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Souhrn

Cilem této prace bylo izolovat Bifidobacterium animalis subsp. lactis z tekalnich
vzorkt zvitat. PouZzito bylo 10 vzorkl od telat, 10 vzorka od jehnat a 20 vzorka od psu.

Pro izolaci bifidobakterii byl pouzit modifikovany Wilkins-Chalgren agar
s pfidavkem mupirocinu, ktery byl specidlné navrzen pro izolaci bifidobakterii. Narostlé
kolonie byly pfeockovany do Wilkins-Chalgren bujonu.

Nasledovala identifikace na troven rodu. Pro tuto ¢ast byl pouzit test na pfitomnost
enzymu FO6PPK a rodové specifickou PCR. Test na detekci enzymu fruktosa-6-fosfit
fosfoketolasa vySel u vSech vzorkd pozitivné. Pro metodu PCR byly pouZity specificky
navrzené primery Bifl64 a Bif662 a jako negativni kontrola byl zvolen Lactobacillus casei.

Po identifikaci vzorki do rodu Bifidobacterium spp. nasledovala identifikace na
uroven druhu. Pro tuto ¢ast byla vybrana druhové specificka PCR. Pouzity byly dvé dvojice
specifickych primer Bflac 2/Bflac 5 a Lw A/Lw B. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Pfi vyhodnoceni vysledki se s Bifidobacterium
animalis subsp. lactis shodovalo 16 ze 40 testovanych vzorkti. VSech 16 vzorkl byly izolaty
z fekdlnich vzorkl psu.

Pro ovéteni vysledkli byla u téchto 16 vzorkii provedena metoda MALDI-TOF MS.
Testované¢ kmeny byly rozdéleny do dvou skupin. Vzorek 34 a 40 do skupiny velmi
pravdépodobné identifikace druhu a zbylych 14 do kategorie bezpetné identifikace rodu,
pravdépodobné identifikace na troven druhu.

U téchto izolatd se pokracovalo v blizsi charakterizaci pomoci fingerprintovych
metod REP-PCR a RAPD-PCR. Pro metodu REP-PCR byl vybran primer (GTG)s, pro
metodu RAPD-PCR primer 173 a primer CRA 23. Jejich vysledky byly porovnany a na
zékladné lepsiho dé€leni vzorka byl jako vhodnéjsi vybran primer 173. U obou metod byl
pouzit jako negativni kontrola kmen Bifidobacterium animalis subsp. animalis.

Z komercnich biochemickych souprav byly pouzity dva testy ANAERO test 23 a API
50 CHL.

Ze ziskanych vysledkii bylo dokazéano, ze se Bifidobacterium animalis subsp. lactis

ptirozené vyskytuje v GIT pst.

Klicova slova: Bifidobacterium animalis subsp. lactis, izolace, identifikace, fekalni vzorky



Summary

The objective of this work was to izolate Bibidobacterium animalis subs. lactis from
samples of animal faeces. Ten samples of both calves and lambs faeces and 20 dog’s were
used.

Modificated Wilkins-Chalgren agar with addition of mupirocin was used for the
isolation of bifidobacterial. Grown colonies were isolated into Wilkins-Chalgren broth.

Next step was the identification to the genus level. For the identification the test for
the presence of fructose-6-phosphate phosphoketolase enzyme and generic specification
PCR was used. Test for the detection of enzyme F6PPK was positive for all samples. For
PCR metod specifically designed Bifl64 and Bif662 primers were used. Lactobacillus casei
was chosen as negative kontrol.

After identification to the genus Bifidobacterium spp., identification to the species
level followed. For this part was chosen species-specific PCR. Two pairs of specific primers
Bflac 2/Bflac5 and Lw A/Lw B were used. Bifidobacterium animalis subsp. lactis was used
as a positive kontrol. Sixteen out of 40 strains tested were identified as a species
Bifidobacterium animalis subsp. lactis. All 16 samples were isolated from dog’s feaces
samples.

