny ze dvou slozek. Prvni sloZka je fero-

nebo ferimagnetickd, druha potom diamagnetickd. Interakci s vnéjSim magnetickym polem

tedy zajistuje jiz zmineéna prvni slozka, kdezto interakci s biologickymi systémy slozka druha

(Pecova et al. 2010).

Extrakce DNA z ptdnich a kosternich vzorku:

1.

Vzorek rozdrcené vnitini zubni tkané, nebo hliny, byl rozmixovin v 1,5 ml
zkumavce (eppendorf) v 400 pl destilované vody, pak bylo pfidano 700 ul
roztoku ROTI®-FENOL/CHLOROFORM/ISOAMYLALKOHOL (roztok v
TE pufru), (firma P-LAB, City Park Hostivatf, U Pekaren 1645/1, Praha 10 -
Hostivar) a smés se 3 minuty vortexovala.

Centrifugace 7 minut 11 000 g a odebrani homi vodné faze a pfenos do nové
plastové 1,5 ml zkumavky. Na rozhrani vodné a fenol-chloformové faze se
vysrazi bilkoviny je nutné je neodebrat a nekontaminovat odebiranou vodnou
fazi.

Opakovani kroku jedna.

Opakovani kroku dva.

Opakovani kroku jedna, ale pouze s chloformem, namisto fenol-chloroformu-
isoamy]l alkoholu.

Opakovani kroku dva.

Voda s DNA z kroku Sest byla v mnozstvi 200-300 pl smichéna se 100 ul 5 M
NaCl, 200 ul 40 % PEG (polyethylenglykol), 50 ul roztoku magnetickych
nosi¢li Clean NGS (firma CleanNA, Waddinxveen), (upraveno dle Trojanek
2013). Inkubace 15 minut.

1,5 ml zkumavky byly po dobu 5 min umistény do magnetického separatoru,
(vlastni vyroba).

Supernatant byl odpipetovan tak, aby nebyly odebrany magnetické kulicky

(nosice).
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10.  Vyjmuti z magnetického separatoru a magnetické nosic¢e, na kterych byla
navazdna DNA, byly promyty 500 ul 70 % ethanolem.

11. Opétovné vlozeni do magnetického separatoru, odpipetovani supernatanu.

12.  Vyjmuti z magnetického separatoru a promyti 200 ul 70 % ethanolem.

13. Vlozeni do magnetického separatoru, odpipetovani supernatanu a zbyly etanol
se nechal kratce odpafovat do vyschnuti.

14. Vyjmuti z magnetického separatoru. DNA, kterd byla navdzana na magnetické
Castice, byla nasledn¢ eluovana do 50 pl TE pufru za laboratorni teploty. Po
dobu 60 min.

15. Vlozeni do magnetického separatoru a byl napipetovan TE pufr obsahujici
DNA. Po odpipetovani supernatanu byly nosi¢e odseparovany pomoci
magnetického separdtoru a eluat obsahujici DNA byl odebran do Cisté

mikrozkumavky.

3.6 ILLUMINA

Knihovna pro metagenomické sekvenovani byla pfipravena pomoci genovych
amplifikdtord (16S rRNA) a vytvofena v systému Illumina MiSeq. Pfi praci byl dodrzen
piesny postup, bez odklonu od firemniho manualu. Tento podrobny manudl je dostupny zde:
<https://support.illumina.com/documents/documentation/chemistry_documentation/16s/16s-
metagenomic-library-prep-guide-15044223-b.pdf > [4]

Pracovni postupy sekvenovani Illumina jsou teoreticky a podrobné&ji popsany dle
[llumina, Inc. (2017), Ansorga (2009) a Mardise (2008) v kapitole 2.4.1 Proces Illumina.

Vysledky z ptectenych sekvenci byly zpracovany na softwaru od firmy Illumina © 2019
[llumina, Inc. Analysis software version: 2.6.2.3 Ziskand data jsou k dispozici na CD disku, z
kazdého vzorku bylo ziskano 500-2500 typt bakterii klasifikovanych do fiSe, kmene, tfidy,
fadu, Celedi, rodu a druhu. Uvedeni 1 pouze jednoho vzorku v pftiloze by zabralo desitky
stranek. Druh se mnohdy nepodafilo podle piectenych sekvenci ur€it, ale u rodd byly
vysledky ve vétsing€ ptipadl, vzacnéji se podafilo sekvence zafadit pouze do vysSich taxonti

jako c¢eled’, nebo tad.
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4 VYSLEDKY

Ziskané ptectené sekvence ze vSech vzorkli po zpracovani na Illumina softwaru
(Analysis software version: 2.6.2.3) ptinesly rozsahlé ptehledy pfitomnych bakterii, které
vyzaduji podrobné zpracovani, v této praci se zamé&fime hlavné na nejvice rozsifené rody, v
jednotlivych vzorcich, coz jsou zejména pudni bakterie. Pro ukdzku je v kapitole ,,Pfilohy* v
Tab. 6. uveden piimy vystup sekvenci zpracovanych do taxonomickych jednotek
(vz.HZ1399). Ostatni vzorky nejsou uvedeny. V soucasnych védeckych studiich je mozno
tyto data uvést jako doplinkovy materidl ke stazeni z internetu, coz vSak systém kvalifikacnich

praci ZCU neumoziiuje.
4.1 PREHLED NEJVICE ZASTOUPENYCH RODU U JEDNOTLIVYCH VZORKU

4.1.1 Prvni vzorek

U vzorku ze Semonic, odebraného ze zubu (vz. SZ108-3), uvadim podrobné&ji sedm
nejrozsifenéjSich roda (Tab. 1., Obr. 7.). Nejvice se vyskytoval rod Propionibacterium. Jedna
se predev§im o fakultativni parazity a symbionty vyskytujici se u ¢lovéka i jinych Zivoc¢icht,
kde Ziji uvnitt a kolem potnich a mazovych Zlaz a dalSich oblasti kiize. Tyto bakterie jsou
prakticky vSudypfitomné a nezpiisobuji vétSin€ lidi problémy, avSak nékteré druhy rodu
Propionibacterium se podileji na akné a maji vliv na stav pokozky (Bojar a Holland 2004).

Druhym nejvice rozsifenym bakteridlnim rodem ve vzorku byl Staphylococcus, coz je
rod zahrnujici asi 40 druhti. Z nich devét ma dva poddruhy, jeden ma tfi poddruhy a jeden ma
Ctyti poddruhy (Haris et al. 2002). Mnoho druhti nezptisobuje onemocnéni a pobyva normalné
na kuzi a sliznicich zvifat a lidi. Bylo zjisténo, ze nékteré druhy rodu Staphylococcus osidluji
také nektar kvét (Jacquemyn 2013). Jsou také slozkou pldniho mikrobiomu (Singh et al.
2018).

Ttetim rodem byl Chitinophaga, prvni druh byl izolovany z ptidy v Jizni Koreji v roce
2007, ale miZze se vyskytovat i u ¢lovéka. Konkrétné€ byl nalezen u Zeny se sniZenou imunitou
(Crémet et al. 2009). Bylo dokédzéano, zZe jeden druh Chitinophaga se je symbiontem houby
Fusarium keratoplasticum (Shaffer et al. 2017).

DalSim je rod Corynebacterium, tento rod je v pfirodé€ Siroce roz$ifeny, vyskytuje se v
pudé, ale také v mikrofléfe vSech zvifat a Clovéka. Jedna se vétSinou o neSkodné, Casto
symbiotické bakterie (Collins et al 2004). Néekteré se vyuzivaji 1 v primyslu zejména C.
Glutamicum (Poetsch et al. 2011). Nékteré mohou zplsobit onemocnéni ¢lovéka, napt. C.

Diphtheriae, kterd zptisobuje zaskrt (Okamoto et al. 2018).
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Dalsi hojné¢ zastoupeny rod byl Bradyrhizobium. Druhy Bradyrhizobium jsou
mikroorganismy bézn¢ Zijici v pidé, schopné vytvaret symbiotické vztahy s druhy lusténin,
kde fixuji dusik vyménou za sacharidy z rostliny. Mnoho c¢lenti tohoto rodu ma schopnost
fixovat atmosféricky dusik do forem snadno dostupnych pro pouZiti jinymi organismy
(Urquiaga et al. 2019). Bradyrhizobie jsou také hlavnimi slozkami mikrobidlnich komunit
lesni pidy. Kmeny izolované z téchto ptd nejsou obvykle schopné fixace dusiku (Van
Insberghe et al. 2015).

Ocekavanym rodem byl Sphingomonas, jeho druhy jsou v pfirod¢ Siroce rozsifeny, byly
izolovdny z mnoha riiznych pozemnich a vodnich stanovist, také z kofenovych systémi
rostlin, klinickych vzorki a dalSich zdrojt. Jsou schopné ptezit v nizkych koncentracich zivin
a také metabolizuji Sirokou Skalu zdroj uhliku. U nékterych druhii rodu bylo také zjisténo, Ze
zlepSuji rust rostlin béhem stresovych podminek, jako je sucho, slanost a pfitomnost tézkych
kovii v zemédélské pudé (Asaf et al. 2019). Néekteré druhy rodu Sphingomonas (zejména
Sphingomonas paucimobilis) také hraji roli v lidskych onemocnénich, a to pfedevsim tim, ze
zpusobuji fadu pievazné nozokomidlnich ndkaz (jednd se o onemocnéni, kterd vznikaji v
souvislosti s hospitalizaci pacienti v nemocni¢nim zafizeni). Jedna se ale o Zivot
neohrozujicich infekce (Ryan et al. 2010).

Poslednim ze sedmi nejvice zastoupenych rodl je Azospirillum, ktery se nachazi ve
sladkovodnich (Yang et al. 2019) a pidnich stanovisStich. Je zndm svym tzkym vztahem ke
kofentim rostlin. Bylo zdokumentovéno, Ze vice nez 113 druht rostlin ve 35 riznych celedich

mélo uzitek ze souziti s druhy rodu Azospirillum (Pereg et al. 2016, Alexandre et al. 2017).

Tab. 1. Nejcastéji zastoupené rody ve vzorku zubu ze Semonic (vz. SZ108-3). Identifikovdno celkem 435

taxonomickych kategorif na drovni rodu. Tato tabulka zobrazuje prvnich 8 ze 435 klasifikaci.

Klasifikace rodu Pocet pirectenych sekvenci | Celkovy pocet sekvenci v %
Propionibacterium 140,133 25.10 %

Nezatfazeno na urovni rodu 100,629 18.02 %

Staphylococcus 65,615 11.75 %

Chitinophaga 42,129 7.54 %

Corynebacterium 29,007 5.19 %

Bradyrhizobium 23,421 4.19 %

Sphingomonas 21,135 3.79 %

Azospirillum 14,833 2.66 %

31



Bradyrhizobium Sphingomonas
Corynebacterium % 373 %
5.00 % \

Chitinophaga
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Staphylococcus
11.63 %
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25.10 %
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Obr. 7. Vysecovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich rodii u vzorku zubu ze Semonic (vz.
SZ108-3).

Poznamka: Kategorie ,,Unclassified ve vyseCovych grafech v této prici je souctem

vSech klasifikaci s mén¢ nez 3,5 %.

4.1.2 Druhy vzorek

Ve druhém zpracovaném vzorku ze Semonic (vz. SS234), tentokrdt odebraném
z dutiny bfiSni, byly nejrozsitfenéjsi rody, které si uvedeme nize (Tab. 2., Obr. 8.). Nejvice se
vyskytoval rod Propionibacterium. Druhym nejvice rozsitenym bakteridlnim rodem byl rod
Chitinophag. Nisledoval rod Bradyrhizobium. Ctvrtym nejvice roziifenym rodem byl
Azospirillum. Jako paty nejéastéj§i rod mazeme uvést Staphylococcus. Sestym nejéastéjsim
rodem zjiSténym v tomto konkrétnim vzorku ze Semonic byl rod Sphingomonas. Poslednim z
nejvice zastoupenych rodi, ktery si uvedeme, je Corynebacterium.

Vsechny tyto rody bakterii se shoduji s rody nalezenymi v prvnim vzorku. Rody
Propionibacterium,  Chitinophaga,  Bradyrhizobium,  Azospirillum,  Staphylococcus,
Sphingomonas i1 Corynebacterium, jsou tedy blize popsany vySe, konkrétné u prvniho vzorku

v kapitole 4.1.1 Prvni vzorek.

32



Tab. 2. Nejcastéji zastoupené rody ve vzorku plady ze Semonic (vz. SS234).

Klasifikace rodu Pocet piectenych sekvenci | Celkovy pocet sekvenci v %
Propionibacterium 54,997 18.08 %

Chitinophaga 27,086 8.90 %

Bradyrhizobium 24,734 8.13 %

Azospirillum 23,305 7.66 %

Nezatfazeno na urovni rodu 21,886 7.19 %

Staphylococcus 21,319 7.01 %

Sphingomonas 19,007 6.25 %

Corynebacterium 12,951 4.26 %

Methylobacterium
Corynebacterium )

402 %
Sphingomonas

6.15 % Other
3 \ 2514 %

Staphylococcus
6.96 %

Azospirillum
764 %
Bradyrhizobium
8.05 % Propionibacterium
18.08 %
Chitinophaga
8.88 %
Unclassified
11.50 %

Obr. 8. VyseCovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich rodii u vzorku pudy ze

Semonic (vz. SS234).

4.1.3 Tretivzorek

Tretim zpracovanym vzorkem byl vzorek z Hostivice, odebrany ze zubu (vz.
HZ1399). V této kapitole uvadim podrobnéji sedm nejrozsifenéjSich rodd (Tab. 3., Obr. 9.).
Nejcastéji se vyskytoval rod Caulobacter. V rod€ Caulobacter nalezneme aerobni,
gramnegativni bakterie, obvykle tyckovittho nebo vietenovitého tvaru, vyznalujici se

pfitomnosti stopky. Tyto bakterie se primarné nachazeji ve vodnim prostiedi. Jejich
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piitomnost byla potvrzena také v ptid¢ a stfevnim traktu mnohonozek. V literatufe existuje jen
velmi mdlo publikovanych zprav popisujicich izolaci rodu Caulobacter z lidského téla, kde
zpusobily infekci. Nicméné jeden z pfipadid meningitidy u détského pacienta po neurologické
operaci je pfipisovan prave bakteriim z rodu Caulobacter (Bridger et al. 2012). Zastupce
tohoto rodu, Caulobacter crescentus, je znamy jako dulezity modelovy organismus pro
studium regulace bunécéného cyklu, asymetrického dé€leni bun¢k a bunécné diferenciace
(Collier 2019).

Druhym nejvice pocetnym rodem byl rod Bradyrhizobium, popsany vyse v kapitole
4.1.1 Prvni vzorek. Nasledoval rod Roseomonas. Tento rod v souCasné dobé zahrnuje 15
platnych druhti. Nékteré druhy Roseomonas byly izolovany z klinickych vzork, jako je krev
a rany, a jiné ze zdroju prostredi véetné vzduchu, vody a piidy. O nékterych druzich tohoto
rodu je znamo, ze jsou ptivodci oportunnich infekci cloveéka. Jedna se piedevsim o R. mucosa
a R. guardii. Uvadi se, Ze tyto bakterie maji pro ¢lov€ka nizky patogenni potencial, zdvazné
infekce se mohou objevit jen u pacientli se snizenou imunitou (Wang et al. 2012).

Ctvrtym nejvice rozsifenym rodem byl Sphingomonas, patym potom rod
Propionibacterium, oba jmenované rody jsou blize popsany v kapitole 4.1.1 Prvni vzorek.
Sestym nejéastdji se objevujicim rodem byl Staphylococcus, popsany v téze kapitole.

