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Vyskyt bifidobakterii v travicim traktu ko¢kodani

Souhrn

Bifidobakterie patii mezi nejcastéjsi rody bakterii vyskytujici se v travicim traktu lidi
a zvirat, které napomahaji stabilizovat rovnovahu sttevni mikrobioty a ptiznivé tak ovliviiuji
zdravi hostitele. Pro jejich pozitivni vlastnosti jsou bifidobakterie Casto pouzivany jako
probiotika. Z traviciho traktu volné Zijicich primata bylo v poslednich letech popsano nékolik
novych druhti bifidobakterii. Je zndmo, Zze nékteré druhy bifidobakterii jsou hostitelsky
specifické, zatimco jiné druhy jsou bézné u vice riznych hostitell. Kromé toho mnoho
fyziologickych charakteristik bifidobakterii mize byt druhové nebo kmenové specifickych.
Umeéle vytvorené prostredi zoologické zahrady je idealni pro pienos hostitelsky nespecifickych
tedy multi-hostitelskych druhd.

Cilem této prace byla izolace a analyza druhového zastoupeni bifidobakterii v travicim
traktu kockodanti drzenych v zoologickych zahradach. Vysledky byly porovnany s druhovym
zastoupenim bifidobakterii u volné Zijicich primatt a dalSich zivoc¢ichi. Bifidobakterie byly
kvantifikovany a izolovany pomoci kultiva¢niho stanoveni z traviciho traktu koc¢kodanti. Pro
tuto praci byly pouzity vzorky od druhti - kockodan Dianin (Cercopithecus diana), kockodan
husarsky (Erythrocebus patas), ko¢kodan Campbellav (Cercopithecus campbelli), ko¢kodan
bélonosy (Cercopithecus nictitans), kockodan talapoin (Miopithecus talapoin), kockodan
Brazztv (Cercopithecus neglectus) a ko¢kodan zeleny (Chlorocebus sabaeus). Pro identifikaci
ziskanych izolatt bifidobakterii na rodovou uroven byla pouzita metoda detekce enzymu
fruktozo-6-fosfat fosfoketolazy (F6PPK) a bifidobakterialni izolaty byly nasledné
identifikovany pomoci sekvenace genu 16S rRNA.

Bylo zjisténo, ze bifidobakterie se vyskytovaly u péti ze sedmi testovanych druhid
koc¢kodani. Pomoci sekvenace byly identifikovany druhy B. angulatum, B. pseudocatenulatum
a B. animalis subsp. lactis. Jedna se o multi-hostitelské druhy, které jsou typické pro ¢lovéka a
bifidobakterii u starosvétskych opic a u ¢lovéka. Dale detekovany druh B. asteroides je typicky
pro hmyz se socialnim zptsobem zivota a jeho pfitomnost u kockodanii je pravdépodobné
v diasledku obsahu hmyzu v dieté. Také se podafilo izolovat bakterii rodu Alloscardovia sp.,

ktera jakozto i bifidobakterie nalezi do ¢eledi Bifidobacteriaceae.

Klicova slova: Bifidobacterium sp.; ko¢kodan; kultivace; identifikace; sekvenace 16S rRNA



Occurrence of bifidobacteria in the gastrointestinal tract
of marmosets

Summary

Bifidobacteria are among the most common genera of bacteria found in digestive tract of
humans and animals, which help to stabilize the balance of intestinal microbiota and thus
favorably affect the health of the host. For their positive properties, bifidobacteria are often
used as probiotics. From the digestive tract of wild primates, several new species of
bifidobacteria have been described in recent years. It is known that some species of
bifidobacteria are host-specific, while other species are common in several different hosts. In
addition, many physiological characteristics of bifidobacteria may be species or strain specific.
The artificially created environment of the zoo is ideal for transfering host non-specific multi-
host species.

The aim of this work was the isolation and analysis of the species representation of
bifidobacteria in the gastrointestinal tract of marmosets kept in zoos. The results were compared
with the species distribution of bifidobacteria in wild primates and other animals. Bifidobacteria
were quantified and isolated by culture assay from the digestive tract of marmosets. For this
work were used samples of the species — Diana Monkey (Cercopithecus diana), Patas Monkey
(Erythrocebus patas), Campbell's Monkey (Cercopithecus campbelli), Putty-nosed Monkey
(Cercopithecus nictitans), Southern Talapoin Monkey (Miopithecus talapoin), De Brazza's
Monkey (Cercopithecus neglectus) and Green Monkey (Chlorocebus sabaeus). The method of
detection of the enzyme fructose-6-phosphate phosphoketolase (F6PPK) was used to identify
the obtained bifidobacteria isolates at the genus level and the bifidobacterila isolates were
subsequently identified by 16S rRNA gene sequencing.

It was found that bifidobacteria occured in five out of seven tested species of marmosets.
By sequencing were identified species B. angulatum, B. pseudocatenulatum and B. animalis
subsp. lactis. These are multi-host species that are typical of humans and occur also in other
animals. It brings interesting insights into the common species of bifidobacteria in old-world
monkeys and humans. Furthermore the species B. asteroides is typical for insects with a social
lifestyle and its presence in marmosets is probably due to the insect content of the diet. It was
also managed to isolate the bacterium of the genus Alloscardovia sp., which as well as the

bifidobacteria belong to the family Bifidobacteriaceae.

Keywords: Bifidobacterium sp.; marmoset; cultivation; identification; sequencing 16S rRNA
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1 Uvod

Mikrobiota traviciho traktu je v soucasnosti velice diskutovanym tématem. Piedstavuje
spoleCenstvi mikroorganismii v riiznych castech GIT zivocichi vcetné cloveéka. Tyto
mikroorganismy zastavaji rizné funkce napf. bariérovou, metabolickou, regulac¢ni a dalsi.
Mnohdy hostiteli prospivaji, ale mohou i Skodit. Aktivitu a obsah stfevni mikrobioty ovliviiuji
faktory jako je slozeni potravy, vék, zdravi, stres, aj. SloZeni se postupné vyviji v priubéhu
zivota a je odlisné pro kazdého jedince. Vyznamnym bakteridlnim rodem nachazejicim se
Vv travicim traktu zivoc¢ichii zejména v obdobi mlécné vyzivy je rod Bifidobacterium.

Bifidobakterie jsou grampozitivni, anaerobni a nepohyblivé bakterie. Jsou prospésnou
soucdsti traviciho traktu lidi i zvifat. Jejich vyskyt je velice rozmanity, nachdzeji se v celém
travicim traktu a jejich Cetnost se v riznych castech GIT méni. Jednd se o sacharolytické
bakterie, které jsou schopny utilizovat jak hostitelské glykany, tak rGzné rostlinné
oligosacharidy. Jejich pfitomnost ve vysokém poctu je Zadouci a je spojovana S dobrym
zdravim hostitele. Mezi zdravotni pfinosy patii hlavné 1écba a prevence gastrointestindlnich
poruch a udrzeni zdravi traviciho traktu. Pro jejich pozitivni vlastnosti jsou ¢asto pouzivany
jako probiotika.

V poslednich letech byly objeveny nové druhy u primati jako je napt. B. reuteri, B.
callitrichos, B. saguini, B. stellenboschense, B. biavatti a dalsi. Tato prace je zaméfena na
vyskyt bifidobakterii v travicim traktu koCkodant.

Koc¢kodanoviti (Cercopithecidae) jsou pocetnou skupinou primati délici se do dvou
podceledi a to koc¢kodani (Cercopithecinae) a hulmani (Colobinae). Pii¢emz prace se zabyva
podceledi kockodani, kam patii napt. ko¢kodan Dianin, kockodan Roloway, ko¢kodan obecny,
aj. Jejich strava je slozend hlavné z rostlinné Casti jako je napi. ovoce, zelenina, plody, klira a
také z zivoci$né Casti kdy se zivi hmyzem, malymi hlodavci, drobnymi ptaky, pta¢imi vejci

apod. Z ¢ehoz je mozné piedpokladat, Ze se v jejich travicim traktu vyskytuji bifidobakterie.



2 Hypotéza

Bifidobakterie patii mezi nejcastéjsi rody bakterii vyskytujici se v travicim traktu lidi a zvifat,
kde napomahaji stabilizovat rovnovahu stfevni mikrobioty a pfiznivé tak ovliviiuji zdravi
hostitele. Z traviciho traktu pfevazné volné Zijicich primati bylo v poslednich letech popsano
nekolik novych druhti bifidobakterii. Vyskyt bifidobakterii u voln¢ zijicich ani uméle drzenych
kockodanti nebyl doposud monitorovan. Um¢éle vytvorené prostiedi zoologické zahrady je

idedlni pro prenos hostitelsky nespecifickych tedy multi-hostitelskych druht.

Hypotéza: V travicim traktu ko¢kodant drzenych v zoologickych zahradach budou detekovany

spiSe multi-hostitelské druhy bifidobakterii.



3 Cil prace

Cilem préace byla izolace a analyza druhového zastoupeni bifidobakterii v travicim traktu
kockodanii drzenych v zoologickych zahraddch. Vysledky byly porovnany s druhovym

zastoupenim bifidobakterii u volné zijicich primati a dalSich Zivocichii.



4 Literarni reSerse

4.1 Charakteristika Fadu primati

cey

Priméti jsou prastarou a Clenitou skupinou placental, ¢itajici okolo 233 zijicich druhti
délenych do 13 rodl. VétSina z nich obyva pés tropickych lesii. Nejmensi zijici primat je maki
maly, ktery vazi v praméru 30 g. Nejvétsimi jsou naopak zastupci rodu goril, u kterych se vaha
pohybuje az okolo 175 kg (Napier and Groves, 2017).

Primati obyvaji lesni stanovist¢ a mnoho jejich charakteristik, podle kterych je
rozeznavame (zkracené rostrum, ocnice smérované dopfedu, pomérné¢ velkd mozkovna,
protistojny palec) se pravdépodobné vyvinulo jako adaptace na Zivot v korundch stromil anebo
se jako primitivni znak zachovalo ze stejného diivodu. Primati se obvykle daji rozeznat na

zakladé¢ souboru primitivnich znaki lebky, zubt a koncetin (Myers, 2000).

4.2 Morfologie primatu

Soucasni primati jsou rozdéleni do dvou velkych skupin, poloopice a vyS$i primati.
Poloopice maji neosrstény nos, uzaviené oc¢nice, spodni fezdky a Spicaky vytvarejici zubni
hiebinek. Dalsim specifickym znakem je dlouhy drap na druhém nebo tietim prstu, ktery slouzi
K upravovani srsti nebo k hygiené. Vyssi primati maji naopak osrstény nos, zmen$ené ocnice,
nemaji zubni hiebinek. VyS§§i primati zahrnuji mnohem vice druhd, jsou vice rozsifeni a ve
veétsing oblasti rozsiteni plni dulezitou ekologickou funkci. Vyssi primati se dale rozd€luji na
dveé oddeleni a to na ploskonosé a tizkonosé (Myers, 2000).