MALDI-TOF MS method was used for verification of results of these 16 samples
Tested strains were divided into two groups. Samples no. 34 and no. 40 belonged to highly
probable species identification and remaining samples belonged to category secure genus
identification, probable species identification.

Fingerprinting Metod such as REP-PCR and RAPD-PCR was used for further
charasterization of izolates. For REP-PCR, primer (GTG)s was chosen, primer 173 and
primer CRA 23 were chosen for RAPD-PCR. These results were compared and on the basic
of better division of samples was chosen primer 173 as the more suitable one.
Bifidobacterium animals subsp. animalis as negative kontrole was used For the both
methods.

for commercial biochemical tests ANAERO test 23 and API 50 CHL were used for
commercial biochemical tests.

It could be concluded that Bifidobacterium animalis subsp. lactis naturally occured in

the GIT of dogs.

Keywords: Bifidobacterium animalis subsp. lactis, isolation, identification, faeces
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1. Uvod

Bifidobakterie se vyskytuji v organismu lidi 1 zvifat a to predevSim v travicim traktu.
Diky svému pozitivnimu vlivu na zdravotni stav hostitele se pouZzivaji jako probiotika.
Poddruh Bifidobacterium animalis subsp. lactis byl prvné izolovan z jogurtu a v soucasné
dob¢ je jednim znejvice pouzivanych probiotik pifiddvanych do mlécnych vyrobki.
Bifidobacterium animalis subsp. lactis se také podaftilo izolovat z fekalnich vzorkt prasat.

Tato prace byla zaméfend na izolaci Bifidobacterium animalis subsp.
lactis z fekélnich vzorkl telat, jehnat a pst. Izolace bifidobakterii byla provedena pomoci
modifikovaného Wilkins-Chalgren agaru, ktery byl obohaceny o mupirocin. Identifikace na
urovenl rodu byla provedena pomoci testu na detekci enzymu F6PPK a metody PCR
s komeréné vyrdbénymi primery Bifl64/Bif662. Druhova pfislusnost byla potvrzena
metodou PCR s primery specidlné navrzenymi pro Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bflac2/Bflac5 a Lw-A/Lw-B. Z vysledki metody vyplynulo, ze 16 vzorki ziskanych od pst
ma shodnou reakci se sbirkovym kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis. U vSech 16
vzorktli byla pouzita chemotaxonomicka metoda MALDI-TOF MS. Z typiza¢nich metod byly
pouzity REP-PCR a RAPD-PCR. U metody REP-PCR byl pouzit primer (GTG)s, u metody
RADP-PCR primer 173 a CRA 23. U obou metod byl pouzit jako negativni kontrola kmen
Bifidobacterium animalis subsp. animalis a jako pozitivni kontrola kmen Bifidobacterium
animalis subsp. lactis. Pro kone¢nou identifikaci byla pouzita metoda sekvenace, kterd

potvrdila vysledky pfedeslych metod identifikace.



2. Cil prace

Cilem této prace byla izolace a identifikace Bifidobacterium animalis subsp. lactis ze
vzorkl fekalii ziskanych od nékolika druhli domacich zvirat. Konkrétné se jednalo o fekalie
pst, telat a jehnat. Identifikace probihala pomoci biochemickych testi API 50 CHL,
ANAERO test 23 a FOPPK a molekularné — genetickych metod PCR, REP-PCR, RAPD-
PCR a MALDI-TOF MS. Po identifikaci byly kmeny Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
kter¢ se vyizolovali z fekalii, porovnany s bifidobakteriemi béZné se vyskytujicimi

v kysanych mléénych produktech.

Hypotéza

V kysanych mlé¢nych vyrobcich se nejCastéji pouzivaji jako probiotikum kmeny
Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Toto vyuziti si bifidobakterie ziskaly diky tomu,
ze jsou odolné vici podminkédm, které jsou na né pfi tomto vyuziti kladeny. Ve vyrobcich
jsou schopné vydrzet az jeden mésic, aniz by ztratily své probiotické vlastnosti. Pavod
kmene Bifidobacterium animalis subsp. lactis neni doposud pfesné¢ znamy. VSechny
izolované a doposud poznané kmeny bifidobakterii maji vyskyt v travicim traktu lidi a
zvitat. Protoze Bifidobacterium animalis subsp. lactis neni bézn¢ izolovan ze stolice lidi
bude pravdépodobné autochtonnim druhem ve stfevé nékterého jiného zivocisného

druhu.