Poslednim jmenovanym rodem z tohoto vzorku je Micrococcus, charakterizovany jako
grampozitivni, nespérotvorny, aerobni, nepohyblivy kok. Druhy tohoto rodu byly izoloviny z
raznych prostiedi, jako napiiklad z nasténné malby, z pudy, vzduchu, aktivovaného kalu nebo
z kotenu rostlin (Chittpurna et al. 2011). Micrococcus je také soucasti lidské mikroflory,

napiiklad na povrchu pokozky se nachazi Micrococcus luteus (Guerra et al. 2019).

Tab. 3. Nejcastéji zastoupené rody ve vzorku zubu z Hostivice (vz. HZ1399).

Klasifikace rodu Pocet pirectenych sekvenci | Celkovy pocet sekvenci v %
Caulobacter 48,345 21.15 %

Bradyrhizobium 31,335 13.71 %

Nezatfazeno na irovni rodu 28,417 12.43 %

Roseomonas 26,772 11.71 %

Sphingomonas 15,367 6.72 %

Propionibacterium 12,284 5.37 %

Staphylococcus 10,973 4.80 %

Micrococcus 6,074 2.66 %
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Obr. 9. VyseCovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich rodii u vzorku
odebraného ze zubu v Hostivici (vz. HZ1399).

4.1.4 Ctvrty vzorek

Ctvrty zpracovany vzorek (vz. HZ1487B) pochézi ze zubu z Hostivického pohfebiste.
Mezi sedm nejrozsitenéjsich rodi z tohoto vzorku patii bakterie uvedené nize v této kapitole
(Tab. 4., Obr. 10.).

Rodem, ktery se vyskytoval nejéastéji, byl Caulobacter. Druhym nejvice se
vyskytujicim rodem byl rod Roseomonas. Na tietim misté se umistil rod Bradyrhizobium.
Tyto tfi rody se vyskytovaly jiz u tfetiho vzorku, jsou tedy blize popsany vyse, konkrétné
v kapitole 4.1.3 Treti vzorek.

Ctvrtym nejvice rozsitenym rodem byl rod Methylobacterium. Tento rod m4 nyni vice
nez 50 platné publikovanych druhi. V pfirod¢€ jsou zastupci tohoto rodu vSudypfitomné.
Bézné se tedy vyskytuji v atmosféie, piid€, na povrchu listi rostlin 1 na dalSich jejich castech.
Nékteti zastupci mohou produkovat latky podporujici rist rostlin. Jen velmi ziidka se
Methylobacterium nachdzi v klinickych vzorcich jako oportunni patogen. Néktetfi zastupci
rodu Methylobacterium jsou povazovany za soucast ptirozené mikroflory ¢lovéka (Green a
Ardley 2018).

Jako paty nejcastéjsi rod miizeme uvést Propionibacterium, jako Sesty Micrococcus, a
sedmy Staphylococcus. Propionibacterium, Micrococcus i Staphylococcus jsou podrobné&ji

popsény vyse, konkrétné v kapitolach 4.1.3 Treti vzorek, a 4.1.1 Prvni vzorek.

35



Tab. 4. Nejcastéji zastoupené rody ve vzorku zubu z Hostivice (vz. HZ1487B).

Klasifikace rodu Pocet prectenych sekvenci | Celkovy pocet sekvenci v %
Caulobacter 48,021 29.73 %
Roseomonas 47,960 29.69 %
Bradyrhizobium 8,015 4.96 %
Methylobacterium 7,866 4.87 %
Propionibacterium 7,405 4.58 %
Micrococcus 6,084 3.77 %
Nezafazeno na urovni rodu 5,742 3.55%
Staphylococcus 4,804 2.97 %
Bradyml\illz%tg?d%bacteriugg Propionibacterium
4.95% 4.57 % Micrococcus

/ 352 %

Unclassified
772 %

Other
15.01%

Roseomonas o)
29.65 %

Caulobacter
2973 %

Obr. 10. VyseCovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich rodi u vzorku

odebraného ze zubu v Hostivici (vz. HZ1487B).

4.1.5 Paty vzorek

U vzorku z Hostivice, odebraného ze zubu (vz. HZ1491), uvaddim podrobnéji sedm
nejrozsifenéjSich rodd (Tab. 5., Obr. 11.). Nejvice se vyskytoval rod Caulobacter,
nasledovany druhym nejvice rozsifenym bakterialnim rodem, kterym byl rod Bradyrhizobium.
Tieti se umistil rod Roseomonas. Ctvrtym nejvice roziifenym rodem bakterii byl rod

Propionibacterium. Patym nejcastéjSim rodem byl rod Micrococcus, Sestym potom rod
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Chitinophaga. Na sedmém misté naSeho zebticku najdeme rod Sphingomonas.

Vsechny tyto rody bakterii jiz byly popsany vySe. Rody Bradyrhizobium,
Propionibacterium, Chitinophaga a Sphingomonas podrobnéji rozebiram v kapitole, 4.1.1
Prvni vzorek. Podrobnosti o rodech Caulobacter, Roseomonas a Micrococcus jsou uvedeny v

kapitole, 4.1.3 Tteti vzorek.

Tab. 5. Nejcastéji zastoupené rody ve vzorku zubu z Hostivice (vz. HZ1491).

Klasifikace rodu Pocet prectenych sekvenci | Celkovy pocet sekvenci v %
Caulobacter 114,278 40.98 %
Bradyrhizobium 56,698 20.33 %
Nezatfazeno na urovni rodu 21,351 7.66 %
Roseomonas 19,268 6.91 %
Propionibacterium 9,521 341 %
Micrococcus 6,651 2.38 %
Chitinophaga 6,043 2.17 %
Sphingomonas 5,882 2.11 %
Roseomonas
Unclassified 6.90 %

12.06 %

Other

o 19.74 %

Bradyrhizobium
20.32 %

Caulobacter
40.98 %

Obr. 11. Vysecovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich rodd u vzorku

odebraného ze zubu v Hostivici (vz. HZ1491).
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Tab. 6. Prehled patogenti identifikovanych v zubu ze Semonic (vz. SZ 108-3).

R4d bakterii
Staphylococcus
Capnocytophaga
Mannheimia
Streptobacillus

Mycoplasma
Actinobacillus
Haemophilus
Inquilinus
Deltaproteobacteria
Pseudoclavibacter

Peptoclostridium

Ochrobactrum

Cellulosimicrobium

Vibrio

Serratia

OTU
154437638
3524148
2184905
2149546
2079270

1904048

1618083

597910

888056

514825

381211

348044

343197
336507

287527

H.sapiens

+ 4+ + + +

Patogen

+ + 4+ + + o+

+ + + 4+

Poznamka

Mikroflora ktize i sliznic, S. aureus zanéty ktize az sepse (Van Belkum et al. 2009).
Orélni oportunisticky patogen (McGuire a Nunn 1996).

Sekundarni infekce pii zapalu plic, patogen u skotu (Snyder a Credille 2020).
Horecka potkant, Haverhillova horecka (Elliott 2007).

Puda, rostliny, hmyz, respira¢ni a urogenitalni infekce (Shimizu 2015).

Bézny vyskyt v dychacich cestach, podili se na sinusitidé, bronchopneumoni a
meningitidé (Uchida-Fujii et al. 2019).

Détska epiglotitida (otok v krku), pneumonie, hnisavé respirani infekce a
meningitidy (Terrat et al. 2020; Baron et al. 2020).

Dychaci cesty, souvisi s cystickou fibrézou (McHugh et al. 2016).

Intraceluldrni patogen prasat (Wang et al. 2013).

Souvisi s chronicky obstrukéni plicnimi nemocemi (Lemaitre 2011).
Pseudomembran6zni kolitida (zanét tlustého stfeva), nozokomidlni infekce
(vznikaji v souvislosti s hospitalizaci pacientt), (Luo et al. 2016).

O. anthropi kolonizuje dychaci cesty a rany a nasledné¢ mtze zpisobit celou fadu

oportunnich infekci (Ryan a Pembroke 2020).
Zridka patogenni, infikuji imunokompromitované pacienty (Monticelli et al. 2019).

Cholera, gastroenteritida, sepse (Soomro a Junejo 2004; Makino et al. 2003).
Neékdy neskodna, miize ale souviset s infekci dychacich cest (Grimont a Grimont

1978).
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Celed

Burkholderiaceae

Bartonella
Burkholderia-parabur
Photorhabdus
Dermatophilus
Tyzzerella

Jonesia

262492

186091
161035
150024
41430
32436
20018

+

+ + + 4+ o+ o+

Tab. 7. Pfehled patogenti identifikovanych v zubu z Hostivic (vz. HZ 1399).

Rad bakterii

Staphylococcus

Haemophilus

Peptoclostridium
Gallibacterium
Christensenellaceae
Cellulosimicrobium

Inquilinus

OTU
43768758

3242165

381211
364178
363702
343197
332870

H. sapiens

+

+ + + o +

Patogen

+

Vozhiivka, Melioidoza (Carrion et al. 2018).

Krevni cévy, oportunni patogen uz izolovano jako aDNA z 4000 starého lidského
zubu (Drancourt et al. 2005).

Oportunni patogen (Sen-yang et al. 2019).

Vzacné nakazlivé pro lidi, také symbiont hlistic, zabiji hmyz (Clarke 2020).
Dermatofil6za (bahenni horecka), (Horadagoda et al. 2020).

Mozna souvislost s Crohnovou chorobou (Kulinich et al. 2020).

Zviteci patogen (Pukal let al. 2009).

Poznamka

Mikroflora kize i sliznic, S. aureus zanéty kiize az sepse (Van Belkum et al. 2009).
Deétskaepiglotitida (otok v krku), pneumonie, hnisavé respiraéni infekce a
meningitidy (Terrat et al. 2020; Baron et al. 2020).

Pseudomembranézni kolitida (zanét tlustého stfeva), nozokomidlni infekce
(vznikaji v souvislosti s hospitalizaci pacientt), (Luo et al. 2016).

Kuteci patogen (Van Driessche et al. 2020).

Spojovana spojena se snizenim télesné hmotnosti — mys, clovek (Li et al. 2020).
Ztidka patogenni, infikuji imunokompromitované pacienty (Monticelli et al. 2019).

Dychaci cesty, souvisi s cystickou fibr6zou (McHugh et al. 2016).
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Bosea

Moraxella

Bartonella

Serratia
Flexispira
Capnocytophaga
Slackia

Brevinema
Celed
Leptospiraceae
Novispirillum

Dermatophilus

Ochrobactrum

Pseudoclavibacter

329109

246795

186091

163878

160692

155289

50039

42593

12908

11583

8453

8195
3551

+ © + +

+ + + +

+?

Oxidace thiosiranu, potencialni pficina nozokomidlnich infekci (vznikaji v pfi¢inné
souvislosti s hospitalizaci pacientil), (Skipper et al. 2019).

Spojivky a nasolakrimalni kandlky kralika, ale onemocnéni je vzacné (Marini et al.
1996).

Krevni cévy, oportunni patogen uz izolovano jako aDNA z 4000 staré¢ho lidského
zubu (Drancourt et al. 2005).

Nékdy neskodna, miize ale souviset s infekci dychacich cest (Grimont a Grimont
1978).

Jehnata s fokdlni jaterni nekr6zou (Crawshaw a Fuller 1994).

Orélni oportunisticky patogen (McGuire a Nunn 1996).

Extraoralni a oralni infekce (Coker et al. 2018).

Spirocheta izolovana z rejska a amerického kiecika Peromyscus leucopus (Defosse

et al. 1995).

Spirochéty — patogenni, saprofytické a prechodné druhy (Levett 2015).

Vodni patogen pro larvy komara (Tranchida et al. 2012).

Dermatofil6za (tzv. bahenni horecka), (Zaria 1993).

O. anthropi kolonizuje dychaci cesty a rany a nasledné¢ mtze zpisobit celou fadu

oportunnich infekci (Ryan a Pembroke 2020).

Obstrukeni plicni patogen (Li et al. 2016).
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5 DISKUSE

Odbér vzorkl byl v obou lokalitach identicky, uskute€nil se z mrtvych té€l. Vzorky
byly odebrany ze dvou historickych, tedy jiz staleti nevyuzivanych, pohiebist. Prvni
pohiebisté v Semonicich pochazi asi z 2. poloviny 18. stoleti, druhé pohtebisté v Hostivici asi
z 2. poloviny 16. az 1. poloviny 17. stoleti.

Lidsky posmrtny mikrobiom se sklddda ze dvou slozek: thanatomikrobiomu a
epinecrotickych mikrobidlnich komunit. Thanatomikrobiom tvoifi mikroby nalezené po smrti
ve vnitfnich organech a v télnich tekutinach. Epinecrotic mikrobiom je oproti tomu tvoien
mikroorganismy, které se nachéazejici na povrchu rozkladajicich se zbytkl tél
Mikroorganismy, nachézejici se v okoli vnitinich organti, jsou méné ovlivnény podminkami
okolniho prostfedi, nez ty mikroby, které¢ jsou soucasti epinecrotic mikrobiomu a od samého
zacatku s okolnim prostfedim interaguji (Zhou a Bian 2018; Spagnolo et al. 2019). Vzorky ze
Semonického pohtebisté byly odebrany ze zubu, a ileocekdIni oblasti. Mizeme tedy fici, Ze
mame jeden vzorek obsahujici thanatomikrobiom, jelikoZ byl odebran z dutiny bfi$ni, kde se
vyskytuje mnoZstvi vnitfnich organd. Druhy ze Semonickych vzorkii by mohl byt osidlen
epinecrotikym mikrobiomem, protoze zuby zemielého se dostavaji do kontaktu s okolni
pudou brzy po pohibu (Spagnolo et al. 2019).

Odbér vzorki na Semonickém pohiebisti se uskutecnil z tél dvou riznych jedinci.
Kazdy Clovek ma svij vlastni unikatni mikrobiom, ktery je ovlivnén riznymi faktory. Zalezi
napfiklad na strave, véku, pohlavi, ¢i zdravotnim stavu (Wojcik et al. 2021). K predpokladu,
7ze se vzorek odebrany ze zubu bude zastoupenim bakteridlnich taxoni liSit od vzorku
odebraného z dutiny bfiSni, mé& vedla také prace Dashe a Dase (2020), kterd poukazuje na
fakt, Ze kazda Cast lidského téla ma své charakteristické dominantni taxony bakterii. Dash a
Das (2020) také tvrdi, Ze nejvétsi koncentrace bakterii je ve slindch. Vychéazim z predpokladu,
7e zub ze vzorku v Semonicich pfichazel za Zivota zemtelého se slinami do kontaktu bé&zné.
Mohli na ném tedy ztstat 1 bakterie, které se v nich vyskytuji. Wojcik et al. (2021) uvadi jako
rody bakterii, kter¢ se ve slinach vyskytuji nejCastéji, tyto: Streptococcus, Veillonella,
Fusobacterium, Neisseria, Haemophilus, Propionibacterium, Eikenella, Peptostreptococcus a
Eubacteria. Ve druhém ze vzorkli, odebraném z dutiny bfisni bychom dle Wojcika et al.
(2021) mohli ocekavat nékteré z nize uvedenych bakterii, které jsou béznou soucasti lidského
mikrobiomu ve stfevech, jednd se o Bacteroides, Bifidobacterium, Fusobacterium,

Eubacterium, Ruminococcus, Enterobacter, Escherichia coli, Staphylococcus, Klebsiella a
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Proteus.