Ploskonosi maji ploché nosy a nozdry smétujici od sebe, zatimco uzkonosi maji nozdry
parové smétujici dolli a blizko u sebe. Ploskonosi maji rozSifeni aredlu po celém svéte.
Uzkonosi se vyskytuji v oblastech Afriky, Evropy a Asie (Napier and Groves, 2017).

Vétsina druhd primati zije v tropickych nebo subtropickych oblastech, nékteré druhy
obyvaji také oblasti mirného pasu. AZ na par vyjimek pozemnich druhd jsou priméati lesnim
druhem. Nékteré druhy se Zivi listy nebo ovocem, ostatni mohou byt hmyzoZravi nebo

masozravi (Myers, 2000).

4.3 Taxonomie ko¢kodanu

Rige: Zivogichové (Animalia)
Kmen: Strunatci (Chordata)

Podkmen: Obratlovci (Vertebrata)



Nadttida: Ctyinozci (Tetrapoda)

Ttida: Savci (Mammalia)

Nadrad: Placentalové (Placentalia)

Rad: Primati (Primates)

Podiad: Vyssi primati (Haplorrhini)
Infrafad: Opice (Simiformes)

Oddéleni: Uzkonosi (Catarrhini)

Celed’: Kockodanoviti (Cercopithecidae)

Podc¢eled’: Kockodani (Cercopithecinae)

(Myers et al., 2018). Dostupné z:

<https://animaldiversity.org/accounts/Cercopithecinae/classification/#Cercopithecinae>

4.4 Kockodanoviti (Cercopithecidae)

4.4.1 Historie

Celed’ ko¢kodanoviti zahrnuje 133 druhti (Klappenbach, 2016). Tyto opice jsou Siroce
rozSitené od jizni Evropy (Gibraltar) pfes severozapadni Afriku, po jih Sahary az do
jihovychodni Asie, Ciny a Japonska. Nékteré druhy ko¢kodanovitych vykazuji vyssi toleranci
na nizké teploty, jako Zadny jiny primat kromé ¢lov€ka. Naptiklad jeden druh makaka obyva
studenou a zasnéZenou severni ¢ast Japonska. Nejstarsi zaznamy o ko¢kodanovitych pochézeji
Z oligocénického Egypta. VSechny fosilni nalezy pochazeji ze ,,starého svéta‘“ (Afrika, Evropa,
Asie), tudiz se shoduji s dnesnim vyskytem kockodanovitych. Nékteré z vyhynulych druht se

velikosti piiblizovali dne$nim gorilam, ne vSak robustnosti (Myers, 2000).

4.4.2 Rozdéleni

Kockodanoviti (Cercopithecidae) se déli do dvou ekologicky a morfologicky rozdilnych
podceledi. Kockodani (Cercopithecinae) jsou vSezravci, maji ve tvatich vaky, ve kterych
hromadi potravu a maji jednoduché Zaludky, zatimco hulmani (Colobinae) se zivi pfevazné
listy (folivofi), nemaji vaky a maji charakteristicky slozeny Zzaludek, ktery obsahuje
celulolytické bakterie (Disotell, 2003).

Tato prace se zabyva podceledi koCkodani, mezi které se fadi rody: archai¢ti ko¢kodani
(Allenopithecus) s jedinym zastupcem — kockodan Allentiv (Allenopithecus nigroviridis);
mangabejové (Cercocebus a Lophocebus) z nichz nejznamé;si z rodu Cercocebus - mangabej

rudohlavy (Cercocebus torquatus), mangabej bélokrky (Cercocebus atys lunulatus) a z rodu


https://animaldiversity.org/accounts/Cercopithecinae/classification/#Cercopithecinae

Lophocebus — mangabej ¢erny (Lophocebus atterimus), mangabej plastikovy (Lophocebus
albigena); lesni kockodani (Cercopithecus) — kockodan Dianin (Cercopithecus diana),
kockodan Roloway (Cercopithecus roloway), kockodan ¢ernolici (Cercopithecus ascanius),
kockodan diadémovy (Cercopithecus mitis) atd.; lesostepni kockodani (Chlorocebus) —
koc¢kodan obecny (Chlorocebus aethiops) a ko¢kodan zeleny (Chlorocebus sabaeus); stepni
kockodani (Erythrocebus) s jedinym zastupcem — kockodan husarsky (Erythrocebus patas);
makakové (Macaca) — makak rhesus (Macaca mulata), makak cervenolici (Macaca fuscata),
makak javsky (Macaca fascicularis), makak lvi (Macaca silenus) a dalsi; mandrilové
(Mandrillus) — dril (Mandrillus leucophaeus), mandril (Mandrillus sphinx); trpasli¢i kockodani
(Miopithecus) — kockodan talapoin (Miopithecus talapoin), kockodan talapoin severni
(Miopithecus ogouensis); paviani (Papio) — pavian plastikovy (Papio hamadryas), pavian anubi
(Papio anubis) a dalsi; dzelady (Theropithecus) — dzelada (Theropithecus gelada) (Myers et al.,
2018).

4.4.3 Obecna charakteristika

Kockodanoviti jsou opice stfedni az vétsi velikosti o hmotnosti mezi 1,5 az 50 kg. Mnoho
Z nich ma podsadity tvar téla. Jejich nosni dirky jsou blizko u sebe a smétuji doli. Piedni
koncetiny jsou krat$i nez zadni koncetiny. Na vSech prstech maji nehty, které jsou ploché,
nejsou zaktivené, jak je tomu napiiklad u malpovitych (Cebidae). Maji chapavy palec na
ptednich i zadnich koncetinach az na druh gueréza (Colobus), ktera palec na ruce téméf nema
nebo je zakrnély. Dlané a chodidla jsou neochlupend. Maji ocas, ktery miize byt dlouhy nebo
zakrnély, ale nikdy neni pln¢€ chapavy. Mnoho kockodanovitych mtize mit na hyzdich svétlé
casti ztvrdlé kuize. Pouzivaji se jako znak dominance a jako sexualni vabidla. Svalova Cast
obliceje je velmi dobfe vyvinutd a oblicejové vyrazy mohou hrat dilezitou roli pii jejich
spoleCenském chovani. Srst téchto opic je vétSinou hnéd€ nebo Sed¢ zbarvend, u nékterych
S vyraznymi svétlejSimi odstiny. V porovnani naptiklad s malpovitymi maji kockodanoviti
robustngjsi a hrbolatéjsi lebku (Myers, 2000).

Mezi jednotlivymi druhy se vyskytuji mirné odchylky vzhledu a vyraznd variace zbarveni
srsti, od zlatozelené, napt. u kockodana zelené¢ho (Chlorocebus sabaeus), az po tmavsi hnédou,
napft. u ko¢kodana d’amd’amového (Chlorocebus djamdjamensis). Kockodani maji bledé zluté
nebo bilé ndprsenky a Cerné oblic¢eje. Maji kratsi vousky a ¢erné predni koncetiny, nohy a Spicku
ocasu. Kockodan zeleny ma Zluté vousky, Sedivé piedni 1 zadni koncetiny a zlutoCerny ocas.

Samci v§ech druht maji modrou ktizi na btise, modrou kiizi na Sourku a cerveny penis (Rafferty,
2013).



Kockodanoviti jsou témét vyhradné denni zivocichové. Vykazuji riizné druhy socialniho
chovani. Vétsina z nich mtze byt vidéna ve velkych skupinach, kde interakce mezi jednotlivei
mohou byt velmi slozité. Zakladni jednotkou se jevi byt rodinna skupina (tlupa), ale obcas
vytvareji 1 vétsi tlupy. VétSina koCkodanovitych Zije na stromech s vyjimkou pavianu, ktefi
travi zivot na zemi. Mnoho kockodanovitych ma vyrazny pohlavni dimorfismus. Mohou se liSit
velikosti t€la, kdy jsou samci az 2x vétsi nez samicky, dale pak zbarvenim nebo vyvinem tesaki
(Myers, 2000).

Kockodany fadime mezi vSezravé, Zivi se rostlinami, hmyzem a jinymi bezobratlymi,
malymi obratlovci a houbami. Je u nich bézné kooperativni hledani potravy. Kockodani jsou
koftisti pro nékolik velkych predatord, naptiklad pro leopardy, krajty, dravce, ale i pro ¢lovéka.
Tyto opice pouzivaji sofistikovany systém vokalizaci, aby upozoriiovali ostatni ve skupiné na
potencidlni utoky. Riizné signaly urcuji typ predatora, ktery ohrozuje skupinu. Tyto signaly
vytvareji kolektivni reakci, a to bud’ hledani utocisté, nebo celeni hrozbé. Naptiklad jedna
signalizace ptedstavuje hrozbu velké kockovité Selmy (leoparda), ktery vede skupinu k tomu,
aby se dostala do korun stromtl, zatimco jiné varuje pied dravymi ptaky, signalizujici skuping,
aby se skryvala v husté vegetaci. Védci zjistili dalsi signalizaci pouZzivajici se ke zpozorovani
¢ihajiciho hada ve vysoké travé, ktera vede tlupu k tomu, aby se rojila a snazila se hada

zneskodnit (Rafferty, 2013).

4.5 Travici trakt ko¢kodanu

451 Charakteristika traviciho traktu

Travici trakt koCkodani se jako u vétSiny savcl sklada z travici trubice (kompletni
zazivaci trakt) a riznych pfidatnych zlaz, které vylucuji travici stavy. Mezi piidatné zlazy
savCiho zazivaciho traktu patii tfi pary slinnych Zlaz, Zlazy slinivky bfisni, jatra a jeho
skladovaci organ Zlu¢nik. Struktura stény gastrointestinalniho traktu pfedstavuje vzor spolecny
pro vSechny obratlovce: vnitini sténa sliznice je odd€lena pojivovou tkani od vné&jsi stény
nejméné dvéma vrstvami svalu. Potrava se pohybuje podél stény trubice kontrakcemi hladké
svaloviny. Tyto rytmické kontrakéni viny se nazyvaji peristaltika. Regulace prichodu materialu
Z jedné ¢asti (komory) do druhé ¢asti uvniti trubice je fizena kruhovymi chlopnémi nazyvanymi

svéraci (Chivers and Hladik, 1980).