3. Literarni reserze

3.1 Rod Bifidobacterium

Vroce 1899 Henry Tissier poprvé izoloval bifidobakterie ve vykalech kojenci.
Nésledné byly izolované 1 z matetského mléka. Pro oznaceni tohoto nového druhu byl pouzit
termin Bacillus bifidus.V roce 1924 Orla —Jensen prvné navrhl, ze by mél byt Bacillus bifidus
klasifikovan jako samostatny rod Bifidobacterium. Tento rod by vytvarel spojeni mezi
bakteriemi mlé¢ného kvaseni a bakteriemi tvoficimi kyselinu propionovou (Russell et. al.,

2011).
3. 2 Fyziologické vlastnosti bifidobakterii

Bifidobacterium jsou Gram-pozitivni pleomorfni tyCinky, které se vyskytuji
jednotlivé, v fetizcich nebo ve shlucich. Bakterie jsou nepohyblive, nesporulujici a netvofi
vlakna. Jako zdroj energie vyuZzivaji organické latky a fadi se mezi chemoorganotrofni
organismy.

Z hlediska vztahu ke kysliku vyzaduji anaerobni prostfedi. Vyjimkou jsou nékteré
kmeny, které toleruji kyslik, pokud je v prostiedi pfitomen oxid uhliCity (Bifidobacterim
indicum, Bifidobacterium asteroides) (Russell et. al., 2011).

Optimalni teplota pro rist bifidobakterii vyskytujicich se u lidi je 36-38 °C. U zvitat
je teplota ristu vyssi mezi 41-43 °C. Jsou vSak vyjimky, kdy rostou pii nizSich 1 vysSich
teplotdch. Hodnota pH pro rist se pohybuje vrozmezi 6,5-7,0. Kmen Bifidobacterium
animalis subsp. lacis je schopny prezit 1 v lidské zalude¢nich §tavach, které maji pH okolo
3,5 (Cronin et. al., 2011)

Bifidobakterie produkuji kyselinu octovou a kyselinu mlé€nou v teoretickém poméru
3:2. V malém mnozstvi vznikéd kyselina mravenci, ethanol, oxid uhli¢ity a kyselina jantarova.
Vsechny tyto latky se tvoii pii metabolické preméné sacharidt (Jalili et. al., 2009)

Bylo prokéazano, Ze jsou schopné fermentovat glukosu, galaktosu a fruktosu. Podle
fyziologickych udaji bylo zjisténo, Ze bifidobakterie uméji zpracovavat 1 dalsi sacharidy jako
jsou xylo- oligosacharidy, oligosacharidy, frukto-oligosacharidy, pektin a mucin. Fermentace
dalSich sacharidii a alkoholi je rozdilna podle druhu a kmene (Cronin et. al., 2011).

Pomoci genomové analyzy bylo objeveno, Ze kmeny bifidobakterii vytvareji fadu

vitaminu B. Konkrétné thiamin (B1), pyridoxin (B6) kyselinu listovou (B11) a niacin (B3),
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nékteré knemy také obsahuji geny pro biosyntézu riboflavinu (B2). Produkce vitamint

bifidobakteriemi je hodnocena jako pozitivni probioticka vlastnost (Cronin et. al., 2011).

Obr. €.1 Schéma diagramu metabolismu cukrt bifidobakterii
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3.3 Vyskyt bifidobakterii

Bifidobakterie se vyskytuji spolecné s dalSimi obligatné¢ anaerobnimi bakteriemi ve
sttevnim traktu kojenctli, dospivajicich, dospé€lych lidi i zvifat. Spole¢né s dal§imi ptirozené
se vyskytujicimi mikroorganismy, zde vytvaii pfirozenou stievni mikrofloru (Russell et.al.,
2011).