Z vyse uvedenych divodu by se tedy dalo ocekavat, ze tyto dva Semonické vzorky
budou diametralné odliSné, co se tykd taxonomického slozeni populace bakterii, 1 jeji
pocetnosti. Tato prace ale prokazala opak. Bylo zjiSténo, Ze taxonomické zastoupeni bakterii
ze vzorku zubu z pohtebisté v Semonicich, se oproti vzorku odebranému z dutiny bfisni v téze
lokalité nelisi. VSech sedm nejCastéji zastoupenych rodii bakterii v prvnim vzorku se shoduje
s rody nalezenymi ve vzorku druhém. Po nahlédnuti do tabulek v kapitole 4 Vysledky,
konkrétné (Tab. 1. a Tab. 2.) je patrné, Ze se rody bakterii 1i§i pouze potadim, tedy pocetnosti,
nikoli zastoupenim jinych taxonti. Rody Propionibacterium, Chitinophaga, Bradyrhizobium,
Azospirillum, Staphylococcus, Sphingomonas i Corynebacterium, které jsou blize popsany v
kapitole 4.1.1 Prvni vzorek, se s ocekavanymi bakteriemi dle Wojcika et al. (2021) pfili§
neshoduje. Shoda byla zaznamenéna u rodu Propionibacterium, tento rod lze dle Wojcika et
al. (2021) ocekavat ve slinach, a rodu Staphylococcus, ktery je béznou soucésti lidského
mikrobiomu ve stfevech (Wojcik et al. 2021). Zastupci rodu Propionibacterium byvaji
obvykle fakultativnimi parazity a symbionty vyskytujici se u c¢loveéka 1 jinych Zivocichd.
Nalézaji se v potnich a mazovych Zladzach, v jejich okoli a osidluji také kazi, kde jsou soucasti
bézné kozni mikrobioty (Bojar a Holland 2004). Jedné se o vSudypiitomné bakterie, které
vétSin¢ lidi nezpisobuji problémy, naopak se podili na udrzovani zdravé pokozky. V
nekterych ptipadech se muze Propionibacterium chovat jako oportunni patogen a muze
zpusobit Acne vulgaris, coz je chronické zanétlivé onemocnéni mazovych z1az (Dréno et al.
2018). Rod Staphylococcus zahrnuje asi 40 druht (Haris et al. 2002). Mnoho druhii
nezpisobuje onemocnéni a je soucasti normalni mikroflory zvirat a lidi (Jacquemyn 2013).
Jsou také béznou slozkou ptidniho mikrobiomu (Singh et al. 2018).

Oba tyto rody se ale objevily v obou odebranych vzorcich. Mizeme tedy fici, Ze
nehralo roli misto odbéru vzorku (zub x dutina bfiSni), Thanatomikrobiom ani epinecrotic
mikrobiom, a nic na vysledku nezménil ani fakt, Ze kazdy ze vzorki byl odebran z téla jiného
mrtvého jedince. Jednd se o bézné rody, které jsou prakticky vSudyptitomné a v ptipadé rodu
Staphylococcus 1 béZnou soucasti ptidniho mikrobiomu (Dréno et al. 2018; Singh et al. 2018).
Proto je zde prostor pro nazor, ze by byly tyto rody zastoupeny v pidé v Semonicich i v
ptipad¢, ze by zde nebylo historické pohiebisteé a souvislost vyskytu téchto bakterii s lidskymi
ostatky nebyla spolehlivé prokazana.

Vsechny vzorky odebrané na pohtebisti v Hostivici pochazeji ze zubli. Zde tedy nebyl
piedpoklad pro rozmanitost taxona bakterii tak velky, jako u Semonického vzorku. Piesto se

zde dala jistd rliznorodost oCekdvat, protoze se, stejné jako v piipadé Semonic, jednalo o
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razné jedince, kterym byly zuby odebrany. Ve vsech tfech vzorcich v Hostivici, se tyto rody
bakterii: Caulobacter, Bradyrhizobium, Roseomonas, Propionibacterium a Micrococcus
objevily mezi sedmi nejCastéji zastoupenymi bakteridlnimi rody (Tab. 3., Tab. 4., Tab. 5.
kapitola 4.1). U dvou ze tii vzorkd byly zaznamenany rody Sphingomonas a Staphylococcus.
Tyto vzorky z Hostivice se liSily ve dvou nejcastéji zastoupenych rodech, konkrétné se
jednalo o rod Methylobacterium, ktery se objevil pouze ve ¢tvrtém vzorku (kapitola 4.1.4
Ctvrty vzorek, Tab. 4.), a rod Chitinophaga, které byly nalezeny jen v patém vzorku (kapitola
4.1.5 Paty vzorek, Tab. 5.). Rod Methylobacterium je rodem vSudypfitomnym, pfevazné se
jedné o bakterie ptidni, ale mohou byt i soucasti lidského mikrobiomu (Green a Ardley 2018).
Chitinophaga je rodem piidnim, ale mize se vyskytovat i u ¢lov€ka (Crémet et al. 2009).

Ackoliv se tyto rody bakterii neobjevovaly jako nejrozsifenéjsi bakteridni taxony ve
vSech vzorcich z Hostivice, nemizZeme fici, Ze by v ostatnich vzorcich z Hostivice nebyly
zaznamenany vilbec, jen se nevyskytovaly v takové mife, aby byly zahrnuty do tabulky s
nejcastéji zastoupenymi rody. Je patrné, ze se taxonomické slozZeni bakterii napti¢ vzorky z
Hostivice v podstat¢ nelisi.

Zda se, ze pro klasifikaci taxonomického sloZeni populace bakterii na historickém
pohtebisti neni rozhodujici, ze které ¢asti téla mrtvého byl odbér vzorku proveden. Faktory
uvedené vyse ziejmée po staletich ztraceji na dilezitosti. V mirném podnebném pasu, tedy i na
uzemi nami zvolenych lokalit, dochazi k dokonceni procesu rozkladu téla ptiblizné¢ po
uplynuti deseti let od pohibu do zemé. T€lo v poslednim stadiu rozkladu vysychd a po
dekompozici zlstavaji jiz jen kosti a vlasy (Shirley et al. 2011).

Klicovou otazkou zlstava, zda se nejcastéji zastoupené rody bakterii nalezenych na
pohiebisti v Semonicich li§i oproti pohtebisti v Hostivici. VySe bylo prokazano, Ze se jedné o
bakterie ptidni, naopak se nepotvrdilo, Ze by hrdlo roli konkrétni misto na lidském téle, ze
kterého byl vzorek odebran, nebo jedinec jako takovy. Tim se nam nabizi hypotéza, zaloZzena
na predpokladu, Ze zastoupeni rodl bakterii je ovlivnéno ptirodnimi podminkami, které panuji
v dané lokalité. Lokality jsou od sebe vzdaleny 118,91 km vzdus$nou carou [5]. Ob¢ lokality
disponuji podobnou nadmotskou vyskou (Hostivice se nachazeji v nadmoiské vysce 341 m n.
m. [2], Semonice v nadmoiské vySce 260 m n. m. [3]). Lokality se vzajemné liSi svou
prislusnosti do dvou raznych biogeograficky regionti. Hostivice se nachazi na uzemi
Ripského bioregionu, Semonice v Cidlinsko - chrudimském bioregionu (Culek et al. 1996).
Podrobnéji jsou rozebrany rozdily mezi témito bioregiony v kapitolach 3.1.1 Hostivice a 3.1.2
Semonice. Obecné lze ale fici, Ze v Hostivici je oproti Semonicim men$i roéni thrn sraZek a

vy$§i primérna teplota. Dal§im rozdilem, ktery by mohl ovlivnit taxonomické zastoupeni

43



bakterif, je ptidni typ. Podle klasifika¢niho systému pud Ceské republiky je ptdnim typem v
Hostivici ¢ernozemé, kdezto v Semonicich fluvizemé (Bicik et al. 2009), podrobné&ji jsou
ptdni typy rozebrany v kapitolach 3.1.1 Hostivice a 3.1.2 Semonice.

Rody Propionibacterium, Chitinophaga, Bradyrhizobium, Staphylococcus a Sphingomonas
(popsany vyse v kapitole 4.1.1 Prvni vzorek) se zatadily mezi nej€asteji zastoupené rody jak v
Hostivici, tak i v Semonicich. Zatimco rody Azospirillum a Corynebacterium (popsany vyse v
kapitole 4.1.1 Prvni vzorek), se mezi nej€astéji zastoupené rody zaradily pouze v Semonicich,
a rody Caulobacter, Roseomonas, Micrococcus a Methylobacterium (popsany vyse v kapitole
4.1.3 Tfeti vzorek a 4.1.4 Ctvrty vzorek) pouze v Hostivici. P¥i vzajemném porovnani vzorka
z obou lokalit, jsou patrné pocetni rozdily u nejvice se vyskytujicich bakterii, nicméné jejich
taxonomické zastoupeni se piili§ nelisi.

Bylo tedy prokazano, ze pocetnost roda bakterii, ziskanych z historickych pohtebist’ se
mnohem vice li§i ve dvou rozdilnych lokalitach, nez v ramci jedné lokality ale odliSného
mista odbéru vzorku z mrtvého téla. Z tohoto diivodu usuzuji, Ze u takto starych pohiebist’ se
z lidskych ostatkl thanatomikrobiom na ukor epinecrotic mikrobiomu vytraci a roli v utvafeni
spolecenstev pidnich bakterii hraje spiSe prostiedi.

Dosud neexistuje mnoho podobnych, publikovanych studii, které bych mohla vyuzit
pii porovnani se svou praci. Jediny screening pudnich bakterii byl proveden na dvou
jihoafrickych hibitovech, velkym rozdilem oproti lokalitim v Hostivici a Semonicich je ale
fakt, Zze hibitovy v Africe jsou nadéle fungujici a tedy vyuzivany pro ukladani stale novych
lidskych ostatki. Abia et al. (2019) ve své praci oznacil hibitovy jako potencialni
environmentalni rezervoary patogennich bakterii. Ve vzorcich hibitovni pidy na hibitové
Maitland v Kapském Mésté a na hibitové Fontein Street v Middelburgu byly jako
nejhojnéjSimi rody Pseudomonas a Corynebacterium. Dal§imi Castymi rody byl rod
Rhodococcus, Prauserella a Staphylococcus (Abia et al. 2019). Vyskyt rodt Corynebacterium
a Staphylococcus byl potvrzen 1 na naSich zdjmovych uzemich. Ostatni rody se liSily. Roli
miuize hrat odlisné podnebi a slozeni plidy a samoziejme také rizné staii pohiebist’.

Krom¢ béznych pldni bakterii, které se vyskytovaly v hojné mife ve vSech
analyzovanych vzorcich, (napt. Corynebacterium, Acinetobacter, Sphingomonas,
Actinomyces,  Pseudomonas, Streptomyces, Chryseobacterium,  Methylobacterium,
Roseomonas a dalSich), se u kazdého vzorku mezi nejcastéji zastoupenymi sedmdesati
sledovanymi piidnimi bakteriemi vyskytovaly i takové, které byly pro dany vzorek specifické
(kapitola 14 Ptilohy, Tab. 1 - 5). U nékterych se podrobnéji zastavim.

Rod Luteolibacter v zubu ze Semonic (vz. SZ108-3) byl izolovan z ptdy tundry pobliz
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Ny-Alesund, souostrovi Svalbard, Norsko (Kim et al. 2015), rod Aestuariimicrobium, byl
nalezen v zemé&dé&lské padé v Xuancheng, provincie Anhui, Cina (Chen et al. 2018), v zubu z
Hostivice (vz. HZ1399) byl identifikovdn rod Hymenobacter, ziskany poprvé z piskovce a
pudy z antarktickych suchych ddoli (Hirsch et al. 1998), rod Actinocorallia byl nalezen v
ptirodni jeskyni v Jeju v Korei (Lee 2006). Rod Curtobacterium byl izolovan z pudy
zenSenového pole v Jizni Koreji (Kim et al. 2008), rod Amphiplicatus termotolerantni,
nesporotvorna a piisn¢ aerobni bakterie, byla izolovdna z horkého pramene Guhai v kraji
Jimsar v provincii Xinjiang v severozapadni Ciné (Zhen-Li et al. 2014). Vzhledem k tomu, Ze
v ptipadé Amphiplicatus by se mélo jednat o nesporotvornou bakterii je otdzka, zda byla
izolovéana historicka ancient DNA, nebo ziva bakterie. U mnohych zachycenych bakterii,
zvlaste u lidskych patogent, 1ze ptfedpokladat, Ze byly zachyceny ve formé spor, piezivajicich
stovky let. AvSak v tomto pfipad¢ tomu asi tak nebude.

Dalsi rod ojediné€lych bakterii nemusi byt pidni, jednéd se o Leuconostoc, coz je spiSe
bakterie mlé¢ného kvaSeni a byla poprvé izolovana z ovoce li¢i na Tchaj -wanu (Chen et al.
2020). Z pudy ze Semonic (vz. SS234) byl identifikovan rod Gaiella, kterybyl poprvé ziskan
z hluboké minerdlni vody v Portugalsku (Albuquerque et al. 2011). Rod Nevskiaje opét bez
vétsich pochyb pidni a byl izolovan z pidy v Korei (Kim et al. 2011). I mnohé dalsi bakterie
jsou znamy spiSe z Asie, uvedme namatkou jesté tfi pfipady. Ze zubu z Hostivice (vz.
HZ1487B) byl identifikovan rod nalezeny na Tibetské plosiné (He et al. 2020), ze zubu z
Hostivice (vz. HZ1491) byl nalezen rod Planctomyces izolovany z pobiezni mokiiny
boredlniho jezera na ostrové Valaam v severnim Rusku (Kulichevskaya et al. 2015), rod
Gluconacetobacter byl nalezen také na pohiebisti, ale na Takamatsuzuka Tumulus ve vesnici
Asuka, prefektura Nara, Japonsko v 2007 (Nishijima et al. 2013). Zfejmé je tim potvrzena
celosvétova distribuce vétSiny bakterii, véetné mnohych, které se vyskytuji omezené;ji, piesto
je muzeme nalézt na mnoha lokalitdich planety. Chybi samoziejmé¢ podobné prace z dalSich
pohiebist, ale tykaji se celosvétového vyzkumu ptidniho edafonu.

Patogeny se podafilo ¢asoveé zpracovat u dvou vzorkli, v obou piipadech se jedné o
bakterie z vnitiku zubti, jeden je ze Semonic Tab. 6. (vz. SZ 108-3) a druhy z Hostivice Tab.
7. (vz. HZ 1399). V obou ptipadech pievazné nejde o nebezpecné bakterie, jejich patogenita
je tzv. oportunni, ta se vyskytuje u bakterii, které¢ jsou normalné pfitomné v lidské mikrofloie,
ale za urCitych okolnosti se stanou Skodlivé. Typicky ptiklad je Staphylococcus aureus
piiblizné 30 % vSech lidi ma stafylokokové bakterie stdle v nosohltanu pfipadné na jinych

mistech téla. Hostitel o nich vétSinou nevi. To znamena, ze béhem evoluce doslo ke stavu
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vzajemného souziti, nebo tolerance. AvSak pfi naruseni tohoto vyvazeného a neutrdlniho
stavu muze dojit k lokalizované nebo diseminované (rozptylené) invazivni infekci (Van
Belkum et al. 2009). Rod Staphylococcus je ostatné témet u vSech sledovanych vzorkl jako
jeden z nejvice se vyskytujicich rodl, coz svéd¢i jednak o tom, ze rod Staphylococcus je
vysoce rozSifeny v lidském tcle a také o tom, Ze tyto bakterie piezivaji v pud¢ stovky let.
Tento rod zahrnuje 40 druhti, nejzndméjsi je Staphylococcus aureuss Sirokym vyskytem nejen
u Cloveka, ale napt. 1u dritbeze (Moo-Young 2019). Avsak ostatni druhy rodu Staphylococcus
nejsou pro Cloveéka nebezpecné. Vzhledem k tomu, ze byl siln¢€ zastoupen i ze vzorku z bfisni
dutiny, Ize usuzovat, ze se ostatni druhy neomezuji jen na nosni dutinu jako u Staphylococcus
aureus (Van Belkum et al. 2009). Ale je také pravdépodobné, Ze vyskyt bakterii se uz malo
vztahuje k jejich mistu na Zivém téle, zde se jedna o situaci vzniklou dlouho po uloZeni téla
do hrobu, kde lokalnich posun bakterii, ¢i jejich sporulujicich forem je pravdépodobny.