45.2 Souéasti travici trubice

Travici trubice zacina pfijimacim otvorem (Usty). Zde dochazi k rozmélnéni potravy

pomoci zubu (dentes) a k promichani potravy se slinami, které usnadnuji mechanické



zpracovani a polykani soust. Nasleduje hltan (pharynx), coz je spole¢ny prichod tstni a nosni

dutiny. Hltan vede k jicnu (esophagus), svalové trubici, ktera spojuje hltan se zaludkem,

stavebnd i funkéné je prizptisobeny k transportu potravy do Zaludku. Zaludek (ventriculus)

slouzi k ptfechodnému uskladnéni ptijimané potravy, k jeji ptipravé pro traveni a probihd v ném

vlastni traveni zaludecni stédvou. Z zaludku prechéazi natravena potrava do horni ¢asti tenkého

stieva (intestinum tenue), nazyvaného dvanactnik, kde bakterie travicich enzymi pokracuji

V travicim procesu. Produkty traveni poté piechédzi ptes sténu tenkého stieva do krevniho

feciSté. Druhou a zaroven nejdel$i ¢asti tenkého stfeva je lacnik. Posledni Casti je kycelnik,

ktery usti do slepého stieva. Na tenké stievo navazuje tlusté stievo (intestinum crassum). Tlusté

sttevo je dulezity usek pro konecné vyuziti krmiva, vstiebavani vody, mineralnich latek a

vitamintl, za¢ina slepym stievem, pokracuje tranikem a poslednim usekem je konec¢nik, ktery

vyust'uje fitnim otvorem (Kumar, 2003).

nosni dutina
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Obrazek ¢. 1 — Travici trakt primatt upraveny z https://infovisual.info/en/biology-

animal/internal-anatomy-of-a-monkey (Dery, 2016)


https://infovisual.info/en/biology-animal/internal-anatomy-of-a-monkey
https://infovisual.info/en/biology-animal/internal-anatomy-of-a-monkey

4.6 Dieta

Strava vSech primati véetné kockodant je faktorem jejich ekologie, ktery béhem svého
vyvoje jednoznacné hral dilezitou roli v jejich rozptylu a adaptaci, stejn¢ jako ve vyvoji zubi,
Celisti a traviciho systému. Strava je také izce spojena s pohybovou aktivitou a velikosti téla.
Hlavni slozeni potravy se déli na rostlinnou (zelenina, ovoce, kvéty, listy, ofechy, kiiry, semena,
travy, stonky, kofeny a hlizy) a ZivociSnou cast (drobni ptéci, ptaci vejce, jeStérky, maly
hlodavci, hmyz, zaby a korysi). I kdyz je dieta selektivni a specifickd pro fadu skupin savci,
pro primaty je obtizné stanovit pfisna a pevna pravidla. Je nalezeno pomérné malo piiklada
potravni specializace. Obecné feceno jsou primati vSezravi, jak doklada fyziologie jejich
traviciho systému. Jsou vSak ziejmé urcité potravni a dietni preference.

Byla stanovena mezni hranice ptiblizné 500 g jako horni hranice pro druhy zivici se
pfevazné hmyzem a dolni limit pro druhy, ktery se zivi listim (Kaytv prah, podle primatologa
Richarda Kaye, ktery jako prvni na mezni hranici upozoriioval). Divodem byla velikost hmyzu
a jeho obtizné zachyceni pro velké zvite. Na druhé stran¢ celul6zové a hemicelul6zové slozky
listd vyzadujici slozité travici procesy ¢ehoz malé zvife neni schopné a nezvladad udrzet
konstantni prichodnost stiev. Zatimco ovoce se jako dietni slozka nevyznacuje Zadnym z téchto

omezeni a je tedy nejvhodnéjsi soucasti diety (Napier and Groves, 2017).

4.7 Mikrobiota traviciho traktu ko¢kodanu

cey

Mikrobiota gastrointestindlniho traktu (GIT) je soubor organismi Zijicich v travici
soustavé zivo€ichi vcetné¢ c¢loveka. Zahrnuje bakterie, viry, prvoky a fadu dalSich
mikroorganismi, coz hraje klicovou roli ve zdravi hostitele, v ramci uskutecnéni jeho
nutrinich, fyziologickych a imunologickych funkcich (Tannock, 1995). Metabolicka aktivita
sttevni mikrobioty je povaZovana za srovnatelnou s metabolizmem jater a zahrnuje zejména
fermentaci exogennich a endogennich zdroji uhliku a energie (Isolauri et al., 2004). Velmi
znamé faktory jako je sloZeni potravy, vek, zdravi, stres, aj. ovlivituji aktivitu a slozeni stfevni
mikrobioty. Je zfejmé, Ze populace bakterii se mezi jednotlivci 1isi (Simpson et al., 2002).

Vyvoj savéi sttevni mikroflory zac¢ind pii narozeni, kolonizaci sterilniho
gastrointestinalniho traktu novorozence bakteriemi, které jsou v téle matky nebo v okolnim
prostiedi (Yatsunenko et al., 2012). V prvnich 6 — 12 mésicich po narozeni je sttevni mikroflora
V neustalém toku a jeji biologickd rozmanitost se postupné rozsituje, protoze vyziva mladéte se

vyviji vyhradné od matefského mléka a jeho sloZeni (De Filippo et al., 2010). Bifidobakterie



patii mezi prvni kolonizatory stfev novorozenct, které jsou bohatou slozkou sttevni mikrobioty
riznych zvifat (véetné lidi) (Turroni et al., 2009a). Kromé toho bylo prokazéano, ze
bifidobakterie hraji zasadni roli v mnoha biologickych procesech, jako je vyvoj GIT, tvorba
hlenové vrstvy, ochrana proti patogeniim, imunita a podili se na zpracovani nestravitelnych
slozek potravy (Ventura et al., 2012). Po ukonceni mlécné vyzivy se formuje mikrobiota
dospélého jedince, kterd se riznorodé vyviji na zaklad¢é okolniho prostedi. Savéi mikrobiota
traviciho traktu je slozena cca z 500 az 1000 bakteridlnich druhti (Kim et al., 2011).

Primaéti patfi mezi druhy s adaptivni zazivaci strategii, kde prevlada fermentace potravy
V kaudalni ¢asti traviciho kanalu. Hulmani z ¢eledi kockodanoviti maji velky a strukturalné
slozity zaludek, zatimco kockodani maji typicky jednoduchy zaludek (Chivers and Hladik,
1980). Z hlediska mikrobialniho osidleni stfevni mikrofléry byly u primatd nalezeny
laktobacily, enterokoky, Escherichia coli, bakterie rodu Clostridium a mnoha dalSich. Bylo
zjisténo, ze bifidobakterie tvoii 20 — 30 % z celkového poctu ptitomnych bakterii (Bauchop,
1971).

4.8 Charakteristika rodu Bifidobacterium

4.8.1 Doména bakterie (Bacteria)

Bakterie jsou prokaryotické organismy, které se fadi mezi nejstar§i organismy na Zemi.
Existuje jich az milion druhii, z nichZ bylo objeveno a popsano jen pfiblizné tii tisice. Radi se
mezi jednobunééné organismy, které jsou schopné ziskat energii a vyzivu z anorganickych
zdrojl. Postupnym vyvojem doslo ke zméné mnoha znaki, napiiklad vysokéd nezavislost na
prostiedi, kdy se n€které bakterie ptizplisobovaly prostiedi a tim ztracely schopnost stavby téla
Z anorganickych zdrojl, tedy bylo nutné doplnit vyZivu o aminokyseliny ¢i cukry. Vlastnosti

bakterii Zijicich v okoli €loveéka jsou dany zejména charakterem jeho Zivotniho prostfedi
(Schindler, 2014).

4.8.2 Historie rodu Bifidobacterium

Bifidobakterie byly poprvé objeveny a izolovany z vykalti kojence kolem roku 1900
francouzskym pediatrem Henrym Tissierem v Pausterov¢ institutu (Russel et al., 2011). Tyto
bakterie pfipominajici tvar pismene Y Tissier pojmenoval Bacillus bifidus. Od roku 1900 do
roku 1957 se nazev téchto bakterii rizné obménoval. V roce 1917 byly tyto bakterie zafazeny
do celedi Lactobacillaceae, nasledn¢ v roce 1920 byly pojmenovany Lactobacillus bifidus
(Biavati et al., 2000). O ne€kolik let pozdeji uznal Orla-Jensen existenci samostatného rodu

Bifidobacterium (Maxa, Rada, 2002). Zjistil, ze bifidni bakterie jsou heterofermentativni a
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hlavnim metabolitem je kyselina octova, vedle pomérné vysokého podilu kyseliny mlécné a
bez produkce oxidu uhli¢itého. Ale vzhledem k podobnosti s laktobacily byly tyto bakterie po
vétsinu dvacatého stoleti klasifikovany jako ¢lenové rodi Bacil, Bacteroides, Nocardia,
Lactobacillus a Corynebacterium (Russel et al., 2011). V roce 1963 Reuter rozpoznal a
pojmenoval, z pavodné jediného piedstavitele Bifidobacterium bifidum, dalSich pét rozdilnych
druhi. O par let pozdéji se zacalo rozliSovat jedenact riznych druhti a v publikaci z roku 1986
se autofi zminuji o 24 druzich bakterii tohoto rodu (Votisek, 1989).

V roce 2014 nalezelo rodu Bifidobacterium 48 druhti a poddruhti a objevy novych druhti
stale pokracuji (BuneSova et al., 2014). V soucasnosti rod zahrnuje jiz 58 druhti a 10 poddruhi

(bacterio.net).

4.8.3 Taxonomie

Bifidobakterie 1ze taxonomicky zafadit do kmene Actinobacteria, tfidy Actinobacteria,
podtiidy Actinobacteriadae, tadu Bifidobacteriales, celedi Bifidobacteriaceae a rodu
Bifidobacterium (Garrity et al., 2004).

4.8.4 Morfologie

Bifidobakterie jsou grampozitivni, anaerobni a nepohyblivé bakterie. Mohou se
vyskytovat samostatné nebo ve shlucich, nevytvaii spory. Nej€astéji se objevuji ve forme
nepravidelnych ty¢inek ve tvaru V nebo Y. Jsou katalazanegativni, kromé B. asteroides a B.
indicum, které jsou katalazapozitivni za pfitomnosti kysliku. Bunécna sténa je typicka pro
grampozitivni bakterie. Sklada se ze silné peptidoglykanové vrstvy, ktera obsahuje hlavné

polysacharidy, bilkoviny a kyselinu teichovou (Biavati et al., 2000).
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Obr. ¢. 2 - Morfologie rodu Bifidobacterium, s vyuzitim fazového kontrastniho mikroskopu,
zvétSeni 1500x, a — B. bifidum, b — B. asteroides, ¢ — B. pullorum, d — B. ruminantium (Mcllroy
etal., 2015).