Ptitomnost bifidobakterii byla potvrzena v odpadnich vodach zanaerobnich
fermentorti a vyrobnich kalech. Ptidavaji se jako probiotika do mlé¢nych kysanych vyrobkii.

Je mozné nalézt je v jogurtech a dalSich mléénych vyrobcich.
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3. 3.1 Vyskyt u lidi

U clovéka bylo izolovano celkem 42 druht a 9 poddruhi bifidobakterii.
Bifidobakterie jsou pfitomné v celém gastrointestinalnim traktu lidi. Nachdzi se v dutiné
ustni, Zaludku, tenkém a tlustém sttevu, rektu a prechazeji do stolice (Russell et. al., 2011).

V mateiském mléce jsou nejvice obsazené Bifidobacterium longum a Bifidobacterium
breve. Kojené déti tak ziskavaji bifidobakterie pfimo z matefského mléka a je mozné

prokazat jejich ptitomnost v GIT (Russell et. al., 2011).

3. 3. 2 Vyskyt u novorozenci

Vysledky mnoha studii ukdzaly, Ze bifidobakterie se objevuji ve vykalech déti od
prvnich dnli po porodu. Vyskyt bifidobakterii je zavisly na zpisobu stravovani novorozence.
U pln€ kojenych déti jsou dominantnim mikroorganismem bifidobakterie. Ve srovnani
s détmi krmenymi umélou vyZivou se spolecné s bifidobakteriemi jesté vyskytuji bakterie
rodu Bacteroides (Rosberg - Cody a kol., 2004).

Prosttednictvim matefské mléko se bifidobakterie dostanou do GIT narozeného
ditéte a zacnou ho postupné kolonizovat. U novorozencii ve ve€ku tfi mésich tvoii
nejpocetnéjsi skupinu bakterii, kterd se vyskytuje v travicim traktu.

U déti, které jsou krmené matetskym mlékem, tvoti bifidobakterie az 90 % fekalni
mikroflory. Kdezto u déti krmenych umélou détskou stravou tvofi bifidobakterie 50 %

mikroflory (Mayo a van Sinderen, 2010)

3. 3. 3 Vyskyt u zvirat

U zvifat se vyskytuji podobné jako u lidi v gastrointestindlnim traku, vykalech a
mléce. Ptiklady bifidobakterii izolovanych ze zvitat: B. animalis subsp. animalis a lactis, B.
asteroides, B. boum, B. choerinum, B. crudilactis, B. psychraerophilum, B. stercoris, B.
thermacidophilum subsp. themracidophilum (Russell et. al., 2011). V tabulce ¢.1 jsou
uvedené konkrétni mista vyskytu vybranych druht Bifidobacterium lidi a zvitat.
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Tab. 1 Mista vyskytu bifidobakterii, Breaviti et. al. (2000)

Druh

Misto vyskytu

Odkaz

B. adolescentis

Lidska stolice , bachor skotu,

vyrobni kaly

Reuter (1963)

B. angulatum

Lidska stolice, vyrobni kaly

Scardovi and Crociani

(1974)

B. animalis subsp. animalis

Zviteci vykaly

Scardovi and Crociani

(1974)

B. animalis subsp. lactis

Jogurty, prasata

Meile et. al. (1997)

B. asteroides

Ve stfevech veely medonosné

Scardovi and Crociani

(1974)

B. biﬁdum Lidska stolice, sajici telata, zenska Orla-Jensen (1924)
vagina
B. boum Bachor skotu, vykaly selete Scardovi et.al. (1979)
B. breve Stolice nemluviat, sajici telata, Reuter (1963)

zenska vagina, vyrobni kaly

B. catenulatum

Stolice nemluviat, vyrobni kaly,

stolice dospélého cloveka

Scardovi and Crociani

(1974)

B. crudilactis

Syrové mléko, syry ze syrového

mléka

Delcenserie et. al. (2007)