U obou vzorkli byl identifikovan rod Capnocytophaga, coz je dalsi ptiklad
oportunniho patogenu, ktery je za normalnich okolnosti neSkodny a projevuje se u lidi se
snizenou imunitou jako pivodce infekci zubl (McGuire a Nunn 1996). Kmeny
Capnocytophaga byly cCastéji izolovany ve vzorcich od déti s onkologickymi onemocnénimi
(71 %), ale jiného typu nez je leukémie (Jolivet-Gougeon et al. 2008). AvSak bylo moZno
druh, zde existuje vice druhii rizné nebezpecnych pro Clovéka, ale také druhy nesSkodné.
Nejznaméjsi druh je Vibrio cholerae, ktery se §ifi vodou (Soomro a Junejo 2004) a zpisobuje
gastroenteritidu (infekéni prijem). Dalsi nebezpecny je Vibrio vulnificus, ktery zpisobuje
septikémii, gastroenteritidu a infekce ran, navic muze zpusobovat i o¢ni infekce ohrozujici
zrak (Penland et al. 2000). Vibrio parahaemolyticus je gramnegativni moiska bakterie, ktera
je v soucasnosti celosvétovou pficinou gastroenteritidy pfendsené potravinami (Makino et al.
2003). Byl také popséan druh Vibrio carchariae, ktery je vaznym patogenem moiskych ryb a
bezobratlych (Austin a Zhang 2006). BohuZel nevime, ktery z druhti se podafilo zachytit.

Dal§im slabym patogenem je rod Haemophilus zachyceny u obou vzorki. Castou
infekci je druh Haemophilus influenzae, ktery zplsobuje béznd, ale n¢kdy zavazna
onemocnéni dospélych a déti vCetné chronické obstrukéni choroby dychacich cest, zanétu
sttedniho ucha a infekci centralniho nervového systému (Terrat et al. 2020). Ve vzorku z
Hostivice se podafilo identifikovat 1 druh Haemophilus parainfluenzae, ktery je Castou
piicinou infekci dychacich cest (Baron et al. 2020), pfestoze nékdy muze zpisobit i
endokarditidu, coz je zanét vnitini vystelky srdce (Lee et al. 1996), lze predpokladat, ze u

obou jedinct slo spiSe o lehké nachlazeni. Podobné& rod Bartonella, je dalsi typicka oportunni
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infekce, ktera se nékdy muize vyvinout ve vazné projevy, ale obvykle je témeft neSkodna, zde
je zajimavé zjisténi, ze je jiz dlouho lidskym priivodcem, DNA byla izolovana uz v 4 000 let
starém lidském zubu (Drancourt et al. 2005). Tato prace tedy neni prvni, kterd identifikovala
tento rod v archeologizovaném lidském zubu.

Interpretacni problém predstavuji nalezené spirochety. Tady se v jednom piipadé
podafilo urceni jen Grovni ¢eledi (Burkholderiaceae), (Tab. 6.), takze nelze fici, zda mohlo jit
o vaznéjsi infekci, nebo o neSkodné druhy a v druhém ptipad¢é jde o spirochety z rodu
Brevinema, které byly izolovany z rejska kratkoocasého (Blarina brevicauda) a amerického
krecika b&lonohého (Peromyscus leucopus), (Defosse et al. 1995). Je tedy otazkou, zda se tam
tyto spirochety dostaly s potravou, nebo infikuji také ¢lovéka.

Dalsi oportunni infekce jako rod Bosea, Ochrobactrum, Actinobacillus, Mycoplasma
atd. predstavuji bézné bakteridlni osidleni a neni asi nutné je podrobné rozebirat. Ale
zastavme se u nékterych rodu, které mohou predstavovat souvislost s potravou, asi nelze u
vesni¢anll z doby pied né€kolika staletimi pfedpokladat diikladné ¢isténi chrupu. Je to zejména
rod Gallibacterium, zde je znam druh Gallibacterium anatis, coz je op€t oportunni patogen,
spojovany s umrtim dribeze, domacich ptaka a prilezitostné lidi a asi se jednd i o respiracni
patogen skotu (Van Driessche et al. 2020). Lze si tedy u vesni¢ana snadno ptedstavit pfenos
na Clovéka at’ uz jidlem, nebo jinym zptisobem. Podobné rod Flexispira, je zndm od ovci, ale
muze souviset 1 s lidskou gastroenteritidou (Schauer et al. 1993). Nebo rod Jonesia, ktery je
klasifikovan jako patogenni organismus pro zvifata, konkrétné pro obratlovce (Pukall et al.
2009). Do kategorie zoondz asi miizeme zatadit i rod Moraxella, ktery byl izolovan ve velké
mife ze zanctu spojivek u kraliki, ale je nutno pripomenout, Ze tam dominovala cela skéla
dalSich 1 v této praci zminovanych bakterii, zejména Staphylococcus aureus, nespecifikované
bakterie Staphylococcus, ale 1 zde nezminované Oligella urethralis a Streptococcus viridans,
¢inespecifikované druhy Neisseria (Marini et al. 1996). Jako zoondzu lze asi také klasifikovat
i rod Novispirillum, ktery mohl ¢lovek ziskat z vody, tento rod je uvadén jako patogen pro
larvy komara Culex pipiens, nicméné jednalo se o vysledek prizkumu drenaznich ptikopi v
ptimé&stskych oblastech La Plata, provincie Buenos Aires, Argentina z let 2003 az 2006 a
autofi uvadi, Ze u jinych druhti komart tato souvislost popséna zatim nebyla (Tranchida et al.
2012). Tato prace naznacuje, ze néco podobného muze byt i u evropskych druhti, potvrzeni by
si vSak vyzddalo samostatnou studii. Neni jasné, zda se jednd o zoondézu infekci rodu
akutni, subakutni nebo chronické kozni onemocnéni postihujici Sirokou $kalu druhti zvitat a

lidi, nicméné hlavné ve vlhkych, tropickych a subtropickych oblastech (Zaria 1993).
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Onemocnéni se vyskytuje i v naSich podminkéch, ale ani zde se nemuselo jednat o néco
zdravi ohrozujiciho, navic je pravdépodobné, Ze se jednalo o bakterii z potravy.

Skutecné zavazngj$i infekci mize zplsobovat bakterie, kterou se podafilo
identifikovat i do druhu a tou je Streptobacillus moniliformis u vzorku ze Semonic (Tab. 6.),
tato bakterie se stala plvodcem Haverhillské horecky, ktera postihla Haverhill v
Massachusetts v lednu 1926, jednalo se o infekci z potravin, konkrétné mléka z jedné
mlékarny. Nejcastéji se vSak objevuje po kousnuti potkanem, véetné potkanii chovanych jako
domaéci mazli¢ci (v anglicky psané literatufe se nerozliSuje potkan a krysa a v literatufe o této
horecce se obvykle neuvadi védecky nazev druhu hlodavce). Horecka z kousnuti krysy
zpusobend Streptobacillus moniliformis je onemocnéni charakterizované horeckou, ztuhlosti a
polyartralgii, (bolest vice kloubil). Pokud se neléci, nese umrtnost 10 % (Elliott 2007). V

tomto piipadé nemlizeme rozlisit, zda Slo o infekci z potravy, ¢i po kousnuti hlodavcem, ale

jedna se ziejmé o s jistotou jediny zdvazny nalezeny patogen v dosud zkoumanych vzorcich.
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6 ZAVER

Byl proveden screening bakterii na dvou vybranych historickych pohiebistich v Ceské
republice. Prvni lokalita, Hostivice, se nachazi ve StfedoCeském kraji v blizkosti hlavniho
mésta Prahy. Druha lokalita, Semonice, lezi v Kralovéhradeckém kraji a je evidovana jako
cast mésta Jaromet. Bylo odebrano a nasledné zpracovano celkem pét vzorkli. Dva vzorky
byly odebrany z pohtebisté v Semonicich (asi 2. polovina 18. stoleti), ptiCemz jeden z téchto
vzorki byl ziskan odbérem pldy z dutiny bfiSni a druhy ze zubu. Druhou zvolenou lokalitou
bylo pohiebisté¢ v Hostivici (asi 2. pol. 16. az 1. pol. 17. stoleti), zde byly odebrany tfi vzorky,
vSechny shodné¢ ze zubi. Vzorky byly zpracovany pomoci metagenomické analyzy.
Sekvenovani bylo provedeno na piistroji Illumina MiSeq, pouzitym softwarem byl Isas
(Analysis Software) verze 2.6.2.3. Timto zpisobem bylo ziskdno znacné mnozstvi dat, které
byly néasledné¢ zpracovany, porovnany a vyhodnoceny.

Pro kazdy z péti vzorkl byl zhotoven prehled sedmdesati rodl nejvice se vyskytujicich
pludnich bakterii, a tyto informace byly nasledn¢ zaneseny do tabulky (kapitola 14 Pfilohy,
Tab. 1. — 5.). Tabulky mezi sebou byly porovnany, aby bylo mozné urcit které rody bakterii se
vyskytujici u vSech sledovanych vzorkl, kter¢ u dvou az tfi vzorkd, a které rody se
vyskytujici jen u jednoho konkrétniho vzorku. Kromé béznych pidni bakterii, které se
vyskytovaly v hojné mife ve vSech analyzovanych vzorcich, (napf. Corynebacterium,
Acinetobacter, Sphingomonas, Actinomyces, Pseudomonas, Streptomyces, Chryseobacterium,
Methylobacterium, Roseomonas a dalich), se u kazdého vzorku mezi nejcastéji zastoupenymi
sedmdesati sledovanymi pidnimi bakteriemi vyskytovaly i takové, které byly pro dany vzorek
specifické. Jednalo se naptiklad o rod Luteolibacter v zubu ze Semonic (vz. SZ108-3), déle
byl identifikovdn rod Hymenobacter v zubu z Hostivice (vz. HZ1399), nalezen byl napfiklad
také rod Planctomyces v zubu z Hostivice (vz. HZ1491) a dalsi.

V podkapitole 4.1 kapitoly 4 Vysledky, byl podrobné&ji rozpracovan piehled sedmi
nejvice zastoupenych rodi bakterii pro kazdy z péti vzorkli. Cilem bylo ovéfit, zda se
taxonomické slozeni a pocetnost populace bakterii liSi v zavislosti na misté odbéru vzorku
z mrtvého téla (zub x dutina bfiSni), na téle samotném (odlisni jedinci), nebo na lokalité¢ ze
které byl vzorek odebran (Hostivice x Semonice). Bylo prokdzano, ze taxonomické
zastoupeni bakterii ze vzorku zubu z pohfebisSt¢ v Semonicich, se oproti vzorku odebranému z
dutiny bfisSni v téZe lokalité nelisi, piestoze se odbér vzorki uskutecnil z té€l dvou raznych
jedincii. Taxonomické zastoupeni bakterii ve vzorcich ziskanych z Hostivice, se mezi sebou

také vyznamné neli§ilo. Pfi vzdjemném porovnani vzorki z obou lokalit, byly prokdzany
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pocetni rozdily u nejvice se vyskytujicich bakterii, nicmén¢ jejich taxonomické zastoupeni
bylo v obou lokalitach v podstaté shodné.

U dvou vzorkll byl zpracovan i vyskyt patogennich bakterii, vysledky jsou uvedeny
v kapitole 4 Vysledky v Tab. 6. a 7. Oba vzorky pochdzeji z lidského zubu, jeden byl odebran
v Semonicich (vz. SZ 108-3) a druhy v Hostivici (vz. HZ 1399). Bylo zjisténo, ze vétSina
nalezenych patogenti je oportunni, tedy podminéné patogenni. Takové rody byvaji béZznou
soucasti lidského mikrobiomu, ale za urcitych okolnosti se mohou pro organismus stat
Skodlivymi. Jedna se napiiklad o Staphylococcus aureus nebo rody Bartonella,
Capnocytophaga, Bosea nebo rod Actinobacillus. Nékteré z rodit zjiSténych oportunnich
patogennti mohou mit souvislost s potravou, napiiklad druh Gallibacterium anatas nebo rody
Flexispira a Jonesi. Byl objeven jediny opravdu zavazny patogen (imrtnost 10 %), byl jim
Streptobacillus moniliformis, ktery zptisobuje hore¢ku potkant a Haverhillovu horecku.

Podobné prace, které by provadély screening bakterii na historickém pohiebisti,
nebyly zatim provedeny ani publikovany. Jednd se tedy do zna¢né miry o pilotni praci.
Ziskana data by méla byt déle podrobnéji zpracovdna a nabyté poznatky utfidény, aby mohly

najit své vyuziti v odvétvich jako je pedologie nebo zemédélstvi.
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7 RESUME

Prace je zaméfena na screening bakterii na dvou historickych pohiebistich. Bylo
odebrano a nasledné zpracovano pét vzorkli. Dva vzorky pochazeji z pohiebisté¢ v Semonicich
(asi 2. polovina 18. stoleti), jeden z téchto vzorki byl ziskan odbérem z dutiny bfi$ni, druhy
pochdzi ze zubu. Druhou zvolenou lokalitou bylo pohiebisté v Hostivici (asi 2. pol. 16. az 1.
pol. 17. stoleti), zde byly odebrany tfi vzorky, vSechny ze zubl. Vzorky byly zpracovany v
Bioptické laboratofi s.r.0., za pomoci metagenomické analyzy. Sekvenovani bylo provedeno
na pfistroji [llumina MiSeq, pouzitym softwarem byl Isas (Analysis Software) verze 2.6.2.3.
Timto zplisobem bylo ziskano zna¢né mnozstvi dat, vyzadujici podrobné zpracovani. V
kazdém z péti vzorkli bylo zarfazeno do taxonomickych jednotek piiblizné¢ 1 000 — 2 500
bakterii, pfi¢emz ¢teni sekvenci a nésledné fazeni do taxonomickych jednotek n¢kde dalo na
konecném vystupu opakované stejné rody a druhy.

Bylo zjisténo, Ze taxonomické zastoupeni bakterii ze vzorku zubu z pohfebisté v
Semonicich, se oproti vzorku odebranému z dutiny bfiSni v téze lokalité¢ nelisi, pfestoZe se
odbér vzorkil uskutecnil z tél dvou riznych jedincii. Taxonomické zastoupeni bakterii ve
vzorcich ziskanych z Hostivice, se mezi sebou také vyznamné neli§ilo. Pfi vzajemném
porovnani vzorkli z obou lokalit, byly prokdzany pocetni rozdily u nejvice se vyskytujicich
bakterii, nicmén¢ jejich taxonomické zastoupeni bylo v obou lokalitach v podstaté shodné.