Kolonie bifidobakterii mohou byt hladké rovné nebo vypouklé ohrani¢ené, smetanové
bilé barvy s lesknoucim se povrchem a mékkou konzistenci. Napiiklad B. angulatum vykazuji
klinové ¢i palisadové usporadani, B. animalis maji rozsitenou stiedovou ¢ast. Velmi specifické
usporadani maji bakterie B. asteroides, které tvoti neobvyklé Gtvary pfipominajici tvar hvézdice
(Fuquay et al., 2011).

Na zaklad¢ morfologickych znakt nelze odlisit bifidobakterie od pribuznych rodi, kterymi jsou

Lactobacillus, Actinomyces, Propionibacterium, Eubacterium.

4.85 Metabolismus

Pro rod Bifidobacterium je specifické Stépeni rtznych sacharidi pomoci enzymu
fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza (F6PPK). Diky tomuto enzymu jsou bifidobakterie schopny
rozkladat hexdzy. Enzym FO6PPK katalyzuje Stépeni fruktdza-6-fosfatu na erythroza-4-fosfat a
acetyl-fosfat, ktery reaguje s FeClsz za vzniku fialové barvy, to umoziuje rozlisit bifidobakterie
od morfologicky podobnych druhi pii provedeni biochemického testu (Tannock, 1999).
Bifidobakterie jsou sacharolytické organismy, které jsou schopné fermentovat glukézu,
galaktozu a fruktozu. Jsou znamy rozdily ve fermentaci riznych sacharidi a alkoholti mezi
jednotlivymi kmeny ¢i druhy bifidobakterii (Pokusaeva et al., 2009). Jen minimalni pocet

kment je schopen zkvaSovat mannitol nebo sorbitol. Soucasti n€kterych bifidobakterii jsou
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extracelularni nebo intracelularni enzymy, které jsou schopny katalyzovat hydrolyzu
polysacharidu, jako jsou amyloza, amylopektin, pektin a xylan (Biavati et al., 2000).
Erythroza-4-fosfat a acetyl-fosfat jsou dale metabolizovany az na kyselinu octovou a
mléénou, které vznikaji v molarnim poméru 3:2 (Doleyres and Lacroix, 2005). Jsou znamy
nékteré druhy bifidobakterii, které jsou schopné vytvaret organické kyseliny a etanol, ktery ma
vliv na jejich rust. Diky produkci organickych kyselin jsou tyto bakterie vyuzivany jako
probiotika, jelikoZ jejich tvorba brani rozvoji patogennich bakterii v travicim traktu. K tvorbé
kyseliny maselné, propionové a oxidu uhli¢itého nedochazi (Felis and Dellaglio, 2007).
St&penim pyruvatu na kyselinu mravendi a octovou a soucasné také redukei acetatu na etanol

muze dochazet ke zméné fermentacni rovnovahy konecnych produktti (Fuquay et al., 2011).
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4.8.6 Fyziologie a rust

Jsou striktné anaerobni, tedy kyslik je pro né toxicky, ale n¢které kmeny jsou schopny
tolerovat malou koncentraci kysliku v pfitomnosti CO2, Teplotni minimum pro rast téchto
bakterii je 25-28 °C, naopak teplotni maximum se pohybuje v rozmezi 43-45 °C (Scardovi,
1986). Optimalni teplota pro rist bifidobakterii je 37-41 °C. VSeobecné je uvadéno, ze zastaveni
ristu nastava pii teploté nizsi nez 20 °C a teploté vyssi nez 46 °C (Biavati et al., 2000). Existuji
vSak vyjimky jako napf. B. thermacidophilum jehoZ ristové optimum muze byt az 49,5 °C,
naopak druh B. psychroaerophilum je schopen rust pii teploté 8 °C (Cronin et al., 2011).

Optimalni pH pro rist bifidobakterii se pohybuje v rozmezi 6,5-7,0. Hrani¢ni hodnota
pH, pii které¢ k ristu nedochazi je 4,5-5,0 a nizsi a naopak 8,0-8,5 a vyssi (Scardovi, 1986).
Vyskytuji se ale i vyjimky, jako je naptiklad druh B. thermacidophilum, u kterého byl
zaznamenan rust i pfi hodnot¢ pH 4,5 (Biavati et al., 2000). Nékteré druhy jsou schopné
prezivat i pii hodnoté pH 3,5, naptiklad druh pouzivany do kysanych probiotickych vyrobku B.
animalis subsp. lactis, ktery dobie pieziva v kyselém prostfedi (Maus and Ingham, 2003).
Schopnost odolavat solim Zlucové kyseliny nebo kyselému prostredi je v rdmci tohoto rodu
velmi variabilni a zarovei je velmi dulezita pro pteziti mikroorganismi pii priichodu travicim

traktem (Waddington et al., 2010).

48.7 Vyskyt

Bifidobakterie jsou piirozenou soucasti traviciho traktu lidi i zvitat. Je mozné je izolovat
z vykalt, z bachoru dobytka, z lidské vaginy, z kanalizacnich vod, ze zubniho kazu a plaku,
dale pak z medu a vceliho zaZivaciho traktu (Felis and Dellaglio, 2007). Vyskytuji se v celém
travicim traktu a jejich pocet je v jednotlivych ¢astech rlizny. Jejich ptitomnost je zadouci a
ptiznive ovliviiuje zdravi hostitele (BuneSova et al., 2014). Bifidobakterie je mozné rozdélit dle
jejich mista vyskytu do Sesti ekologickych nik: lidské stfevo, Ustni dutina, potraviny,
gastrointestinalni trakt zvitat, stteva hmyzu a odpadni vody (Ventura et al., 2004).

Mnoho druhti bifidobakterii bylo nalezeno ve stolici kralikl, kutat, skotu, mysi a selat,
zZ nichz nekteré se zdaji byt hostitelsky specifické jako naptiklad B. magnum a B. cuniculi, které
byly nalezeny pouze ve stolici kralikt. Z vykalu telete, kravy a kutete byly izolovany druhy B.
animalis, B. magnum, B. pseudolongum, B. globosum, B. merycicum, B. ruminantium, B.
saeculare a B. cuniculi. Dale pak byly bifidobakterie objeveny také v ustni dutiné a to B.
dentium, ktera zptisobuji zubni plak a pravdépodobné jsou zodpoveédné za vznik zubnich kazi
(Ventura et al., 2004). Dalsim piikladem vyskytu n€kterych druht bifidobakterii je mléko a

mlécné vyrobky. Jsou to druhy B. animalis subsp. lactis izolované z jogurtu, B. crudilctis
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objeveny v syrovém mléce a syrech a B. mongoliense izolované z mléka koni (BunesSova et al.,
2014).

V nedavné dobé bylo popsano mnoho novych druhti bifidobakterii z gastrointestinadlniho
traktu primati. V roce 2010 bylo izolovano 5 atypickych kment bifidobakterii z vykala
kosmana bé€lovousého (Callithrix jacchus) a tamarina zlutorukého (Saguinus midas). Na
zakladé podrobngjsich rozborii bylo stanoveno 5 novych druht: B. reuteri, B. callitrichos, B.
saguini, B. stellenboschense a B. biavatii (Endo et al., 2012). O dva roky pozdé¢ji byl objeven a
popsan novy druh izolovany z vykalt gorily nizinné (Gorilla gorilla gorilla) nazvany B.
moukalabense (Tsuchida et al., 2014). Z vykali mladéte kosmana bélovousého (Callithrix
jacchus) byly ziskany dalsi nové taxony: B. myosotis, B. tissieri a B. hapali. V roce 2015 byl
objeven druh B. lemurum, ziskany z vykald lemura kata (Lemur catta) (Modesto et al., 2015).
Po sléze v roce 2016 byly objeveny druhy B. aerophilum, B. avesanii a B. ramosum, které byly
izolované z traviciho traktu tamarina pin¢iho (Saguinus oedipus), dale pak B. eulemuris ziskany
z vykald lemura ¢erného (Eulemur macaco) (Michelini et al., 2016). VSechny zminéné nové
druhy bifidobakterii pochazeji z jedinci zijicich v pfirozeném nebo alesponi Castecné
ptirozeném prostfedi. Naopak ve vykalech orangutana a Simpanze chovanych v zoologické

zahradé byly objeveny druhy B. adolescentis a B. dentium, které jsou typické pro ¢lovéka
(D'Aimmo et al., 2014).

Tabulka ¢. 1 - Seznam druhi rodu Bifidobacterium, tuéné zvyraznény druhy vyskytujici se u

primati (Dostupné z: http://www.bacterio.net/bifidobacterium.html)
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Druh, poddruh

Bifidobacterium
actinocoloniiforme

Bifidobacterium
adolescentis

Bifidobacterium
aerophilum

Bifidobacterium
aesculapii

Bifidobacterium
angulatum

Bifidobacterium animalis

Bifidobacterium animalis
subsp. animalis

Bifidobacterium animalis
subsp. lactis

Bifidobacterium apri

Bifidobacterium
asteroides

Bifidobacterium
aquikefiri

Bifidobacterium biavatii

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium
bohemicum

Bifidobacterium bombi

Bifidobacterium boum
Bifidobacterium breve

Bifidobacterium
callitrichos

Bifidobacterium
catenulatum

Bifidobacterium
choerinum

Bifidobacterium
commune

Izolovano z:

Travici trakt ¢melaka
(Bombus lucorum)

Stievo dospélého Cloveka

Vykaly dospélce
tamarina pin¢iho
(Saguinus oedipus)

Vykaly kosmana
(Callithrix jacchus)

Lidskeé vykaly

Vykaly kurat

Krysi vykaly

Jogurt

Tlusté stfevo divokého
prasete

Travici trakt vcely
medonosné

Vodni kefir
Vykaly tamarina
(Saguinus midas)

Lidské vykaly

Travici trakt ¢melaka
(Bombus lucorum)

Travici trakt ¢melaka
(Bombus lucorum)

Bachor skotu
Streva kojence

Vykaly kosmana
(Callithrix jacchus)

Lidské vykaly

Vykaly selete

Stfevo ¢melaka (Bombus
lapidarius)
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Izoloval, rok

Killer et al., 2011

Reuter, 1963

Michelini et al., 2017

Modesto et al., 2014

Scardovi and Crociani,
1974

Scardovi and Trovatelli
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20105
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20456