B. dentinum

U lidi v dutiné Gstni, zubnim kazu,

lidska stolice

Scardovi and Crociani

(1974)

B. gallicum Lidska stolice Lauer (1990)

B. longum subsp. longum | Lidska stolice Reuter (1963)
B. longum subsp. infantis | Stolice nemluviat Reuter (1963)

B. minium

Vyrobni kaly

Biavati et. al. (1982)

B. psychraerophilum

Bachor skotu, vykaly telat, krys,
kralikti, vyrobnich kalech

Simpson et. al. (2004)

B.ruminantium

Vykaly kurat

Biavati and Mattarelli

(1991)

B. scardovii

Vykaly kralika

Hoyles et.al. (2002)

B. stercoris

Lidka krev

Kim et.al. (2010)

B.subtile

Lidska stolice

Biavati et. al. (1982)
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3. 4 Utinky bifidobakterii v GIT

U dospélého cloveka tvofi bifidobakterie primémé 3 % mikroflory. Pritomnost
téchto organismii ma vliv na spravnou funkci a déje probihajici v GIT (Cronin et. al., 2011).

Maji schopnost vyvaZovat stfevni mikrofloru a udrZzovat nebo obnovovat rovnovahu
v zazivacim traktu. Zmirfiuji obtiZe, které mohou byt zplsobené zmeénou sloZeni stievni
mikroflory v dusledku 1é¢by antibiotiky, chirurgickych zakrokt, infekéniho onemocnéni
traviciho traktu, onemocnéni jater a ledvin, pfi stresu, starnuti a poruchach imunity.

Pisobi preventivné proti sttevnim infekcim, redukuji hladinu cholesterolu v séru,
zabraiuji rozvoji rakoviny, zmiriiuji problémy lakt6zov¢ intolerance (Savard et. al., 2011).

Ne vSechny druhy zrodu Bifidobacterium jsou pro hostitele prospéSné. Napiiklad
Bifidobacterium dentium (Bd1) zptisobuje demineralizaci zubti, kterd maze vést az k tvorbé

zubniho kazu (Cronin et. al., 2011).

3.5 Probiotika

Probiotika jsou definované jako zivé mikroorganismy, které¢ pokud jsou podavané
v dostatecném mnozstvi napomahaji k lepSimu zdravotnimu stavu hostitele. Byvaji to
bakterie, které se vyskytuji jako pfirozena kultura v zazivacim traktu ¢lovéka (Rada, 2011).

Hlavnimi mikroorganismy pouzZivanymi jako probiotika jsou zastupci rodu
Bifidobacterium a Lactobacillus. V potravinach by mél byt pocet Zivych buné€k minimalné
kolem 10° probiotickych bakterii v 1 g nebo 1 ml (Bartosové, 2009).

Bakterie musi splnovat nasledujici kritéria: (BartoSova, 2009)

1. musi byt zdravotné nezavadné

2. nesmi byt patogenni

3. musi byt schopné piezit prichod zazivacim traktem( kyselé
prosttedi zaludku) aniz byly oslabeny

4. schopnost udrzet se na epitelovych bunikach stfeva a pomnozit se
v ném

5. jejich pozitivni piisobeni na hostitele musi byt prikazné

6. bchem zpracovani by mély byt odolné viici poskozené a neménit
organoleptické vlastnosti potraviny, ve které jsou obsazeny

7. zistat zivotaschopné béhem celé¢ uvedené doby trvanlivost
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3. 6 Probioticky tcinek

Utinek probiotik je zavisly na stafi konzumenta a na jeho fyziologickém stavu. Pfi
pravidelné konzumaci potravin, které obsahuji probiotické mikroorganismy se snizuji
problémy pi1 vyprazdiiovani jako jsou zacpa a priijem (Rada, 2011).

Pozitivné plsobi na cely zazivaci systém hostitele a podili se na jeho spravném
chodu. Jsou schopné zmirnovat problémy pii onemocnénich GIT a plsobit preventivné proti
vzniku nemocem spojenych s travicim ustrojim (BartoSova, 2009).