Podobné vyzkumy nebyly zatim provedeny ani publikovany. Jedna se do zna¢né miry
o pilotni praci. Ziskana data by méla byt déale podrobné&ji zpracovana, nabyté poznatky

utidény, a dale vyuzity v odvétvich jako je pedologie nebo zeméed¢lstvi.
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8 SUMMARY

The work focuses on bacterial screening at two historical burial sites. Five samples
were taken and subsequently processed. Two samples come from a burial site in Semonice
(about the second half of the 18th century), one of these samples was obtained from the
abdominal cavity, the other one comes from a tooth. The second selected place was the burial
site in Hostivice (about between 2nd half of the 16th and 1st half of the 17th century), three
samples were taken here, all from teeth. The samples were processed in the Bioptic
Laboratory s.r.0. using metagenomic analysis. Sequencing was performed on Illumina MiSeq,
the software used was Isas (Analysis Software) version 2.6.2.3. In this way, a significant
amount of data was obtained which required detailed processing. In each of the five samples,
approximately 1 000 — 2 500 bacteria were assigned to taxonomic units.Reading sequential
data and subsequent classifying into taxonomic unitsrepeatedly showed the same genera and
species at final output.

It has been discovered that the taxonomic classification of bacteria from the tooth
sample from the burial site in Semonice is no different from the sample taken from the
abdominal cavity in the same site, although the samples were collected from bodies of two
different individuals. The taxonomic classification of bacteria in the samples obtained from
Hostivice was also not significantly different from one another. When comparing samples
from both sites, numerical differences in the most frequent bacteria were demonstrated, but
their taxonomic classification was essentially the same in both sites.

Similar research has not yet been carried out or published. This is largely pilot work.
The data obtained should be further elaborated in more detail, the acquired knowledge should

be classified and be of further usein branches such as pedology or agriculture.
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11 SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1. Pracovni postupy sekvenovani nové generace Illumina. Pfevzato a upraveno z

Illumina, Inc. (2017).
Obr. 2. Schéma bakteridIni buiiky. Pfevzato z Némce a Matoulkové (2015).

Obr. 3. Tvary a uspotfadani bakterialnich bunck. Pfevzato a upraveno podle Rosypala

(1994).

Obr. 4. Lokality vyznacené na mapé¢. Prvni lokalita Hostivice, druhd lokalita Semonice

[1].
Obr. 5. Prvni lokalita, Hostivice [2].
Obr. 6. Druha lokalita, Semonice [3].

Obr. 7. VyseCovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich roda u

vzorku zubl ze Semonic (vz. SZ108-3).

Obr. 8. VyseCovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich rod u

vzorku pudy ze Semonic (vz. SS234).

Obr. 9. VyseCovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich roda u

vzorku odebraného ze zubu v Hostivici (vz. HZ1399).

Obr. 10. Vysecovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich roda u

vzorku odebraného ze zubu v Hostivici (vz. HZ1487B).

Obr. 11. Vysecovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich rodi u

vzorku odebraného ze zubu v Hostivici (vz. HZ1491).

69



12 SEZNAM TABULEK

Tab. 1. Nejcastéji zastoupené rody ve vzorku zubu ze Semonic (vz. SZ108-3).
Identifikovdno celkem 435 taxonomickych kategorii na tdrovni rodu. Tato tabulka

zobrazuje prvnich 8 ze 435 klasifikaci.

Tab. 2. NejcCastéji zastoupené rody ve vzorku pudy ze Semonic (vz. SS234).
Tab. 3. Nejcastéji zastoupené rody ve vzorku zubu z Hostivice (vz. HZ1399).
Tab. 4. Nejcastéji zastoupené rody ve vzorku zubu z Hostivice (vz. HZ1487B).
Tab. 5. Nejcastéji zastoupené rody ve vzorku zubu z Hostivice (vz. HZ1491).
Tab. 6. Piehled patogent identifikovanych v zubu ze Semonic (vz. SZ 108-3).

Tab. 7. Piehled patogent identifikovanych v zubu z Hostivice (vz. HZ 1399).

13 SEZNAM PRILOH

13.1 SEZNAM OBRAZKU V PRILOZE

Obr. 1. Vysecovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich ptidnich
rodli u vzorku ze zubu ze Semonic (vz. SZ108-3). Vysvétlivky ¢isel jsou v Tab. 1.

v ptiloze.

Obr. 2. Vysecovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich padnich
rodii u vzorku pidy ze Semonic (vz. SS234). Vysvétlivky cisel jsou v Tab. 2.

v piiloze.

Obr. 3. Vysecovy graf zobrazuje poméerné zastoupeni nejvice se vyskytujicich ptidnich
rodi u vzorku zubu z Hostivice (vz. HZ1399). Vysvétlivky ¢Cisel jsou v Tab. 3.

v ptiloze.

Obr. 4. VysecCovy graf zobrazuje poméerné zastoupeni nejvice se vyskytujicich ptidnich
rodi u vzorku zubu z Hostivice (vz. HZ1487B). Vysvétlivky ¢isel jsou v Tab. 4.

v ptiloze.
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Obr. 5. Vysecovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich padnich
rodli u vzorku zubu z Hostivice (vz. HZ1491). Vysvétlivky ¢isel jsou v Tab. 5.

v piiloze.

13.2 SEZNAM TABULEK V PRILOZE

Tab. 1. Ptehled 70 rodi nejvice se vyskytujicich pidnich bakterii, ze zubu
v Semonicich (vz. SZ108-3).

Tab. 2. Ptehled 70 rodii nejvice se vyskytujicich ptidnich bakterii z ptidy ze Semonic
(vz. SS234).

Tab. 3. Piehled 70 rodi nejvice se vyskytujicich ptidnich bakterii ze zubu z Hostivice
(vz. HZ1399).

Tab. 4. Prehled 70 rodi nejvice se vyskytujicich ptidnich bakterii ze zubu z Hostivice
(vz. HZ1487B).

Tab. 5. Ptehled 70 rodl nejvice se vyskytujicich pidnich bakterii ze zubu z Hostivice
(vz. HZ1491).

Tab. 6. Pfimy vystup z Illumina softwaru ve formé taxonomického Cclenéni

sekvenovaného materiilu, Hostivice zub (vz. HZ1399).
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14 PRILOHY

Tab. 1. Piehled 70 rodl nejvice se vyskytujicich pidnich bakterii, ze zubu v Semonicich (vz. SZ108-3).

OTU sekvence Rod bakterii
1 60833953 Corynebacterium A
2 17618215 Acinetobacter A
3 14901836 Sphingomonas A
4 10684757 Actinomyces A
5 9846197 Pseudomonas A
6 9643864 Streptomyces A
7 12597303 Nitrospira B
8 6086324 Lautropia B
9 5962723 Chryseobacterium A
10 5713260 Nocardioides B
11 5576716 Methylobacterium A
12 5370161 Paracoccus A
13 5281460 Roseomonas A
14 4845954 Bradyrhizobium A
15 4781263 Friedmanniella A
16 4752993 Blastococcus A
17 4506850 Luteolibacter C
18 4364398 Desulfosporosinus C
19 4041986 Nocardioides B
20 3924982 Sediminibacterium A
21 3924286 Williamsia A
22 3596429 Flavobacterium B
23 3145807 Enterobacter C
24 2601272 Granulicatella A
25 2573930 Micrococcus A



26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

2404528
2344439
2183895
2165939
2157780
2154772
1964493
1952433
1735611
1694929
1694195
1689910
1618993
1611988
1610536
1557179
1556106
1546409
1546046
1428388
1424724
1399664
1398885
1394317
1393791
1369910
1340050
1328210
1327747
1321949

Massilia
Enhydrobacter
Delftia

Pedomicrobium

Aestuariimicrobium

Paenibacillus
Aeromonas
Actinomadura
Paenarthrobacter
Caulobacter
Phenylobacterium
Variovorax
Aggregatibacter
Rhodoplanes
Altererythrobacter
Marinomonas
Alicyclobacillus
Paucibacter
Ensifer
Luteimonas
Novosphingobium
Pantoea
Cellulomonas
Ramlibacter
Pseudonocardia
Enhydrobacter
Micrococcus
Brevibacterium
Taibaiella

Aeromicrobium
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56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

Vysvétlivky:

1311059
1273848
1200765
1198611
1164310
1092336
1054845
1054343
1048117
1047929
1045779
1043555
1028774
979053

978703

Blautia
Mycobacterium
Pedobacter
Geodermatophilus
Anaerococcus
Sutterella
Saccharibacillus
Dongia
Methylocaldum
Sporosarcina
Chitinophaga
Roseococcus
Coxiella
Brachybacterium

Microbispora

A —rody vyskytujici se u vsech sledovanych vzorki

B — rody vyskytujici se u dvou az tii vzorki

w Qo w » W o > > 0 > Q P W > »

C —rody vyskytujici se jen u konkrétniho vzorku v prvnich 70 nejrozsitenéjSich

Obr. 1. VyseCovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni

Semonic (vz. SZ108-3). Vysvétlivky ¢isel jsou v Tab. 1. v pfiloze.
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Tab. 2. Ptehled 70 rodt nejvice se vyskytujicich pidnich bakterii z pidy ze Semonic (vz. SS234).

O o0 N N U Bk~ WD =

W W W W N N N NN N N DN N N e e e e e e
W N = O 0O 0 NN N R WNYD = O 0 0NN RN = O

OTU sekvence
70452503
15333740
15262449
14187127
9569918
8082785
7957023
7335712
7290821
6590932
6086324
6024228
5755261
5407069
5322110
5272595
4987266
4930535
4718167
4537778
4506110
4304417
4165847
3762789
3729105
3673715
3472434
3093270
2985149
2946067
2933335
2814888
2721014

Rod bakterii
Corynebacterium
Pseudomonas
Sphingomonas
Streptomyces
Flavobacterium
Bryobacter
Chitinophaga
Paracoccus
Novosphingobium
Pseudonocardia
Lautropia
Acinetobacter
Devosia
Bradyrhizobium
Sediminibacterium
Fimbriimonas
Enhydrobacter
Gaiella
Methylobacterium
Roseomonas
Taibaiella
Mesorhizobium
Micrococcus
Rhodobacter
Actinomyces
Gemmatimonas
Pseudoxanthomonas
Actinomadura
Brevibacterium
Sphingopyxis
Bacillus
Haliangium

Methylibium

QO Q w w wP» » 0@ w02 >0 0> 2 2> 0> %> w0 o m > > > >



34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

2500163
2271588
2165939
2149837
1914777
1866383
1741795
1703368
1654142
1651476
1646858
1557179
1546409
1546046
1544066
1408302
1394317
1387169
1378503
1377210
1332610
1325780
1311059
1292640
1240737
1237399
1198611
1109836
1092336
1048117
1043555
1039549
978837

978703

974490

Sphingobium
Friedmanniella
Pedomicrobium
Intrasporangium
Chryseobacterium
Hydrogenispora
Cellvibrio
Massilia
Mycobacterium
Stenotrophomonas
Janthinobacterium
Marinomonas
Paucibacter
Ensifer
Filimonas
Conexibacter
Ramlibacter
Salinicoccus
Deinococcus
Gordonia
Singulisphaera
Lysinimonas
Blautia
Williamsia
Actinomycetospora
Blastococcus
Geodermatophilus
Delftia

Sutterella
Methylocaldum
Roseococcus
Rhodanobacter
Mucilaginibacter
Microbispora

Pantoea
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69 972385 Sorangium B
70 971464 Nevskia C

Vysvétlivky:
A —rody vyskytujici se u vSech sledovanych vzorka
B — rody vyskytujici se u dvou az tii vzorku

C — rody vyskytujici se jen u konkrétniho vzorku v prvnich 70 nejrozsitenéjSich

1 m2 3 m4 mb

6 m7 w8 m9 m10
mil m12 m13 m14 =15
m16 m17 =18 m19 m20
m21 m22 m23 m24 m25
W26 27 m28 m29 =30
m31 m32 m33 m34 m35
m36 m37 m38 =39 m40
m41 42 m43 w44 m4as
w46 m47 m48 m49 m50

51 m52 m53 m54 m55
w56 m57 m58 m59 m60
mb61 m62 63 mb64 m65

66 m67 m68 m69 m70

Obr. 2. Vysecovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich ptidnich rodt u vzorku pudy ze Semonic

(vz. SS234). Vysvétlivky ¢isel jsou v Tab. 2. v piiloze.
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Tab. 3. Pfehled 70 rodti nejvice se vyskytujicich pidnich bakterii ze zubu z Hostivice (vz. HZ1399).

O 0 N N B B~ W =

W W W N N N NN N NN N N e e e e e
N = O 0 0 NN N R WD R, OO0 N NN R WD = O

OTU sekvence
21463364
14363092
13215783
9616282
7874889
6988722
6552849
5357711
4547347
4340619
4322650
4315601
4040949
3950635
3854997
3844005
3793396
3144376
2887355
2868283
2402530
2193416
2165939
2158546
2157131
2148680
1847231
1723607
1723026
1698756
1652030
1618139

Rod bakterii
Corynebacterium
Sphingomonas
Acinetobacter
Bradyrhizobium
Caulobacter
Phenylobacterium
Roseomonas
Sediminibacterium
Pseudomonas
Methylobacterium
Pseudonocardia
Micrococcus
Hymenobacter
Afipia

Blautia
Brevundimonas
Actinomadura
Haemophilus
Agrobacterium
Aggregatibacter
Beijerinckia
Streptomyces
Pedomicrobium
Brochothrix
Actinocorallia
Delftia
Ramlibacter
Rhodoplanes
Novosphingobium
Desulfitobacter
Curtobacterium

Leptotrichia
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

1609597
1600490
1546409
1546046
1530920
1530786
1437082
1409857
1349984
1299962
1291028
1283181
1277222
1198611
1054343
1048117
1043555
1040711
1019349
999923
985028
981086
979075
978476
858711
837020
832033
816427
816341
807021
791925
770250
769725
768758
724296

Gordonia
Mycoplana
Paucibacter

Ensifer

Rhodopseudomonas

Thermoanaerobacteriu

Sinosporangium
Alpha
Blastococcus
Granulicatella
Rothia

Belnapia
Rhodovarius
Geodermatophilus
Dongia
Methylocaldum
Roseococcus
Variibacter
Enhydrobacter
Kaistobacter
Porphyromonas
Rhodobacter
Gelria
Nitrobacter

Rikenellaceae

Christensenellaceae

Pseudarthrobacter
Amphiplicatus
Acidiphilium
Rubrivivax
Oscillospira
Hyphomicrobium
Taibaiella
Colwellia

Leuconostoc
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68 626770 Methylorosula B

69 587471 Methylosinus B
70 550375 Pseudoxanthomonas A
Vysvétlivky:

A —rody vyskytujici se u vSech sledovanych vzorki
B — rody vyskytujici se u dvou az tii vzorku

C — rody vyskytujici se jen u konkrétniho vzorku v prvnich 70 nejrozsitenéjsich

ml m2 3 m4 mb5

6 m7 w8 m9 ml0
mll m12 m13 m14 =15
m16 m17 18 m19 m20
m2]l m22 m23 m24 m25
m26 27 m28 m29 m30
m3l m32 m33 34 m35
m36 m37 m38 »39 m40
m4l n42 m43 wd4 md5
m46 m47 m43 m49 m50

51 m52 m53 n54 m55
m56 m57 w53 m59 m60
m6l m62 63 m64 m65

66 m67 m68 m69 m70

Obr. 3. Vysecovy graf zobrazuje pomerné zastoupeni nejvice se vyskytyjicich ptidnich rodd u vzorku zubu z Hostivice
(vz. HZ1399). Vysvétlivky ¢isel jsou v Tab. 3. v pfiloze.



Tab. 4. Ptehled 70 rodti nejvice se vyskytujicich plidnich bakterii ze zubu z Hostivice (vz. HZ1487B).