22767

19703

20432
20213

23973

16992

20434

28792



Bifidobacterium
coryneforme

Bifidobacterium cuniculi
Bifidobacterium dentium
Bifidobacterium
eulemuris
Bifidobacterium gallicum

Bifidobacterium
gallinarum

Bifidobacterium hapali

Bifidobacterium indicum

Bifidobacterium
kashiwanohense

Bifidobacterium
lemurum

Bifidobacterium longum
subsp. infantis

Bifidobacterium longum
subsp. longum

Bifidobacterium longum
subsp. suillum

Bifidobacterium longum
subsp. suis

Bifidobacterium magnum

Bifidobacterium
merycicum

Bifidobacterium minimum

Bifidobacterium
mongoliense

Bifidobacterium
moukalabense

Trévici trakt vcely
medonosné

Krali¢i vykaly
Zubni kaz

Vykaly lemura
(Eulemur macaco)

Stievo dospélého ¢loveka
Slepé stievo kurete
Vykaly mlad’at

kosmani (Callithrix
jacchus)

Travici trakt vcely
medonosné

Stolice kojence

Vykaly lemura (Lemur
catta)

Stievo kojence

Lidské vykaly

Vykaly selete

Vykaly prasete
Krali¢i vykaly
Bachor skotu

Odpadni vody

Kumys (alkoholicky
napoj z kvaseného
kobyliho mléka)

Vykaly gorily niZinné
(Gorilla gorilla gorila)
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20214

21854

28807

20088

20219

28597

20211

20222

6492

20102

21395
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Bifidobacterium
myosotis

Bifidobacterium
pseudocatenulatum

Bifidobacterium
pseudolongum subsp.
globosum

Bifidobacterium
pseudolongum subsp.
pseudolongum

Bifidobacterium
psychraerophilum

Bifidobacterium pullorum

Bifidobacterium
ramosum

Bifidobacterium reuteri

Bifidobacterium
ruminantium

Bifidobacterium
saeculare

Bifidobacterium saguini

Bifidobacterium scardovii

Bifidobacterium
stellenboschense

Bifidobacterium subtile

Bifidobacterium
thermacidophilum subsp.
porcinum

Bifidobacterium
thermophilum

Bifidobacterium tissieri

Bifidobacterium
tsurumiense

Vykaly mlad’at
kosmanu (Callithrix
jacchus)

Stolice kojence

Bachor skotu

Vykaly prasete

Slepé sttevo prasete

Vykaly kutat

Vykaly tamarina
pin¢iho (Saguinus
oedipus)

Vykaly kosmana
(Callithrix jacchus)

Bachor skotu

Vykaly kralika

Vykaly tamarina
(Saguinus midas)

Lidska krev
Vykaly tamarina
(Saguinus midas)

Odpadni vody

Vykaly selete

Vykaly prasete
Vykaly mlad’at
kosmani (Callithrix

jacchus)

Zubni plak ktecka
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4.8.8 Kvantifikace bifidobakterii

Bifidobakterie je mozné stanovit tradicnimi metodami kultivace na selektivnich mediich.
Jako selektivni faktor miize byt pouZzito snizené pH nebo nékteré antibiotika. Pro odliseni rodu
Lactobacillus od rodu Bifidobacterium je mozné pouzit antibiotikum mupirocin. Laktobacily,
které patfi do skupiny bakterii mlééného kvaSeni, jsou na mupirocin citlivé, zatimco
bifidobakterie jsou k tomuto antibiotiku rezistentni (Rada, 1997). Mupirocin byl po dlouhou
dobu uspésné pouzivany jako selektivni faktor pro kvantifikaci a izolaci bifidobakterii. U
fekalnich vzorki je vhodné do média ptidat jesté kyselinu octovou. V roce 2015 bylo navrzeno
doplnéni média s mupirocinem o antibiotikum norfloxacin pro zvyseni jeho selektivity (Vlkova

etal., 2015).

4.8.9 Ildentifikace bifidobakterii

Zakladni identifikace na rodovou turoven je dulezitd pro odliseni bifidobakterii od
ostatnich sacharolytickych bakterii pfitomnych v GIT Zivocichd, v mléénych vyrobcich a
dal§ich prostfedcich (Orban and Patterson, 2000). V minulosti byly c¢asto vyuZivané
biochemické testy, zalozené na identifikaci pomoci fermenta¢nich profili, jejiz podstatou je
schopnost jednotlivych kment zkvasovat urcité cukry a jejich derivaty. Vysledky fenotypovych
identifika¢nich metod jsou Casto nejasné, Casove narocné a obtizné reprodukovatelné (Ventura
et al., 2004). Zaroven jsou ziskané fermentaéni profily zakladem fenotypové charakterizace a
komer¢ni kity jako API od spole¢nosti BioMérieux (Francie) jsou pouzivany pii popisu novych
druhti (Endo et al., 2012).

Nejjednodussim a nejpouzivanéjSim zplsobem identifikace bifidobakterii na rodovou
uroven je dikaz pfitomnosti enzymu fruktdzo-6-fosfat fosfoketolazy (FOPPK), ktery je
kli¢ovym enzymem metabolismu téchto bakterii a je pro n€ specificky (Scardovi, 1986). Dalsi
vyuzivanou metodou rodové identifikace bifidobakterii je stanoveni poméru acetatu a laktatu
jako kone¢nych produkti jejich metabolismu pomoci plynové chromatografie (Holdeman et al.,
1977). V Kklasifikaci bakterii se velmi osvédcilo vyuzivani analyzy sekvenci 16S ribozomalni
RNA, jejichZ oblasti jsou druhové neménné a mohou byt pouZity ke srovnavani sekvenci
riznych bakteridlnich druht. Od genovych sekvenci 16S rRNA je odvozeno velké mnoZstvi
oligonukleotidovych sond a primerd, které umoziuji spolehlivou identifikaci celé fady druht
bakterii (Langendijk et al., 1995).

Spolehlivou metodou rodové identifikace bifidobakterii je polymerdzova reakce (PCR)

s pouzitim rodové specifickych primerta (Tannock, 2002). Metoda PCR (Polymerase chain
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reaction) patii k nejvyznamnéj$im objeviim molekularni genetiky, diky niz doslo ke
zjednoduseni a zlevnéni analyz. Jedna se o in vitro metodu, pii které se syntetizuji useky DNA,
zalozené na replikaci nukleovych kyselin. Diky PCR se ziskava velké mnozstvi specifickych
genll nebo jinych segmentti DNA, které mohou byt dale vyuzity (Madigan et al., 2015). Pro
bifidobakterie Ize pouzit také specifickych primerit odvozenych od 16S — 23S ,,spacer regionu
(Tsai et al., 2008). Pti praci s témito metodami neni nutna kultivace, lze vyuzit moznosti detekce
ptimo ze vzorku. Jedna se o metodu rychlou, relativné jednoduchou a vysoce citlivou (Matsuki
et al., 2003).

V poslednich letech se stala jednou ze zakladnich metod uzivanych v bakterialni
taxonomii hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gc¢asti matrice (MALDI
MS). Vyhodou této metody je rychlost provedeni celé analyzy a schopnost rozliSeni
bakteridlnich vzorkil na pozadovanou troveit. MALDI-TOF MS poskytuje hmotnostni spektra
Casti latek obsazenych v bakterialni bunice, které jsou charakteristické pro analyzovany rod,
druh nebo kmen (Bunesova et al., 2017).

Dalsi metodou je fluorescencni in situ hybridizace (FISH), kterd umoznuje piimou
identifikaci Cistych kultur nebo selektivni kvantifikaci bakteridlnich bun¢k ve smiSené populaci
jako je napfiklad mikrobiota stfeva. FISH nevyzaduje kultivaci, coz umoZiiuje kvantifikovat 1
mikroorganismy, které jsou obtizn¢ kultivovatelné nebo nekultivovatelné, je vhodna i pro
bifidobakterie (Takada et al., 2004). Podstatou je navazani specifické (rodové ¢i druhove)
fluorescenéné znacené sondy na rRNA testovaného kmene bakterii. Po hybridizaci je vzorek

analyzovan epifluorescencnim mikroskopem nebo priitokovou cytometrii (Collado and Sanz,
2007).

4.8.1 Vyznam

Bifidobakterie jsou vyznamné mikroorganismy, které jsou soucasti stfevni mikroflory
teplokrevnych zivoCichi a hmyzu a piiznivé ovliviiuji zdravi hostitele. Nejvyssi pocet
bifidobakterii se nachdzi v travicim traktu kojencti a mlad’at na mlécné vyzivé, se stoupajicim
veékem jejich pocet klesd (Finegold et al., 1983). Bifidobakterie maji zdsadni roli v rtiznych
biologickych procesech jako je vyvoj gastrointestindlniho traktu, produkce hlenu, ochrana proti
patogentim, funkce imunitniho systému a podili se na zpracovani nestravitelnych slozek potravy
(Ventura et al., 2012).

Bifidobakterie jsou diky svym probiotickym G¢inklim pouzivany v mnohych vyrobcich,

jako jsou rizné mlécné vyrobky napf.: jogurty, syry, zakysané smetany, suSena mléka a dalsi.
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Nejcastéji se v probiotickych produktech pouzivaji druhy B. longum, B. breve, B. bifidum, B.

longum subsp. infantis a B. animalis subsp. lactis (Bunesova et al., 2015).

4.8.2 Probiotika

Probiotika jsou zivé mikroorganismy vyskytujici se pfirozen¢ v gastrointestinalnim traktu
cloveka 1 zvirat, jejich podani v dostatecném mnozstvi ma pozitivni u¢inek na zdravi hostitele
a zlepSuje rovnovahu stievni mikroflory (FAO/WHO, 2001). K tomu aby mohlo dochazet
Kk pozitivnimu pusobeni, je nutné, aby tyto mikroorganizmy po poziti hostitelem prosly celym
travicim traktem az do stfeva v nenaruSeném stavu s Vysokou vitalitou. V GIT musi odolavat
nizkym hodnotdm pH v zaludku, u¢inkiim zlucovych kyselin a plisobeni travicich enzymd.
Pouzivané probiotické mikroorganismy musi byt v§eobecné uzndvané jako bezpecné a bez
zdravotnich rizik pro hostitele (Biavati et al., 2000).