Denné by se mélo zkonzumovat alespoit 100 g mlééného vyrobku s minimalnim
obsahem 10° probiotickych bakterii v 1 g nebo 1 ml (tzv. terapeutické minimum). Béhem
dlouhotrvajiciho uzivani probiotik ve formé mléénych vyrobki nebo farmaceutickych
preparati je mozné podavané bifidobakterie prokdzat ve stolici. Pokud dojde k pieruseni
piijmu tyto bifidobakterie postupné ze stolice vymizi. Je tedy dulezité, ptijit na zpiisob, jak

bididobakterie udrzet v travicim traktu co nejdéle (Mayo a van Sinderen).

3.7 Probiotické potraviny

Mezi potraviny obsahujici nejvétsi mnozZstvi probiotickych bakterii  patii
fermentované mlécné vyrobky. Pro jednotlivé skupiny kysanych mléénych vyrobka je
mnozstvi bakterii pouzité mikrobialni kultury stanoveno vyhlaSkou ministerstva zemedélstvi
¢. 77/2003 Sb.

Diive  se  vyuzivalo pfirozeného  kysani mléka  plsobenim  pfitomnych
mikroorganismi. V dnes$ni dob€ uz se pouzivaji ¢isté mlékarenské kultury, ale ne vSechny lze
oznacit jako probiotika. Probiotické potraviny obsahuji vyhradné bakterie mlééného kvaseni
predevSim rod Bifidobacterium a Lactobacillus. V roce 1995 byl na trh uveden prvni
probioticky jogurt s nazvem LC1. Uvedla ho tehdy firma Nestl¢.

Probiotické kultury se pokousime piidavat 1 do dalsi skupiny potravinarskych
vyrobkl jako jsou ceredlie, masné vyrobky, napoje a kvaSené vyrobky, ale fermentované

mlécné vyrobky maji stale dominantni roli (BartoSova, 2009).
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3. 8 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Poprvé byl poddruh Bifidobacterium animalis subsp. lactis izolovan z jogurtu.
V soucasné¢ dobé¢ je jednim znecastéji pouzivanych probiotik, které se ptridavaji do
mlénych vyrobkl. V téchto produktech je schopny ptezivat v Zivotaschopné formé az
jeden mésic a udrzovat stabilitu vyroka (Freeman and Roberts, 2009).

Jednim zrozdilt, které vedly k rozdéleni Bifidobacterium animalis na podruhy
Bifidobacterium animalis subsp. animalis a Bifidobacterium animalis subsp. lactis byla
Spatna schopnost riistu Bifidobacterium animalis subsp. animalis v mléce. V této vlastnosti
se od sebe oba poddruhy zasadné lisily.

Dnes je Bifidobacterium animalis subsp. lactis komeréné vyrdbén nékolika
spole¢nostmi. Ch. Hansen (Dansko) vyrabi tento kmen s ozna¢enim BB-12. Pouziva se jiz
od roku 1985, kdy zacal byt ptfidavan jako probiotickd slozka do potravin nebo jako
doplnék stravy. Béhem uZivani Zatim nebyl zjistén Z4dny neZzadouci ucinek. BB-12 byl
uznany FDA (Food and Drug Administration) za bezpecny.

Nejvetsi ¢inska mlékarenska spolecnost Yili Industrial Group Copany pouziva
Bifidobacterium animalis subsp. lactis oznaeny V9 v priimyslové vyrobé mlécnych

startovacich kultur (Sun et al.,2010).

3.9 Izolace bifidobakterii

Pro izolaci bifidobakterii z lidskych, zvifecich 1 potravindiskych zdroji bylo vyvinuto
nékolik u€innych medii, které se vyuZivaji k izolace bifidobakterii a dalSich anaerobnich
bakterii.