OTU sekvence Rod bakterii
1 39281597 Corynebacterium A
2 9905981 Bradyrhizobium A
3 9309736 Roseococcus A
4 7420618 Phenylobacterium A
5 7193906 Methylobacterium A
6 6314895 Sphingomonas A
7 5615265 Sediminibacterium A
8 5296563 Caulobacter A
9 4781735 Actinomyces A
10 3936041 Micrococcus A
11 3825112 Brevundimonas A
12 2924669 Actinomadura A
13 2735651 Pseudonocardia A
14 2503862 Pedomicrobium A
15 2415836 Bryobacter B
16 2363951 Acinetobacter A
17 2341687 Novosphingobium A
18 2196197 Pedobacter B
19 2016867 Streptomyces A
20 1892544 Paenarthrobacter B
21 1874435 Blautia A
22 1801364 Dyadobacter C
23 1570052 Aeromicrobium B
24 1530920 Rhodopseudomonas A
25 1394317 Ramlibacter A
26 1381128 Rhodococcus B
27 1331967 Flavisolibacter C
28 1283181 Belnapia A
29 1198611 Geodermatophilus A
30 1181302 Rhodoplanes A
31 1145469 Devosia A
32 1111578 Rubellimicrobium C
33 1100990 Arthrobacter C



34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

1019349
982825
981071
925042
888136
831471
809172
791925
783002
770250
754810
743873
730451
694310
626770
625862
621715
598819
550375
533583
533249
461248
449216
425689
402324
393895
390501
386381
382083
356783
350831
350442
302886
291612
265035

Enhydrobacter
Pseudomonas
Tetrasphaera
Pseudarthrobacter
Paracoccus
Bosea
Methylosinus
Oscillospira
Acidicaldus
Hyphomicrobium
Afipia
Acidiphilium
Acidovorax
Roseburia
Methylorosula
Asticcacaulis
Salinicoccus
Sorangium
Pseudoxanthomonas
Kaistia

Yersinia
Actinoallomurus
Mucilaginibacter
Lactobacillus
Azospirillum
Granulicatella
Bacillus
Catenibacterium
Rhodocytophaga
Agromyces
Altererythrobacter
Actinophytocola
Coxiella
Acidisphaera

Microbacterium
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69 260172 Erythrobacter C
70 258598 Sphingopyxis B

Vysvétlivky:
A —rody vyskytujici se u vSech sledovanych vzorka
B — rody vyskytujici se u dvou az tii vzorku

C — rody vyskytujici se jen u konkrétniho vzorku v prvnich 70 nejrozsifenéjsich

D - rod neptidni, patogenni bakterie, v této praci neni bliZze rozebiran

m1 m2 3 m4 mb5

6 m7 m38 m9 m10
m11 m12 m13 m14 =15
m16 m17 =18 m19 m20
21 m22 m23 m24 m25
m26 27 m28 m29 =30
m31 m32 m33 m34 m35
m36 m37 m38 39 m40
m41 w42 m43 w44 m4d5
w46 m47 m48 m49 m50

51 m52 m53 n54 m55

56 m57 m58 m59 m60
m61 m62 63 m64 m65

66 m67 m68 m69 m70

Obr. 4. VyseCovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich ptidnich rodt u vzorku zubu z Hostivice

(vz. HZ1487B). Vysvétlivky ¢isel jsou v Tab. 4. v ptiloze.
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Tab. 5. Pfehled 70 rodt nejvice se vyskytujicich pidnich bakterii ze zubu z Hostivice (vz. HZ1491).

O 0 N9 N A WON =

W W W W NN NN N NN N N N = e e e e e e e
W D= O 0 0NN N RV = O 0NN R WD = O

OTU sekvence
22044839
12221509
8840765
8687547
7752465
7565129
6711589
6542897
6368788
6270460
5357711
5282119
5201377
5112126
4808457
3890003
3725712
3451816
2822896
2694601
2657357
2402530
2165939
2158546
2156781
2110845
2058430
2035720
1911885
1895330
1859552
1807814
1744348

Rod bakterii
Corynebacterium
Bradyrhizobium
Phenylobacterium
Sphingomonas
Nitrospira
Leptotrichia
Caulobacter
Stenotrophomonas
Roseomonas
Mycobacterium
Sediminibacterium
Acinetobacter
Friedmanniella
Rhodoplanes
Actinomadura
Micrococcus
Afipia
Methylobacterium
Brevundimonas
Pseudomonas
Asticcacaulis
Beijerinckia
Pedomicrobium
Brochothrix
Rhodococcus
Bosea
Agrobacterium
Streptomyces
Planctomyces
Ensifer
Paracoccus
Carnobacterium

Pseudonocardia
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34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

1723026
1716230
1530920
1530786
1399530
1394317
1349984
1349313
1317682
1292640
1291028
1288208
1283181
1277222
1216595
1198611
1184225
1180713
1048117
1043555
1040711
1027682
1021618
1019349
982183
970137
846706
832033
817780
808908
791925
787764
770250
769725
768758

Novosphingobium
Marinobacter

Rhodopseudomonas

Thermoanaerobacteriu

Dongia
Ramlibacter
Blastococcus
Blautia
Jatrophihabitans
Williamsia

Rothia
Porphyromonas
Belnapia
Rhodovarius
Niastella
Geodermatophilus
Peptoniphilus
Paenibacillus
Methylocaldum
Roseococcus
Variibacter
Devosia
Pleomorphomonas
Enhydrobacter
Aeromonas
Nitrobacter
Gluconacetobacter
Pseudarthrobacter
Tsukamurella
Steroidobacter
Oscillospira
Sphingobium
Hyphomicrobium
Taibaiella
Colwellia
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69 705534 Ruminococcus
70 694310 Roseburia

Vysvétlivky:
A —rody vyskytujici se u vSech sledovanych vzorka

B — rody vyskytujici se u dvou az tii vzorku

C — rody vyskytujici se jen u konkrétniho vzorku v prvnich 70 nejrozsitenéjsich

m1 m2

6 m7
m11 m12
m16 m17
m21 m22
m26 27
m31 m32
m36 m37
m41 =42
m46 m47

51 m52
m56 m57
m61 m62

66 m67

3
m8
m13

18
m23
m28
m33
m38
m43
m48
m53
w58

63
m 68

m4 mb5
m9 m10
mi14 =15
m19 =20
24 m25
m29 =30
w34 m35

39 m40
w44 md5
m49 m50

54 m55
m59 m60
m64 m65
m69 m70

Obr. 5. VyseCovy graf zobrazuje pomérné zastoupeni nejvice se vyskytujicich ptidnich rodd u vzorku zubu z Hostivice

(vz. HZ1491). Vysvétlivky ¢isel jsou v Tab. 5. v priloze.
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Tab. 6. Pfimy vystup z [llumina softwaru ve formé taxonomického ¢lenéni sekvenovaného materialu, Hostivice zub (vz. HZ1399).

#OTU
CID_1189009
CID_106028
CID_329109
CID_91851
CID_91852
CID_1213955
CID_109919
CID_1043696
CID_4980
CID_10058
CID_354062
CID_13882
CID_1388503
CID_15734
CID_381590
CID_85175
CID_330617
CID_298291
CID_1658768
CID_5516
CID_1334985
CID_1651871
CID_21880
CID_48462
CID_302091
CID_370075
CID_1058961
CID_8715
CID_370079
CID_257623
CID_550375

CID_559874

D
63

4951

196

1612

35

175

33
30

75

85

470

joined

k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;

k__Bacteria;

taxonomy

-
p__Bacteroidetes;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Gemmatimonadetes;
p__Firmicutes;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;

p__Proteobacteria;

c_3
c__Bactemwidia;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Actinobacteria;
c¢__Gammaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Bacilli;
c__Alphaproteobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Betaproteobacteria;
c__Bacilli;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
¢__Gemmatimonadetes;
c__Bacilli;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Bacilli;
c__Alphaproteobacteria;
c__Gammaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Gammaproteobacteria;
c__Gammaproteobacteria;

c__Alphaproteobacteria;

o__
o__Chitinophagales;
o__Rhizobiales;
o__Rhizobiales;
o__Sphingomonadales;
o__Propionibacteriales;
o__Pseudomonadales;
o__Rhizobiales;
0__Acetobacterales;
o__Rhizobiales;
o__Bacillales;
o__Sphingomonadales;
o__Propionibacteriales ;
o__Burkholderiales;
o__Lactobacillales;
o__Corynebacteriales;
o__Rhodospirillales ;
o__Rhizobiales;
0o__Gemmatimonadales;
o__lLactobacillales;
o__Corynebacteriales;
o__Acetobacterales;
o__Rhodospirillales;
o__Rhizobiales;
o__Bacillales;
o__Caulobacterales;
o__Betaproteobacteriales ;
o__Sphingomonadales;
o__Caulobacterales;
o__Pseudomonadales;
o0__Xanthomonadales ;

o__Sphingomonadales;

L
f__Chitinophagaceae;
f__Bradyrhizobiaceae;
f__Methylobacteriaceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Propionibacteriaceae;
f__Moraxellaceae;

i
f__Acetobacteraceae;
f__Xanthobacteraceae;
f__Staphylococcaceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Propionibacteriaceae;
f__Comamonadaceae;
f__Leuconostocaceae;
f__Corynebacteriaceae;
f__Acetobacteraceae;
f__Rhizobiales
f__Gemmatimonadaceae;
f__Enterococcaceae;
f__Corynebacteriaceae;
f__Acetobacteraceae;
f__Rhodospirillaceae;
f__Bradyrhizobiaceae;
f__Staphylococcaceae;
f__Caulobacteraceae;
f__Neisseriaceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Caulobacteraceae;
f__Moraxellaceae;
f__Xanthomonadaceae;

f__Sphingomonadaceae;

g
g__Sediminibacterium;
g_ Bosea;
g__Methylobacterium;
g__Sphingomonas;
g__Propionibacterium;
g__ Psychmobacter;
g

g__Acetobacter;
g__Bosea;
g__Staphylococcus;
g__Sphingopyxis;
g__Propionibacterium;
g

g__Leuconostoc;
g__Corynebacterium;
g__Roseomonas;
Incertae

g
g__Tetragenococcus;
g__Corynebacterium;
g__Roseomonas;

g

g_ Bosea;
g__Staphylococcus;;
g__Brevundimonas;
g

g__Sphingobium;
g__Brevundimonas;
g__Acinetobacter;
g__Pseudoxanthomonas;

g__Sphingomonas;

s__Sphingomonas
s__Propionibacterium
s__Psychrobacter

S__

S

s__Bosea
s__Staphylococcus
s_ 81604

s__Propionibacterium

s__Tetragenococcus
S__

s__Roseomonas

S__

s__Bosea
s__Staphylococcus
s__Brevundimonas
S__

S

s__Brevundimonas

genosp.

asaccharolytica

acnes

marincola

genosp.

saprophyticus

acnes

g__Rhizomicrobium;

halophilus

mucosa

genosp.

equorum

diminuta

diminuta

S,

XVI



CID_8826
CID_9531
CID_148929
CID_19846
CID_17090
CID_3775
CID_1268086
CID_1032481
CID_975272
CID_6895
CID_9283
CID_2168407
CID_168153
CID_461408
CID_2957
CID_2954
CID_266652
CID_769522
CID_2973
CID_154174
CID_461717
CID_156933
CID_122320
CID_1068479
CID_1045205
CID_308324
CID_1694929
CID_451944
CID_767582
CID_296042
CID_246252
CID_148994
CID_34018

CID_1335844

11 k__Bacteria;

425 k__Bacteria;

81 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;
5 k__Bacteria;
6 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
5 k__Bacteria;

121 k__Bacteria;

3 k__Bacteria;
7 k__Bacteria;
6 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;

30 k__Bacteria;
94 k__Bacteria;

189 k__Bacteria;

4 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;
3 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
7 k__Bacteria;
3 k__Bacteria;
13 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
3 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
3 k__Bacteria;

332 k__Bacteria;

8 k__Bacteria;
5 k__Bacteria;
9 k__Bacteria;
6 k__Bacteria;

p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Planctomycetes;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
P
p__Bacteroidetes;
p__Bacteroidetes;
p__Bacteroidetes;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
P__Actinobacteria;
p__Firmicutes;
p__Firmicutes;
p__Cyanobacteria;
P
p__Cyanobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Bacteroidetes;
p__Proteobacteria;

p__Bacteroidetes;

c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Bacilli;
c¢__Gammaproteobacteria;
c__Planctomycetacia;
c__Gammaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c_3
¢__Bactemwidia;
¢__Flavobacteriia;
c__Sphingobacteriia;
¢__Bacilli;
c__Gammaproteobacteria;
¢__Actinobacteria;
c__Bacilli;

c__Bacilli;
c__Oxyphotobacteria;
c_3
c__Cyanobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Nitriliruptoria;
c__Actinobacteria;
c__Gammaproteobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
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f__Bradyrhizobiaceae;

f

f__Rhodospirillaceae;
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f__Eggerthellaceae;
f__Corynebacteriaceae;
f__Rhizobiaceae;
f__Propionibacteriaceae;
f__Leuconostocaceae;
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f__Pseudomonadaceae;
f__Caulobacteraceae;
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g__Pseudarthrobacter;
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g_ Aggregatibacter;
g__Arthrobacter;
g__Sediminibacterium;
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g__Sphingobium;
g__Nocardia;

g__ Papillibacter;
g__Oxalobacter;

g

g
g__Methylobacterium;
g__Salinarimonas;

g

g

g__Blastococcus;
g__Slackia;
g__Corynebacterium;
g__Agrobacterium;
g__Propionibacterium;
g__Leuconostoc;

g_ Bosea;
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g__Pseudomonas;
g__Phenylobacterium;
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s__Agrobacterium
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p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Cyanobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Cyanobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Gemmatimonadetes;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Bacteroidetes;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Chlomoflexi;
p__Actinobacteria;
p__Chlomoflexi;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Firmicutes;

p__Firmicutes;

c__Clostridia;
c__Betaproteobacteria;
c¢__Gammaproteobacteria;
c__Cyanobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Cyanobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Gammaproteobacteria;
c_3
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Bactemwidia;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Clostridia;
c__Alphaproteobacteria;
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c__Caldilineae;
c__Actinobacteria;
¢__Anaerolineae;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
¢__Clostridia;
¢__Clostridia;
c__Alphaproteobacteria;
¢__Bacilli;
c__Clostridia;

c__Bacilli;

o__Clostridiales;
o__Burkholderiales;
o__Betaproteobacteriales ;
o__Subsectioniii;
0__Micrococcales;
o__Rhodospirillales;
o__Sphingomonadales;
o__Propionibacteriales;
o__Sphingomonadales;
0o__Subsectioniii;
o__Sphingomonadales;
o__Streptosporangiales;
o__

o__
o__Rhizobiales;
o__Rhodobacterales;
o__Rhizobiales;
o__Bacteroidales;
o__Acetobacterales;
o__Rhizobiales;
o__Clostridiales;
o__Rhizobiales;
0o__Micrococcales;
o__Caldilineales;
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o__Caldilineales;
o__Rhizobiales;
o__Alphaproteobacteria
o__Clostridiales;
o__Clostridiales;
o__Sphingomonadales;
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o__Clostridiales;
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f__Lachnospiraceae;
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f__Sphingomonadaceae;
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f__Sphingomonadaceae;
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f__Streptosporangiaceae;

f__Hyphomicrobiaceae;
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f__Lachnospiraceae;
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f__Caldilineaceae;
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f__Lachnospiraceae;
f__Lachnospiraceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Enterococcaceae;
f__Peptococcaceae;

f__Staphylococcaceae;

g__Dorea;
g
g__ Delftia;

g__ Phormidium;
g__Citricoccus;

g
g__Sphingomonas;
g__Propionibacterium;
g__Sphingomonas;
g__Pseudanabaena;
g__Sphingomonas;
g__Streptosporangium;
g

g
g__Dichotomicrobium;
g
g__Bradyrhizobium;
g_ Macellibacteroides;
g
g__Filomicrobium;
g__Roseburia;