Nejcastéjsimi probiotiky vyuzivanymi pro zvifata jako krmna aditiva jsou zejména
grampozitivni bakterie Lactobacillus sp., Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Enterococcus
sp., Bifidobacterium sp. a Bacillus sp., Pediococcus sp. a dale pak nékteré kvasinky
Saccharomyces sp. a Kluyveromyces sp. a vlaknité houby (Gaggia et al., 2010). Probiotické
kmeny uvedenych rodl jsou rovnéz ¢asto pouzivany v potravinach a potravinovych doplicich
pro humanni vyzivu (Bunesova et al., 2015). Minimalni mnozstvi denni konzumace by mélo
¢init alesponi 10° probiotickych bakterii v 1 g. Jednd se predevsim o bakterie, které jsou slozkou
potravy nebo dopliki stravy (Soccol et al., 2010). Probiotika produkuji latky, jako naptiklad
organické kyseliny, peroxid vodiku aj., kterymi inhibicné plsobi na nékteré druhy
grampozitivnich i1 gramnegativnich bakterii, a tak vedou ke stabilizaci stfevni mikroflory.
Snizuji pocty zivych bun€k nezddoucich bakterii a také ovliviiuji metabolizmus bakterii a
produkci toxinid (Vernazza et al., 2006).

Mechanismus plisobeni probiotik v téle hostitele je zalozeno na pfichyceni probiotickych
organizmu na stfevni epitel. Probiotické bakterie obsadi pfilnava mista na epitelu a zablokuji
je, v dusledku toho se nemohou patogenni bakterie ve stfevé usadit. Stievni mikroflora je
V pfimém kontaktu s epitelarnimi buiikami stfeva a tim stimuluje imunitni systém. Probiotika

uc¢inné navozuji imunitni u¢inky a stabilizuji stfevni slizni¢ni bariéry (Saarela et al., 2000).

4.8.3 Prebiotika

Prebiotika jsou definovany jako nestravitelné slozky potravin, které pozitivné ovliviuji

hostitele selektivni stimulaci rastu bakteridlnich druht v tlustém stfevé. Jednd se zejména o
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bifidobakterie a laktobacily, které maji potencidl zlepSovat zdravi hostitele (Tanaka et al.,
1983). Piestoze jsou prebiotika odvozena od stravitelné vlakniny, ne kazda vlaknina je
prebiotikum. Prebiotika zptisobuji zmény ve stfevnich mikrobidlnich spolecenstvech a stimuluji
rast prospéSnych stfevnich mikrobt (Johnson-Henry et al., 2014). Piikladem bézné
pouzivanych prebiotik piidavanych do potravin a krmiv pro zvifata jsou galakto-oligosacharidy
(GOS) nachazejici se v lidském matefském mléce a frukto-oligosacharidy (FOS) pfitomné
V ruznych potravinach vcetné chiestu, porku a cibule (Vandenplas et al., 2015).
Fruktooligosacharidy jsou Stépeny enzymem fruktosidazou, kterou produkuji predevSim
bifidobakterie a laktobacily. Tim fruktooligosacharidy potlacuji rist patogennich
mikroorganismti. Byl zjistén narGst populace rodu Bifidobacterium sp. po podavani
fruktooligosacharidii v mnozstvi 1 az 20 g za den (Lindsay et al., 2006). FOS jsou pfipravené
castecnym St€penim inulinu a GOS jsou pfipravené z laktozy pomoci glykosylaéni aktivity -
galaktosidazy. Jejich G¢inek se mize lisit podle toho, jakym zpisobem byla prebiotika vyrobena
(Fooks and Gibson, 2002).

Ackoliv existuje fada studii, které neprokazaly zddné nezddouci ucinky pfi pouzivani
prebiotik, nékteré studie uvadi, Ze uzivani prebiotik ve vysokych davkich mlze vyvolat
nadymani, bolesti bficha, zvySené pohyby stfev nebo zménu konzistence stolice (Marteau and

Seksik, 2004).

4.8.4 Synbiotika

Termin synbiotikum byl primarn€é uvadén jako prosp&€$ny produkt, ktery kombinuje
prebiotika a probiotika, a v némz prebiotické slouceniny selektivné upfednostiiuji probiotické
kmeny (Schrezenmeir et al., 2001). Nékolik studii prokazalo pozitivni synergické ucinky
synbiotik na obezitu, diabetes, nekrotizujici enterokolitidu a na dalsi nemoci organismu (Asemi
et al., 2014; Dilli et al., 2015). Nejjednodussim piikladem synbiotik je jogurt s obsahem
probiotickych bifidobakterii a prebiotickou oligofruktozou. Kombinace téchto dvou slozek
piispiva k prodlouZeni pteziti probiotika. Synbiotika mohou byt také preparaty ve forme kapsli,
uvnitt kterych jsou probiotické bakterie obalené v materidlu obsahujici prebiotikum (Rada,
2011).
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5 Metodicka ¢ast a material

5.1 Odbér vzorki

Do sklenéné zkumavky s bujonem bylo odebrano malé mnozstvi (ptiblizné 1 g, velikosti
liskového ofechu) Cerstvé stolice. Odebrani stolice bylo provedeno pomoci piilozené sterilni
tyCinky, ktera byla po odbéru vyhozena. Odbér byl proveden ihned po vykonani potieby zviiete,
aby byl vzorek co nejcerstvéjsi. Zkumavka byla uzaviena a jeji obsah byl opatrné promichan,
tak aby byl cely vzorek ponoten do tekutiny. Nedoporucuje se michat ptili§ intenzivné, vzorek
by se mohl promichat se vzduchem, coz by nebylo vhodné anaerobni bakterie traviciho traktu.
Je dualezité dbat, aby nedoslo k vyliti bujonu a aby nebyl smazan ¢iselny udaj na zkumavce.
Zkumavka s odebranym vzorkem byla nasledné zamrazena. Vzorky byly oznaceny a bylo

zaznamenano, o jaky druh zvifete se jedna (stafi, pohlavi, aj.).

5.2 Pouzité vzorky

Pro tuto praci bylo pouzito 9 vzork stolice ziskanych od 7 riznych druht kockodant ze
zoologickych zahrad v Ceské Republice (Zoo Liberec, Zoo Olomouc, Zoo Dvir Kralové, Zoo

Hodonin). Seznam vSech pouzitych vzorkt a druhi koc¢kodanti je uveden nize.

Tabulka €. 2 — Seznam pouzitych vzorkl

Cislo Datum
Druh zvirete Latinsky nazev Z0oo

primata odbéru
PR21 Koc¢kodan Dianin Cercopithecus diana Liberec 15.06.2017
PR29 Koc¢kodan husarsky Erythrocebus patas Olomouc 20.07.2017
PR34 Kockodan husarsky Erythrocebus patas Olomouc 20.07.2017
PR36 Koc¢kodan Campbelltiv | Cercopithecus campbelli | Dvir Kralové | 06.09.2017
PR37 Koc¢kodan bélonosy Cercopithecus nictitans | Dvur Kralové | 06.09.2017
PR38 Kockodan talapoin Miopithecus talapoin Dvir Kréalové | 07.09.2017
PR39 Koc¢kodan Brazzuv Cercopithecus neglectus Liberec 25.10.2017
PR45 Koc¢kodan husarsky Erythrocebus patas Olomouc 10.10.2017
PR52 Kockodan zeleny Chlorocebus sabaeus Hodonin 09.03.2018
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5.3 Pouzita média pro detekci bifidobakterii

Ke zjisténi pfitomnosti a poc¢tu bifidobakterii byla pouzita 2 riznad média. Jednalo se o
agary: Wilkins-Chalgren agar s ptidavkem kyseliny octové a mupirocinu (WSP), jiz zminény
modifikovany WSP agar navic s norfloxacinem (Bif-NORF).

Ptiprava agaru zac¢ina rozpusténim Wilkins-Chalgren agaru v destilované vod¢ s piidanim
so6jového peptonu, cysteinu a tweenu. Vse je potifeba dobfe rozmichat, rozvafit a sterilovat. Po
vytemperovani na 48 °C je ptidan mupirocin, kyselina octova a smés je op€t promichana. Pro

modifikovany agar je postup i sloZeni stejné, jen je pfidan mupirocin a norfloxacin.

Tabulka €. 3 — Slozeni médii pro rust bifidobakterii

SloZeni selektivniho média na
1000 ml
43 g Wilkins-Chalgren anaerob agar
(OXOID), 5 g Sojovy pepton
48 h, anaerobni, pti | (OXOID), 0,5 g Cystein (OXOID),
37 °C 1 ml Tween (Sigma), 100 mg

Médium Podminky kultivace

Wilkins-Chalgren (WSP
Mup agar pro

Bifidobacterium sp.
) Muporocin, 100 ul ledova kys.

octova

43 g Wilkins-Chalgren anaerob agar
(OXOID), 5 g Sojovy pepton
48 h, anaerobni, pii | (OXOID), 0,5 g Cystein (OXOID),
37 °C 100 mg Muporocin, 1 ml Tween

Modifikovany agar
s norfloxacinem (Bif-NORF

pro Bifidobacterium sp.)
(Sigma) 1 g Norfloxacin, 100 pl

ledova kys. octova

5.4 Rozbor

Pro rozbor vzorki byla pfipravena fedici fada (2. — 9. fedéni). Jednalo se o anaerobné
ptipravené zkumavky s bujonem (9 ml/ zkumavka). Odbérova sklenéna zkumavka se vzorkem
(1. fedéni) byla zvazena pted a po vlozeni vzorku, aby bylo mozné z rozdilli hodnot vypocitat
mnozstvi vzorku, které inkoluje do 2. fedéni. Nasledné byl z kazdého fedéni odebran injekéni

sttikackou 1 ml média a vlozen do dalsi zkumavky fedici fady. Po vytvoreni fedici fady byl
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Z kazd¢ lahvicky odebran 0,5 ml média, ktery byl pfenesen do nadepsanych Petriho misek.
Médium bylo zalito agarem a vSe se nechalo anaerobné kultivovat po dobu 48 hodin
V termostatu pfi teploté 37 °C.

Narostlé kolonie v Petriho miskach byly spo¢itiny pomoci pocitadla a celkovy pocet byl
vynasoben ¢islem 2 (jelikoz pro kultivaci byly pouzity malé Petriho misky a inokula¢ni davka
je 0,5 ml a ne 1 ml). S kazdym vyssim fedénim by mél byt pocet kolonii zhruba 10x nizsi.
Vypocétem byly ziskany pocty bakterii, tedy pocet kolonie tvoficich jednotek v 1 g vzorku

stolice (KTJ/ 1g stolice). NiZe je uveden vzorec pro vypocet.

Pti vyhodnoceni rozboru byly pomoci digitalniho pocitadla spocitany narostlé kolonie.
Kone¢né mnozstvi bakterii bylo vypoéteno podle nasledujiciho vztahu (viz nize), vysledkem

byl vyjadien piesny pocet kolonii tvoticich jednotek v 1 g stolice.