g

g

g
g__Propionibacterium;
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g__Thermovum;
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g

g

g__Enterococcus;
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c__Alphaproteobacteria;
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c__Alphaproteobacteria;
c__Deltaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c_3
c__Alphaproteobacteria;
c__Bacilli;
c__Alphaproteobacteria;
c__Oxyphotobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Actinobacteria;
¢__Gemmatimonadetes;
¢__Actinobacteria;
¢__Bacilli;
c__Actinobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Bacilli;
c__Clostridia;
c__Alphaproteobacteria;
¢__Actinobacteria;
¢__Gemmatimonadetes;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
¢__Actinobacteria;

c__Alphaproteobacteria;

o__Bacillales;
o__Thiotrichales;
o__Corynebacteriales;
0__Micrococcales;
o__Propionibacteriales;
o__Rhizobiales;
o__Rhizobiales;
o__Rhizobiales;
o__Sar324
o__Rickettsiales;

o__3
o__Rhizobiales;
o__Bacillales;
o__Rhizobiales;
o__;
o__Micrococcales;
o__Propionibacteriales ;
o__Propionibacteriales ;
o__Gemmatimonadales;
0o__Micrococcales;
o__Bacillales;
o__Corynebacteriales;
0o__Micrococcales;
o__Rhizobiales;
o__Bacillales;
o__Clostridiales;
o__Rhodospirillales;
o__Corynebacteriales;
o__Gemmatimonadales;
o__Rhizobiales;
o__Rhodospirillales;;
o__Sphingomonadales;
o__Streptosporangiales;

o__Rhizobiales;

f__Staphylococcaceae;
f__Thiotrichaceae;
f__Corynebacteriaceae;
f__Micrococcaceae;
f__Propionibacteriaceae;
f__Bradyrhizobiaceae;
f__Bradyrhizobiaceae;
f__Bradyrhizobiaceae;

clade(marine

f__Rhizobiaceae;
f__Staphylococcaceae;
f__Methylocystaceae;
J
f__Micrococcaceae;
f__Propionibacteriaceae;
f__Propionibacteriaceae;
f__Gemmatimonadaceae;
f__Intrasporangiaceae;
f__Listeriaceae;
f__Nocardiaceae;
f__Bogoriellaceae;
f__Beijerinckiaceae;
f__Staphylococcaceae;
f__Lachnospiraceae;
f__Rhodospirillaceae;
f__Nocardiaceae;
f__Gemmatimonadaceae;
f__Bradyrhizobiaceae;
f__Acetobacteraceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Streptosporangiaceae;

f__Hyphomicrobiaceae;

g__Staphylococcus;;
g
g__Corynebacterium;
g__ Micrococeus;
g__Propionibacterium;
g_ Bosea;

g__Bradyrhizobium;

g_ Bosea;
group
g

g__Catenibacterium;
g__Sinothizobium;
g__Staphylococcus;
g__Methylosinus;
g

g
g__Aestuariimicrobium;
g__Propionibacterium;
g

g
g__Brochothrix;
g__Gordonia;
g__NO9;
g__Beijerinckia;
g__Staphylococcus;;
g

g

g__Nocardia;

g
g__Bradyrhizobium;
g__Rhodopila;

g

g__ Nonomuraea;

g__ Novispirillum;

s__Staphylococcus

s__Propionibacterium

s__Bosea

S.

s__Bosea

s__Propionibacterium

S

S

s__Brochothrix
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S

s__Beijerinckia
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genosp.

f

acnes

campestris

indica

XX



CID_350286
CID_146154
CID_1027434
CID_3749
CID_35795
CID_1323665
CID_35223
CID_169631
CID_42639
CID_1397314
CID_39587
CID_816427
CID_39749
CID_28070
CID_39743
CID_39742
CID_444754
CID_310933
CID_1164536
CID_502178
CID_253400
CID_15828
CID_436730
CID_550297
CID_246760
CID_452209
CID_265712
CID_113879
CID_342781
CID_976785
CID_305955
CID_350459
CID_104135

CID_452445

5
10
7

3
309
20
2
109
390
16
3

2

5
19
4

10

3
8309
8

28

22

41
49

223

k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;

k__Bacteria;

p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Firmicutes;
p__Bacteroidetes;
p__Actinobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Acidobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
j L
p__Proteobacteria;
p__Chlomoflexi;
P
p__Gemmatimonadetes;
p__Proteobacteria;
p__Bacteroidetes;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Acetothermia;
p__Proteobacteria;
p__Bacteroidetes;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Planctomycetes;

p__Firmicutes;

c__Acidimicrobiia;
c__Betaproteobacteria;
c__Thermoleophilia;
c__Bacilli;
c__Sphingobacteriia;
c__Actinobacteria;

c__Actinobacteria;

c¢__Gammaproteobacteria;

c__Bacilli;

¢__Thermoanaerobaculia;

c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Deltaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c_3
c__Alphaproteobacteria;
¢__Anaerolineae;

c

¢__Gemmatimonadetes;

c__Gammaproteobacteria;

c__Ignavibacteria;

c__Gammaproteobacteria;

c__Alphaproteobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c_3
c__Alphaproteobacteria;
c__Sphingobacteriia;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Thermoleophilia;
c__Planctomycetacia;

c__Bacilli;

o__Microtrichales;
o__Burkholderiales;
o__Solirubrobacterales;
o__Bacillales;
o__Sphingobacteriales;
o__Corynebacteriales;
0__Micrococcales;
o__Pseudomonadales;

o__Bacillales;

0__Thermoanaerobaculales;

o__Rhizobiales;
o__Parvularculales;
o__Rhodospirillales;
o__Bdellovibrionales;
o__Rhizobiales;

o__
o__Sphingomonadales;
o__Anaerolineales;
o__;
0o__Gemmatimonadales;
o__Vibrionales;
o__Ignavibacteriales;
o__Pseudomonadales;
o__Acetobacterales;
o__Corynebacteriales;
o__Rhizobiales;

o__
o__Rhodospirillales;
o__Sphingobacteriales;
o__Streptosporangiales;
o__Rhizobiales;
o__Gaiellales;
o__Planctomycetales;

o__Bacillales;

f_;
f__Comamonadaceae;
f__Elev-16s-1332;
f__Bacillaceae;
f__Chitinophagaceae;
f__Corynebacteriaceae;
f__Dermacoccaceae;
f__Moraxellaceae;

f__Staphylococcaceae;

f__Thermoanaerobaculaceae;

f__Devosiaceae;
f__Parvularculaceae;
f__Akyh478;
f__Bacteriovoracaceae;
f__Rhizobiales

.
f__Sphingomonadaceae;
f__Anaemlineaceae;
£
f__Gemmatimonadaceae;
f__ Vibrionaceae;
f__Ignavibacteriaceae;
f__Moraxellaceae;
f__Acetobacteraceae;
f_;
f__Aurantimonadaceae;
[
f__Acetobacteraceae;

f__Chitinophagaceae;

f__Thermomonosporaceae;

f__Methylobacteriaceae;
f__Gaiellaceae;
f__Planctomycetaceae;

f__Staphylococcaceae;

g

g__Delftia;

g
g__Salibacterium;
g__Sediminibacterium;
g__Corynebacterium;
g__ Dermacoccus;
g__Acinetobacter;
g__Staphylococcus;;
g

g_ Devosia;
g__Amphiplicatus;
g

g

incertae

g
g__Sphingomonas;
g_ C1_b004;
g__Propionibacterium;
g
g__Photobacterium;
g
g__Acinetobacter;
g
g__Corynebacterium;
g__Aurantimonas;
g

g__Acidocella;

g_ Segetbacter;
g__Actinomadura;
g__Methylobacterium;
g_ Gaiella;

g__ Singulisphaera;

g__Jeotgalicoccus;

s__Staphylococcus

s__Propionibacterium
N

s__Photobacterium

s__Actinomadura

s__Jeotgalicoccus
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g__Bauldia;
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angustum

1200b.634
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o__Pasteurellales;
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o__Caulobacterales;

f__Spongiibacteraceae;
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f__Bradyrhizobiaceae;
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f__Actinomycetaceae;
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f__Propionibacteriaceae;
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g__Thiopseudomonas;
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g__Actinobacillus;
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g__Staphylococcus;;
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g
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g__Acinetobacter;
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s__Hylemonella
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s__Micrococcus
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s__Actinomyces

s__Propionibacterium
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S

s__Propionibacterium

s__Actinobacillus

s__Bosea
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p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Gemmatimonadetes;
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p__Actinobacteria;
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c_3
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c__Clostridia;
c__Alphaproteobacteria;
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c__Actinobacteria;
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c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
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c__Zetaproteobacteria;
c__Bacilli;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
¢__Gemmatimonadetes;
c__Solibacteres;
c__Actinobacteria;
¢__Oxyphotobacteria;
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o__Rhizobiales;
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f__Acetobacteraceae;
f__Rhizobiales
f__Propionibacteriaceae;
f__Gemmatimonadaceae;
f__Caulobacteraceae;
f__Acetobacteraceae;
f__Rhizobiales
f__Xanthobacteraceae;
f__Micropepsaceae;
f__Comamonadaceae;
f__Chitinophagaceae;
f__Propionibacteriaceae;
f__Gemmatimonadaceae;

f__Acetobacteraceae;

f__Ectothiothodospiraceae;

f__Streptosporangiaceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Planctomycetaceae;
f__Planctomycetaceae;
f__Xanthobacteraceae;
f__Camobacteriaceae;

f

f__Xanthobacteraceae;

g__Uliginosibacterium;
g

g__ Mycobacterium;
g
g__Dermatophilus;
g__Acidiphilium;
g__Rhodoplanes;

g_ Moraxella;

g 2

incertae
g__Propionibacterium;
g

g

g

incertae
g__Variibacter;

g

g
g__Sediminibacterium;
g__Propionibacterium;
g

g
g__Halothodospira;
g__Nonomuraea;
g__Sphingomonas;
g__Nostocoida;
g__Nostocoida;

g_ Afipia;
g__Camobacterium;

g 2

g

s__Mycobacterium
s

s__Dermatophilus

sedis;

s__Propionibacterium

s__Nostocoida

s__Nostocoida

suis

acnes

g__Rhizomicrobium;

acnes

limicola

limicola

ifo16252

XXXIV



CID_18189
CID_350589
CID_13249
CID_1194847
CID_298012
CID_983970
CID_2119
CID_145030
CID_145031
CID_25905
CID_461248
CID_248515
CID_248517
CID_168790
CID_356882
CID_500655
CID_500659
CID_356388
CID_1311059
CID_289467
CID_1135599
CID_297779
CID_2165939
CID_93666
CID_330830
CID_4329
CID_5262
CID_16369
CID_293126
CID_257494
CID_971461
CID_27757
CID_4876

CID_1161350

305

2

22

124

3

21

32
68

108

33

302

20

k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;

k__Bacteria;

p__Actinobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Actinobacteria;
P
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Bacteroidetes;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
P
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;

P

c__Actinobacteria;
c__Thermoleophilia;
c__Actinobacteria;
c_3
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Deltaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Thermoleophilia;

c__Actinobacteria;

c__Gammaproteobacteria:

c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Bacilli;
c__Bactewidia;
c__Alphaproteobacteria;
c__Clostridia;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphapmoteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;

c__Alphaproteobacteria;

c¢__Gammaproteobacteria:

c__Alphaproteobacteria;
c__Betaproteobacteria;
c__Bacilli;
¢__Actinobacteria;

c__Alphaproteobacteria;

c__Gammaproteobacteria:

c__Epsilonproteobacteria;

C

o__Micrococcales;
o__Gaiellales;
o__Streptosporangiales;
o__
o__Rhizobiales;
o__Sphingomonadales;
o__Desulfobacterales;
o__Rhizobiales;
o__Rhizobiales;
o__Gaiellales;

o__Streptosporangiales;

o__Betapoteobacteriales ;

o__Sphingomonadales;
o__Caulobacterales;
o__Sphingomonadales;
o__Bacillales;
o__Bacteroidales;
o__Sphingomonadales;
o__Clostridiales;
o__Rhizobiales;
o__Caulobacterales;
o__Rhizobiales;
o__Rhizobiales;
o__Pseudomonadales;
o__Sphingomonadales;
o__Burkholderiales;
o__Bacillales;
o__Frankiales;
o__Rhodospirillales;

o__Pseudomonadales;

o__Campylobacterales;

0.

f__Microbacteriaceae;

£

f__Thermomonosporaceae:

L
f__Bradyrhizobiaceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Desulfobubaceae;
f__Methylobacteriaceae;
f__Beijerinckiaceae;

f

f__Thermomonosporaceae;

f__Rhodocyclaceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Caulobacteraceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Family
f__Pomphyromonadaceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Lachnospiraceae;
f__Beijerinckiaceae;
f__Caulobacteraceae;
f__Bradyrhizobiaceae;
f__Hyphomicrobiaceae;
f__Moraxellaceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Comamonadaceae;
f__Planococcaceae;
f__Sporichthyaceae;
f__Rhodospirillaceae;

f__Moraxellaceae;

f__Helicobacteraceae;

g__Microbacterium;
g
g__Actinomadura;
g
g__Bradyrhizobium;
g__Sphingomonas;
g__Desulfurivibrio;
g__Methylobacterium;
g =

g 2
g__Actinoallomurus;
g 2

g
g__Brevundimonas;
g

Xi;
g__Porphyromonas;
g__Kaistobacter;
g__ Blautia;

g

g
g__Bradyrhizobium;
g__Pedomicrobium;
g__Acinetobacter;
g
g__Diaphorobacter;
g__ Bacillus;

g

g__Inquilinus;
g__Acinetobacter;

g 2

g =
g__Sulfuricurvum;

g__ Staphylococcus;

s__Microbacterium

s__Sphingomonas
s__Desulfurivibrio

s__Methylobacterium

s__Pedomicrobium

S,

S,

s__Diaphorobacter

s__Sulfuricurvum

barkeri

yabuuchiae
proteobacterium

rhodesianum

australicum

kujiense

mlms

XXXV



CID_30402
CID_17089
CID_329816
CID_3815
CID_106872
CID_550301
CID_1185740
CID_93057
CID_12957
CID_16985
CID_646638
CID_360689
CID_30246
CID_807021
CID_173897
CID_173677
CID_6565
CID_291612
CID_295998
CID_343197
CID_2277
CID_174179
CID_83784
CID_5587
CID_738691
CID_272323
CID_106228
CID_14907
CID_162986
CID_982625
CID_105721
CID_96739
CID_13879