P=[(P1 + P2)/ 11] * F (KTJ/qg)
P1, P2 — pocet kolonii na dvou po sob¢ jdoucich pocitatelnych plotnach
F — ptevracend hodnota nejvyssiho fedéni

KTJ — kolonie tvofici jednotka

Narostlé kolonie s rozdilnymi kultivaénimi charakteristikami (barva, tvar, struktura kolonie)
byly steriln¢ odebrany bakteriologickou klickou z Petriho misek a byly vlozeny do zkumavek
s tekutym médiem WSP. Timto byl vytvofen izolat, ktery se nechal dale kultivovat 24 hodin
opét pii 37 °C.

Z narostlého izolatu bylo odebrano injekéni stiikackou malé mnozstvi média s narostlou
kulturou na podlozni skli¢ko, pfikryto krycim sklickem a sledovano ve svételném mikroskopu
s fazovym kontrastem. Pro dalsi testovani a identifikaci bylo zapotfebi mit pouze ¢isté kultury
bifidobakterii, tedy jednotn¢ kultury nepravidelnych tyc¢inek bez jakychkoliv jinych
mikroorganismil napi. koka, laktobacill, kvasinek apod. Mikroskopické pozorovani probihalo
pod zvétsenim 400X a u kazdého preparatu byl pofizen digitalni snimek.

Poté¢ bylo provedeno pteockovani, tedy odebrani 0,5 ml média do nové zkumavky
s médiem WSP. Pokud byla ve vzorku ¢istd kultura bifidobakterii, byl z kazdého vzorku
odebran 1 ml média s narostlou kulturou do dvou sterilnich zkumavek (1,5 ml; Eppendorf).
Pfi¢emz jedna zkumavka byla dale pouzita pro izolaci DNA, druha pro identifikaci MALDI-
TOF MS.
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5.5 lzolace DNA

Zkumavky s 1 ml bakterialni suspenze byly centrifugovany v centrifuze rychlosti 14500
otacek/min po dobu 3 minut. Ze zkumavky byl opatrné odlit supernatant a ponechan pouze
sediment. Sediment byl resuspendovan 100ul roztokem PrepMan Ultra (Life Technologies).
Suspenze byla zahtata v termobloku na 100 °C po dobu 10 minut. Nasledné byla suspenze
ponechana v pokojové teploté po dobu 2 minut. Suspenze byla opét centrifugovana v centrifuze
rychlosti 14500 ota¢ek/min po dobu 3 minut. Po stoceni bylo ze zkumavky odpipetovano 50 pl
supernatantu do nové sterilni zkumavky (1,5 ml; Eppendorf). Izolovana DNA byla poté

skladovana v mrazéku a byla tak pfipravena pro pozd¢jsi testovani.

5.6 MALDI-TOF MS (extrakce pomoci etanolu a kyseliny mravenci)

Pro MALDI-TOF MS byl bakterialni sediment resuspendovan 500 pul 70% ethanolu.
Eppendorf zkumavky byly centrifugovany po dobu 3 minut pfi max. otakach, nasledné byl
odlit a odpipetovan piebytecny ethanol, zistal pouze sediment. K sedimentu bylo ptidano 25ul
70% kyseliny mravenci a 25 ul acetylnitrilu. Suspenze byla zvortexovana (promichéana) a opét
stocend v centrifuze. Posléze byl 1 pl ve dvou kopiich napipetovan na specidlni desticku
(Bruker). Na zavér byla na desticku pfidana matrice, mezi dvé kopie byly rozdéleny 2 ul. Tim

byly vzorky pfipraveny k identifikaci a vloZeny do pfistroje.

5.7 Test na detekci enzymu F6PPK

1. Narostlé kultury (3 ml) ptevést do centrifuga¢nich zkumavek a nechat stocit

2. Stocené kultury slit, peletu oplachnout v roztoku 1

3. Ptidat 100 pl CTAB, kultivovat 5 minut

4. Ptidat 62,5 pl roztoku 2 a 100 pul roztoku 7, nechat 30 minut kultivovat ve vodni 1azni
pti 37 °C

Pridat 375 pl roztoku 3, kultivovat 10 minut

6. Pridat 250 pl roztoku 4, 5, 6

o

Po ptidani roztoku 6 se zkumavky s pritomnosti bifidobakterii zbarvi do fialova, ty bez

bifidobakterii se nezbarvi.
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Tabulka €. 4 - SloZeni pouzitych Cinidel

Nazev ¢inidla SloZeni
Roztok 1 0,36 g K2HPO4, 0,10 g KH2PO4, 0,15 g cysteinu, 300 ml H20
Roztok 2 120 mg NaF, 200 mg Na-iodoacetatu, 20 ml H20
Roztok 3 4,17 g hydroxylaminu, 30 ml H20 (pH 6,5 — upravit 2 ml 40% NaOH)
Roztok 4 3 g TCA (trichloroctové kyseliny), 20 ml H20
Roztok 5 2,48 ml HCI, 17,52 ml H20
Roztok 6 1 g FeCl3, 62 pl HCI, 20 ml H20
Roztok 7 290 mg fruktosa-6-fosfatu, 5,5 ml H20
CTAB detergent cetridium bromidu (45 mg/100 ml H20)

5.8 Identifikace ziskanych izolati bifidobakterii

Vlastni identifikace izolati byla provedena sekvenaci genu 16S rRNA pracovniky

Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky, a to Vérou Neuzilo BuneSovou a Nikol

Modrackovou. Z izolované DNA byla pfipravena polymerdzova fetézova reakce (PCR)

S pouzitim univerzalnich primerti (285F a 261R) pro 16S rRNA. Ziskany PCR produkt byl

zkontrolovan a vizualizovan pomoci gelové elektroforézy a nasledné purifikovan. Purifikovany

produkt byl zaslan k sekvenovani do GATC Biotech (Némecko). Vysledky byly poté

analyzovany programy Chromas a BioEdit. Ziskanid sekvence byla porovnana s typovymi

sekvencemi uloZzenymi v databazi Blast.
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6 Vysledky

Celkove byl proveden rozbor u deviti vzorkli ko¢kodanti, jednalo se celkem o 7 druhti -
kockodan Dianin (Zoo Liberec), kockodan husarsky (Zoo Olomouc), kockodan Campbelltiiv
(Zoo Dvir Kralové), ko¢kodan bélonosy (Zoo Dvir Kralové), ko¢kodan talapoin (Zoo Dvir
Kralov¢), kockodan Brazzliv (Zoo Liberec) a koCkodan zeleny (Zoo Hodonin). Pomoci
kultivaénich médii uréenych pro rod Bifidobacterium byly ze vzorki stanoveny poéty bakterii,
jednalo se o médium WSP Mup agar a vice selektivni Bif-NORF.

V nasledujici tabulce jsou znazornény stanovené pocty detekovanych bakterii ze vzorki
vykalt kockodant. Vysledky jsou vyjadieny jako logaritmus poctu kolonie tvoticich jednotek

v 1 g vzorku (log KTJ/g).

Tabulka ¢. 5 — Presné pocty bifidobakterii, ziskané ze vzorkt kockodant

Pocty bakterii
Cislo Druh log KTJ/g Izolaty
priméta Zvitete eeloe £00 BIF- | BIF- | n
MUP | NORF
PR21 Kockodan |y, o 7 vibshu | Liberec 6,50 | 6,24 8
Dianin
PR29 Kockodan |/ o1 7 vbshu | Olomouc | 6,33 | 2,60 6
husarsky
PR34 Kockodan 1\, 0ol 7 vbshu | Olomouc | 7,80 | 7,93 6
husarsky
Kockodan s Dvur
PR36 Campbelliry | VZorekzvgbehu | ot 6,65 | 3,50 8
Kockodan o Dvur
PR37 belonosy Vzorek z vybehu Kralove 5,46 3,57 6
PR38 Kockodan 1/ 7 vibehu | PV | 670 | 5,39 7
talapoin Kralové
PR39 Kockodan 1/ o7 vbshu | Liberec | 7,40 | 4,86 8
Brazziv
PRA5 Kockodan 1 /)0 o7 vybshu | Olomouc | 7,13 | 7,28 6
husarsky
PR52 Kokodan | ok 7 vibshu | Hodonin | 645 | 4,15 4
zeleny
Primér 671 | 5,06
Smérodatna
odchylka g L

Bylo zjisténo, ze pocet bifidobakterii se u kockodanti pohyboval v rozmezi 5,46 - 7,8 log

KTJ na 1 g stolice pokud §lo o kultivaci na médiu BIF-MUP, kdeZto na médiu obohacené o
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norfloxacin byly po¢ty nizsi, pohybovaly se v rozmezi 2,6 — 7,93 log KTJ/g. Nejvyssi pocty
stanovené na norfloxacinu byly u kockodana husarského s hodnotou 7,93 KTJ/g, nejnizsi pak
opét u koc¢kodana husarského s hodnotou 2,6 KTJ/g. Primérny pocet bifidobakterii na médiu
BIF-MUP byl 6,71 a na médiu BIF-NORF 5,06 log KTJ/g. Pfesné pocty jsou uvedeny v tabulce
Cislo 5.

Na zaklad¢ izolace a identifikace bifidobakterii bylo zji§téno, Ze mezi izolaty z média
BIF-MUP byly castéji pfitomny jiné mikroorganismy nez bifidobakterie, coz se odrazelo v
ziskanych poctech. Pocty byly vyssi, protoze médium neni tolik selektivni v porovnani
s primérnymi poc¢ty na BIF-NORF, kde byly poéty o 2 — 3 tady nizsi. Pocet izolati se
pohyboval v rozmezi 4 — 8, jelikoz bylo snahou ziskat co nejvariabilnéjsi kolonie.

Jednalo se o zastupce rodu Clostridium a Sarcina. Pfitomnost téchto bakterii byla patrna
jiz béhem izolace. Pti praci s izolaty, kdy se nejednalo o bifidobakterie, se tvofil plyn, zapach
a pod mikroskopem s fazovym kontrastem byla patrna odlisna morfologie. Bifidobakterie
tvotily typické utvary ve formé& nepravidelnych tycinek, zatimco klostridie byly typické
pravidelné, silngjsi tyCinky, vytvarejici spory. U sarcin se jednalo o shluky koki tvofici

krychlové utvary, které se také shlukovaly.

Obrazek &. 4 — Cista kultura Bifidobacterium angulatum
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Obrazek ¢. 5 — Clostridium sp.

Obrazek ¢. 6 — Sarcina sp.

30



Pomoci testu na detekci enzymu F6PPK byly bifidobakterie identifikovany na rodovou
uroven a sekvenace genu 16S rRNA byla pouzita pro jejich presnéjsi identifikaci na uroven
druhu. V metodice je také uvedena metoda identifikace MALDI-TOF MS. Uvedena metoda
byla pouzita jen n€kolikrat, jelikoz se hojn¢ stavalo, ze se izolaty nepodatilo identifikovat,
jelikoz dané druhy nebyly v databazi.

Bylo zjisténo, ze bifidobakterie se vyskytovaly u 5 testovanych druht kockodanti a to u
kockodana Dianina, ko¢kodana husarského, kockodana Campbellova, kockodana bé&lonosého
a kockodana zelené¢ho. Zatimco u kockodana talapoina a kockodana Brazzova se bifidobakterie
nepodatilo detekovat. Pomoci sekvenace byly izolaty bifidobakterii identifikovany jako druhy
B. angulatum, B. pseudocatenulatum, B. asteroides, B. animalis subsp. lactis a Alloscardovia
sp. Jedna se o druhy, které jsou typické pro travici trakt ¢loveka i dalSich zvifecich hostitelt,
tedy multi-hostitelské druhy. Kromé B. asteroides, kdy se jedna o druh typicky pro hmyz se
socidlnim zplisobem zivota.

U kockodana Dianina se podafilo izolovat B. angulatum a B. pseudocatenulatum. U
koc¢kodana husarského byl izolovan druh B. asteroides, B. angulatum a Alloscardovia sp.
Izolaty identifikované jako rod Alloscardovia sice nepatii mezi bifidobakterie, ale nalezi do
stejné Celedi Bifidobacteriaceae. Dale se podafilo identifikovat B. animalis subsp. lactis u
kockodana Campbellova a b&lonosého, ktery je typickym multi-hostitelskym druhem. A u

kockodana zeleného byl identifikovan druh B. angulatum.

Tabulka ¢. 6 — Vysledky FOPPK testu

Cislo Druh zvifete F6PPK, morfologicka Identifikace izolati
primata identifikace bifidobakterii
PR21 Kotkodan Dianin BIF B. angulatum (5), B,
pseudocatenulatum (3)
PR29 Kockodan husarsky Sarciny, klostridie B. asteroides (2)
PR34 Kockodan husarsky BIF B. angulatum (6)
Kockodan - B. animalis subsp. lactis
PR36 Campbelliy BIF, klostridie @)
PR37 Kockodan bélonosy BIF, klostridie B. anlmalls(zs)ubsp. lactis
PR38 Kockodan talapoin Klostridie Bez bifidobakterii
PR39 Kockodan Brazzav Sarciny, klostridie Bez bifidobakterii
y , B. angulatum (3),
PR45 Kockodan husarsky BIF Alloscardovia sp. (3)
PR52 Kockodan zeleny BIF, Sarcina B. angulatum (2)
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7 Diskuze

Travici trakt savct je osidlen celou fadou mikroorganismi, jenz maji zasadni vliv na
v ruznych oddilech traviciho traktu (BuneSova et al., 2014). Hostitel poskytuje pfitomnym
bakteriim vhodné podminky pro rist, jako jsou Ziviny a stabilni prostredi.

Bifidobakterie patii do skupiny probiotickych bakterii, které jsou pfirozenymi obyvateli
gastrointestinalniho traktu savct i hmyzu, ale nachézeji se také v potravinach jako syry, mlécné
produkty aj., dale pak v odpadnich vodach nebo v lidské vagin¢ (Bunesova et al., 2014). Je
mozné je izolovat z vykalu, z bachoru dobytka, ze zubniho kazu a plaku, dale pak z medu a
véeliho zaZivaciho traktu (Felis and Dellaglio, 2007). U hmyzu byly bifidobakterie
zaznamenany u druht, zijicich pfedevsim socidlnim zpisobem zivota jako jsou naptiklad vcely,
vosy, Svabi a ¢melaci (Kopecny et al.,, 2010). U obratlovct je osidleni traviciho traktu
rozmanitéj$i. Mnoho druht bifidobakterii neni hostitelsky specifickd a mohou se vyskytovat u
vice druhové rozdilnych zivocichi (Bunesova et al., 2014). Jejich nejvétsi koncentrace je
V tlustém stfevé mlad’at v obdobi mlé¢né vyzivy (Kim et al., 2011).

V nedavné dobé¢ bylo popsano mnoho novych druhti bifidobakterii z gastrointestinadlniho
traktu primati. V roce 2010 bylo izolovdno 5 atypickych kment bifidobakterii z vykala
kosmana bélovousého (Callithrix jacchus) a tamarina zlutorukého (Saguinus midas). Na
zakladé podrobnéjsich rozbori bylo stanoveno 5 novych druht: B. reuteri, B. callitrichos, B.
saguini, B. stellenboschense a B. biavatii (Endo et al., 2012). O dva roky pozdé¢ji byl objeven a
popsan novy druh izolovany z vykali gorily nizinné (Gorilla gorilla gorilla) nazvany B.
moukalabense (Tsuchida et al., 2014). Z vykali mladéte kosmana bé€lovousého (Callithrix
jacchus) byly ziskany dalsi nové taxony: B. myosotis, B. tissieri a B. hapali. V roce 2015 byl
objeven druh B. lemurum, ziskany z vykald lemura kata (Lemur catta) (Modesto et al., 2015).
Po sléze v roce 2016 byly objeveny druhy B. aerophilum, B. avesanii a B. ramosum, které byly
izolované z traviciho traktu tamarina pin¢iho (Saguinus oedipus), dale pak B. eulemuris ziskany
z vykald lemura ¢erného (Eulemur macaco) (Michelini et al., 2016). VSechny zminéné nové
druhy bifidobakterii pochazeji z jedincii zijicich v pfirozeném nebo alesponn Caste¢né
pfirozeném prostiedi. Naopak ve vykalech orangutana a Simpanze chovanych v zoologické
zahrad¢ byly objeveny druhy B. adolescentis a B. dentium, které jsou typické pro clovéka
(D'Aimmo et al., 2014).
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Tato bakalaiska prace je zaméfena na zvifata chovana v lidské péci v zoologickych
zahradach. Je zfejmé, Ze i presto Ze se oSetfovatelé snazi co nejvice zvifatim napodobit potravu
ziskavanou ve volné ptirodé, nékdy to neni zcela mozné. Proto maji zvifata chovana v lidské
péci odlisné slozeni mikrobioty oproti zvifatim Zijicich voln¢ (Campbell, 2015).

Celkem bylo zkouméno 9 fekalnich vzorkii od 7 druhi kockodand, konkrétné od
kockodana husarského, koc¢kodana Dianina, kockodana Campbellova, ko¢kodana zeleného,
kockodana bélonosého, kockodana talapoina a kockodana Brazzova, pochazejicich z rliznych
zoologickych zahrad. Podafilo se izolovat bifidobakterie z traviciho traktu 5 zkoumanych druhi
kockodani. Kdy byly nalezeny druhy B. angulatum, B. pseudocatenulatum u ko¢kodana
Dianina, B. angulatum a B. asteroides u kockodana husarského, B. animalis subsp. lactis u
kockodana Campbellova a koCkodana bé&lonosého a B. angulatum u kockodana zeleného.
Nepodatilo se izolovat Zadny z nové popsanych druht.

Izolované druhy B. angulatum a B. pseudocatenulatum jsou druhy typické pro travici trakt
¢lovéka (Ventura et al., 2004), nicméné se vyskytuji i u jinych zZivocicht. Podafilo se izolovat
B. animalis subsp. lactis, ktery je multi-hostitelskym druhem (Bunesova et al., 2017). U druhu
B. asteroides je diskutabilni, zda se jedna od druh, ktery kolonizuje travici trakt kockodana
nebo zda se jedné o kontaminaci z potravy, jelikoz je typicky pro hmyz se socidlnim zptisobem
zivota, jako jsou naptiklad jiz zminéné vcely, vosy (Kopecny et al., 2010). To je pravdépodobné
zpusobeno tim, Ze je hmyz soucasti jejich stravy. Nicméné je zajimavé, ze jeho detekce se
opakovala.

V bakaléiské praci bylo pouzito kultivacni stanoveni na selektivnich agarech, jednalo se
0 médium WSP Mup agar a vice selektivni Bif-NORF. Jednalo se 0 modifikovany Wilkins-
Chalgren agar s ptidavkem sojového peptonu, cysteinu, tweenu, mupirocinu a ledové kyseliny
octové, ktery byl doplnény o antibiotikum mupirocin (BIF-MUP) nebo kombinaci mupirocinu
a norfloxacinu (Bif-NORF). Bifidobakterie byly z celkovych poctli anaerobd zjistény
Vv primérnych hodnotach 6,71 log KTJ na 1 g stolice pokud slo o kultivaci na médiu BIF-MUP
a 5,06 log KTJ/g na médiu obohacené o norfloxacin. Médium s norfloxacinem navrzené Vlkova
et al. (2015) bylo shledano skute¢né jako vice selektivni, ale 1 pfes vyssi selektivitu na ném
narostly 1 jiné rody bakterii. Jednalo se o druhy, které jsou fazeny mezi potencialné patogenni,
jako rod Sarcina (Bunesova et al., 2016) a Clostridium (Songer, 2010). Nicméng, vysledky

ukazuji, ze v pfitomnosti bifidobakterii byly pocty téchto bakterii eliminovany.
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8 Zavér

Rod Bifidobacterium je v soucasné dobé zajimavym tématem pro vyzkum. Tato prace je
zaméfena na porovnani vyskytu bifidobakterii u kockodanti chovanych v zoologickych
zahradach a u primat zijicich volné v ptirode¢.

Bifidobakterie byly identifikovany pomoci testu na detekci enzymu F6PPK a sekvenace
genu 16S rRNA. Na zakladé vysledkt bylo zjisténo, ze se bifidobakterie vyskytovaly u 5 ze 7
testovanych druhi kockodanti, jednalo se o druhy - kockodan Dianin, kockodan husarsky,
kockodan Campbelltiv, kockodan bélonosy a ko¢kodan zeleny. Zatimco u kockodana talapoina
a kocCkodana Brazzova se bifidobakterie nepodafilo detekovat. Pomoci sekvenace byly
identifikovany druhy - B. angulatum, B. pseudocatenulatum, B. asteroides, B. animalis subsp.
lactis a Alloscardovia sp.

Byla potvrzena hypotéza prace, a to ze se v mikrobiot¢ koCkodant drzenych

Vv zoologickych zahradach podatilo identifikovat spiSe multi-hostitelské druhy bifidobakterii.
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