CID_256480

69

6

2

5

25
117

21

57

174

114

75

282

k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;
k__Bacteria;

k__Bacteria;

p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Chlomoflexi;
p__Bacteroidetes;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
P
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Chlomoflexi;
p__Bacteroidetes;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
P
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Spirochaetae;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;

p__Proteobacteria;

c¢__Gammaproteobacteria;
c__Acidimicrobiia;
c__P2-1le;
¢__Bactemidetes
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c_3
c__Alphaproteobacteria;
¢__Clostridia;
c__Gammaproteobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Gammaproteobacteria;
¢__Anaerolineae;
c__Sphingobacteriia;
c__Clostridia;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
¢__Actinobacteria;
c__Alphapmoteobacteria;
c__Bacilli;
c__Alphaproteobacteria;
c¢__Gammaproteobacteria;
c__Actinobacteria;

c_3
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Spirochaetes;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
¢__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;

c__Alphaproteobacteria;

o__Enterobacteriales;
o__Acidimicrobiales;
o_;
incertae
o__Sphingomonadales;
o__Rhodospirillales;
o__;
o__Rhodospirillales;
o__Clostridiales;
o__3
o__Propionibacteriales;
o__Rhizobiales;
o__Rhizobiales;
o__Betaproteobacteriales;
o__Caldilineales;
o__Sphingobacteriales;
o__Clostridiales;
o__Acetobacterales;
o__Rhizobiales;
0o__Micrococcales;
o__Rhizobiales;
o__lLactobacillales;
o__Rhodospirillales ;
o__Pseudomonadales;
o__Propionibacteriales ;
o_;
0__Micrococcales;
o__Rhodospirillales;
o__Spirochaetales;
o__Rhizobiales;
o__Rhodospirillales;;
o__Corynebacteriales;
o__Sphingomonadales;

o__Caulobacterales;

f__Enterobacteriaceae;

sedis;
f__Sphingomonadaceae;
f__Acetobacteraceae;
.
f__Acetobacteraceae;
f__Lachnospiraceae;
i
f__Propionibacteriaceae;
f__Beijerinckiaceae;
f__Rhizobiaceae;
f__Burkholderiaceae;
f__Caldilineaceae;
f__Phos-he51;

f__Family
f__Acetobacteraceae;
f__Xanthobacteraceae;
f__Promicromonosporaceae;
f__Rhizobiaceae;
f__Streptococcaceae;
f__Acetobacteraceae;
f__Pseudomonadaceae;
f__Propionibacteriaceae;
f_;
f__Micrococcales
f__Rhodospirillaceae;
f__Spirochaetaceae;
f__Xanthobacteraceae;
f__Acetobacteraceae;
f__Corynebacteriaceae;
f__Sphingomonadaceae;

f__Caulobacteraceae;

g__Serratia;
g

g
o__Onder

g__Sphingomonas;
g__Roseomonas;

g

g

g_ Tyzzerella

g
g__Propionibacterium;
g__Methylosinus;

g__Bartonella;

g__ Rubrivivax;
g
g__Bacteroid;
Xiii;

g__Acidisphaera;
g__Bosea;
g__Cellulosimicrobium;
g__Fulvimarina;
g__Streptococcus;
g__Roseococcus;
g__Pseudomonas;
g__Propionibacterium;
g__Coprococcus;;
incertae

g

g__Spirochaeta
g__Bradyrhizobium;
g__Acidiphilium;
g__Corynebacterium;
g__Sphingomonas;

g__Phenylobacterium;

s__Serratia

s__Sphingomonas

s__Roseomonas

s__Streptococcus
S__

s__Pseudomonas

s__Propionibacterium

s__Sphingomonas

symbiotica

f__Rhodothermaceae;
sp.

proteobacterium

acnes

Xiii

genosp.

symbiont

acnes

g__Cellulosimicrobium;

azotifigens

ucg-002;

tw-6

s__Cellulosimicrobium

XXXVI



CID_298571
CID_356697
CID_1541352
CID_294800
CID_150923
CID_50044
CID_417131
CID_8585
CID_354226
CID_370199
CID_1019412
CID_6585
CID_103369
CID_415694
CID_648869
CID_1239406
CID_96397
CID_1072780
CID_1026937
CID_483745
CID_350442
CID_9760
CID_258598
CID_9767
CID_ 1246523
CID_38673
CID_18961
CID_49259
CID_770250
CID_257678
CID_289499
CID_164806
CID_24606

CID_93728

74 k__Bacteria;

3 k__Bacteria;
6 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;

217 k__Bacteria;
538 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
9 k__Bacteria;
292 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
63 k__Bacteria;
6 k__Bacteria;

203 k__Bacteria;

41 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;
67 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;

156 k__Bacteria;

3 k__Bacteria;
10 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
3 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;

1180 k__Bacteria;
3 k__Bacteria;
10 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;
114 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;

4 k__Bacteria;

p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Gemmatimonadetes;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Cyanobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Bacteroidetes;
p__Bacteroidetes;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Actinobacteria;
j L
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
P
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
P
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;

p__Proteobacteria;

c__Alphaproteobacteria;
c__Bacilli;
c__Alphaproteobacteria;

¢__Gemmatimonadetes;

c__Gammaproteobacteria;

c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
¢__Oxyphotobacteria;
c__Actinobacteria;
¢__Bactewidia;
¢__Bactewidia;
c__Alphaproteobacteria;
c__Bacilli;
c__Actinobacteria;

c_3
c__Alphaproteobacteria;
c__Actinobacteria;

c_3
c__Alphaproteobacteria;
¢__Actinobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Bacilli;
c__Alphaproteobacteria;
c__Bacilli;

c_3
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;

c__Alphaproteobacteria;

o__Caulobacterales;
o__Bacillales;
o__Caulobacterales;

o__Gemmatimonadales;

o__Gammaproteobacteria

0__Micrococcales;
o__Caulobacterales;
o__Rhizobiales;
o__
o__Corynebacteriales;
o__Cytophagales;
o__Bacteroidales;
o__Rhizobiales;
o__Bacillales;
o__Corynebacteriales;
o__
o__Rhizobiales;
o__Propionibacteriales ;
o__;
o__Rhodospirillales ;
o__Pseudonocardiales;
0o__Micrococcales;
o__Sphingomonadales;
o__Propionibacteriales ;
o__Propionibacteriales ;
o__Rhizobiales;
o__Sphingomonadales;
o__Bacillales;
o__Rhizobiales;
o__Bacillales;

o__
o__Rhizobiales;
o__Rhizobiales;

o__Sphingomonadales;

f__Caulobacteraceae;
f__Paenibacillaceae;
f__Caulobacteraceae;
f__Gemmatimonadaceae;
incertae
f__Micrococcaceae;
f__Caulobacteraceae;
f__Rhizobiales

.
f__Corynebacteriaceae;
f__Hymenobacteraceae;
f__Rikenellaceae;
f__Beijerinckiaceae;
f__Staphylococcaceae;
f__Corynebacteriaceae;
.
f__Bradyrhizobiaceae;
f__Propionibacteriaceae;
£
f__Acetobacteraceae;
f__Pseudonocardiaceae;
f__Intrasporangiaceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Propionibacteriaceae;
f__Propionibacteriaceae;
f__Rhodobiaceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Staphylococcaceae;
f__Hyphomicrobiaceae;
f__Staphylococcaceae;
.
f__Bradyrhizobiaceae;
f__Alphai

f__Sphingomonadaceae;

g

g

g__Caulobacter;

g

sedis;

g_ Micrococcus;
g__Phenylobacterium;
incertae

g
g__Corynebacterium;
g__Hymenobacter;

g_ Bef9-17
g__Chelatococcus;
g__Staphylococcus;
g__Corynebacterium;
g__Methylobacterium;
g__Bosea;
g__Propionibacterium;
g

g__Rhodopila;
g__Actinophytocola;
g__ Tetrasphaera;
g__Sphingopyxis;
g__Propionicimonas;
g__Propionibacterium;
g__Rhodoligotrophos;
g__Novosphingobium;
g__Staphylococcus;;
g__Hyphomicrobium;
g__Staphylococcus;
g
g__Bradyrhizobium;
cluster;

g__Sphingomonas;

s__Micrococcus

s__Corynebacterium
S__

termite

S__
s__Staphylococcus
s__Corynebacterum
s__Methylobacterium
s__Bosea

s__Propionibacterium

s__Sphingopyxis

S,

s__Propionibacterium

S,

S,

s__Staphylococcus

g

luteus

g_ Agaricicola;

coyleae

grou;

epidermidis

aurimucosum

adhaesivum

genosp.

acnes

alaskensis

acnes

bacterium

elkanii

S,

k220

XXXVII



CID_294734
CID_4050
CID_864812
CID_12093
CID_238328
CID_16429
CID_499058
CID_1216180
CID_768758
CID_1054330
CID_462259
CID_22556
CID_12548
CID_119426
CID_1652030
CID_355989
CID_1304921
CID_363702
CID_12940
CID_1437394
CID_403396
CID_146161
CID_1694195
CID_3057
CID_45563
CID_1283181
CID_1048117
CID_742914
CID_40395
CID_418754
CID_1040738
CID_1277222
CID_21550

CID_91818

7 k__Bacteria;
58 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
9 k__Bacteria;
3 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
6 k__Bacteria;

25 k__Bacteria;

8 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;

12 k__Bacteria;

6 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
7 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;
15 k__Bacteria;
5 k__Bacteria;
3 k__Bacteria;
7 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
3 k__Bacteria;

24 k__Bacteria;

8 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;
3 k__Bacteria;

20 k__Bacteria;
4 k__Bacteria;
12 k__Bacteria;
2 k__Bacteria;

17 k__Bacteria;

p__Gemmatimonadetes;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Acidobacteria;
P
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;
p__Firmicutes;
p__Firmicutes;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
P
p__Firmicutes;
p__Actinobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Proteobacteria;
p__Firmicutes;

p__Proteobacteria;

c¢__Gemmatimonadetes;
c__Actinobacteria;
c¢__Gammaproteobacteria:
c__Clostridia;
c__Alphaproteobacteria;

c__Alphaproteobacteria;

c¢__Gammaproteobacteria:
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Gammaproteobacteria;
c__Bacilli;

c__Clostridia;
c__Clostridia;
¢__Actinobacteria;
c__Alphapmoteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c¢__Gammaproteobacteria:
c_3
c__Bacilli;
c__Actinobacteria;
c¢__Gammaproteobacteria:
c__Alphaproteobacteria;
¢__Bacilli;

c__Alphaproteobacteria;

0o__Gemmatimonadales;
o__Micrococcales;
o__Pseudomonadales;
o__Clostridiales;
o__Rhizobiales;

o__Rhizobiales;

o__Alteromonadales ;
o__Caulobacterales;
o__Rhizobiales;
o__Rhodospirillales;
o__Rhodospirillales;
o__Rhizobiales;
o__Micrococcales;
o__Steroidobacterales;
o__Lactobacillales;
o__Clostridiales;
o__Clostridiales;
0o__Micrococcales;
o__Caulobacterales;
o__Sphingomonadales;
o__Caulobacterales;
o__Micrococcales;
o__Rhizobiales;
o__Rhodospirillales;
o__Methylococcales;
o__
o__Bacillales;
0__Micrococcales;
o__Xanthomonadales ;
o__Rhodospirillales;;
o__Bacillales;

o__Sphingomonadales;

f__Gemmatimonadaceae;

f__Micrococcaceae;
f__Pseudomonadaceae;
f__Lachnospiraceae;
f__Bradyrhizobiaceae;

f__Phyllobacteriaceae;

f__Colwelliaceae;
f__Caulobacteraceae;
f__Beijerinckiaceae;
f__Thalassospiraceae;
f__Rhodospirillaceae;
f__Xanthobacteraceae;
f__Microbacteriaceae;
f__Steroidobacteraceae;
f__Streptococcaceae;
f__Christensenellaceae;
f__Lachnospiraceae;
f__Micrococcaceae;
f__Caulobacteraceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Caulobacteraceae;
f__Microbacteriaceae;
f__Hyphomicrobiaceae;
f__Acetobacteraceae;
f__Methylococcaceae;
.
f__Bacillaceae;
f__Intrasporangiaceae;
f__Xanthomonadaceae;
f__Acetobacteraceae;
f__Bacillaceae;

f__Sphingomonadaceae;

g
g__Renibacterium;
g__Pseudomonas;
g__Roseburia;

g_ Bosea;

g__Mesorhizobium;

g

g =

g__ Colwellia;
g_ Mycoplana;

g__Methylobacterium;
g__Thalassospira;

g

g__Rhodoplanes;
g__Curtobacterium;
g__Steridobacter;
g__Streptococcus;
g__Christensenellaceae;
g_ Tyzzerella
g__Micrococcus;

g
g__Sphingomonas;
g__Phenylobacterium;
g__Microbacterium;
g__Ancalomicrobium;
g__Belnapia;

g__Methylocaldum;

g__Rhodovarius;
g_ Bacillus;

g__Sphingomonas;

S,

S,

s__Pseudomonas

S

S

Bacillus

genosp.

mesophilicum

cereus

flexus
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¢__Clostridia;
c__Betaproteobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Bacilli;

c__Bacilli;

c__Gammaproteobacteria;

c__Alphaproteobacteria;
c__Actinobacteria;
c__Alphaproteobacteria;
c__Actinobacteria;

c__Alphaproteobacteria;

c__Gammaproteobacteria;

c__Alphaproteobacteria;
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c__Alphaproteobacteria;
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c__Deltaproteobacteria;
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c¢__Gammaproteobacteria;

C
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o__Rhodospirillales;
o__Micrococcales;
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o__Caldilineales;

0o__Thermoanaerobacterales;

o__Haloplasmatales;
o__Caulobacterales;
o__
o__Xanthomonadales ;
o__Clostridiales;
o__Burkholderiales;
o__Streptomycetales;
o__Bacillales;
o__Bacillales;
o__Pseudomonadales;
o__Rhizobiales;
o__Propionibacteriales ;
o__Rhizobiales;
o__Propionibacteriales ;
o__Rhizobiales;
o__Pasteurellales;
o__Rhizobiales;
o__Corynebacteriales;
o__Enterobacteriales;
o__Rhodospirillales;
o__Pseudomonadales;
o__Myxococcales;
o__Caulobacterales;
o__Propionibacteriales;
o__Streptosporangiales;
o__Pseudomonadales;
o__
o__Sphingomonadales;

o__Methylococcales;
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c__Clostridia;
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c__Gammaproteobacteria;
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c__Gammaproteobacteria;
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o__Rhizobiales;
o__Rhizobiales;
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o__Caulobacterales;
o__Bacillales;
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o__Clostridiales;
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c__Actinobacteria;

o__Bacillales;
o__Legionellales;
o__Rhizobiales;
o__Sphingomonadales;
o__Caulobacterales;
o__Pseudomonadales;
o__Bacillales;

o__
o__Pseudomonadales;
o__Rhodospirillales;
o__Rhizobiales;
o__Pseudomonadales;
o__Sphingomonadales;
o__Corynebacteriales;
o__Fusobacteriales;
o__Rhizobiales;
o__Pseudonocardiales;
o__Bacillales;
o__Rhodospirillales ;
o__Cytophagales;
o__Pseudomonadales;
o__Pseudomonadales;
o__Rhizobiales;
o__Micrococcales;
o__Bacillales;
o__Sphingomonadales;
o__Caulobacterales;
o__Lactobacillales;
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o__Rhodobacterales;
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f__Staphylococcaceae;
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f__Caulobacteraceae;
f__Moraxellaceae;
f__Staphylococcaceae;
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f__Sphingomonadaceae;
f__Corynebacteriaceae;
f__Leptotrichiaceae;
f__Xanthobacteraceae;
f__Pseudonocardiaceae;
f__Staphylococcaceae;
f__Acetobacteraceae;
f__Hymenobacteraceae;
f__Moraxellaceae;
f__Moraxellaceae;
f__Beijerinckiaceae;
f__Micrococcaceae;
f__Staphylococcaceae;
f__Sphingomonadaceae;
f__Caulobacteraceae;
f__Streptococcaceae;
.
f__Moraxellaceae;

f__Rhodobacteraceae;

f__Nocardiaceae;

g__Staphylococcus;;
g__Coxiella;
__Agrobacterium;
g__Sphingomonas;
g__Brevundimonas;
g__Acinetobacter;
g__Staphylococcus;;
g__Arthrobacter;
g__Acinetobacter;
g__ Novispirillum;
g
g
g__Sphingomonas;
g__Corynebacterium;
g__Leptotrichia;
g__Bradyrhizobium;
g__Pseudonocardia;
g__Staphylococcus;
g__Roseomonas;
g__Hymenobacter;
g__Acinetobacter;
g__Enhydrobacter;
g
g
g__Staphylococcus;;
g
g
g__Streptococcus;
g
g__Acinetobacter;
g__Rhodobacter;
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