Pti izolaci anaerobnich bakterii je dllezité vytvofit vhodné prostiedi pro rist
s ohledem na vztah ke kysliku, zvolit vhodnou inkuba¢ni dobu a teplotu. Velmi dutlezity je
vybér vhodného kultivacniho média, které bude vyhovovat vyZzivovym pozadavkim
izolovanych mikroorganismil. Vyvoj medii stale pokracuje se snahou zdokonalit a ptizpusobit
jeho vlastnosti pro snazsi kultivaci izolovanych bakterii. V nasledujici ¢asti je uvedeno

nékolik z piikladi z moZnych médii.

3. 9. 1 Wilkins-Chalgren agar
Wilikns-Chalgren agar je pouZzivan pro kultivaci anaerobnich mikroorganismi.
Pomaha stanovit minimalni inhibicni koncentraci antibiotik u anaerobnich bakterii. Oproti

jingm mediim se li§i tim, Ze neobsahuje krev (Wilkins and Chalgren, 1976). Casto se pouziva
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v riiznych modifikovanych formach. Pro izolaci bifidobakteriii byl vytvofeny modifikovany
Wilkins-Chalgren agar (WSPmup), ktery byl obohacen o sojovy pepton, L-cystein, tween 80,

mupirocin a ledovou kyselinu octovou podle Rada a Petr (2000).

3. 9. 2 MRS agar

MRS agar byl vyvinut v roce 1960 a pojmenovan podle vynalezcii de Man, Rogosa a
Sharp. Tento agar se pouziva pro bakterie mlééného kvaSeni a mikroorganismy, které jsou
pouzivané jako probioticka kultura do mlécnych vyrobcich.

Selektivitu agaru lze zvysit pfidanim nékterych latek jako je cykloheximid, ktery
brani ristu kvasinek nebo kyselinou sorbovou, kterd brani riistu kvasinek tim, ze sniZuje
hodnotu pH media na 6,2 — 5,7.

Pro zvySeni selektivity pro izolaci bifidobakterii se vyuZivaji inhibitory v kombinaci

s dalSimi slou¢eninami, které potlacuji riist ostatnich bakterii (Ashraf and Shah, 2011).

3.9.3 BLOG agar

Jednd se o selektivni medium pro izolaci bifidobakterii obsazenych v
kysanych mléénych vyrobcich. Mé stejny zéklad jako NPNL, ale pfiprava je mnohem
rychlej$i nez je tomu u NPNL. Jeho sloZeni je ptizplisobeno k podpoie ristu bifidobakterii.
Ptidany gentamicin je selektivni pro bifidobakterie a hovézi zlu¢ (2mg/l) potlacuje rast
ostatnich bakterii. Oproti NPNL agaru ma BLOG vétsi inhibicni Uc¢inek 1 na streptokoky
(Lim et al., 1995).

3.9.4 TPYD agar

TPYD agar vyuziva antibiotikum dicloxacillin k izolaci a identifikaci bifidobakterii
obsazenych v kysaném mléce. Ptidavek 2 pg/ml dicloxallinu do TPY media inhibuje rast
laktobacili a streptokokti a zaroven velmi dobfe podporuje rist vétSiny bifidobakterii. Pro
izolaci bifidobakterii z mlécnych produkti byl TPYD agar zvolen za vice vhodny nézZ DMRS
agar (Ashraf and Shah, 2011).

3.9.5 NPNL agar

NPLN agar byl vyroben Teraguchi et.al. vroce (1978) pro stanoveni bifidobakterii
v mléénych produktech obsahujicich smés bifidobakterii, laktobacilli a streptokokl. Medium
obsahuje BL-agar a ptidavek neomycin-sulfat, paromomycin sulfat, nalidixiovou kyselinu a

lithium chlorid. Bifidobakterie na tomto agaru dobie rostou a z tohoto divodu je pouZzivan
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jako referen¢ni medium pro izolaci bifidobakterii z kysanych mléénych vyrobkii. NPNL agar
byl pouzit 1 pfi vyvoji novych medii jako jsou TOS-NPNL agar, RMS-PPNL agar, MRS-
NPNL agar (Ashraf and Shah, 2011).

3.9.6 TOS-MUP agar

TOS agar se pouziva pro izolaci bifidobakterii z mléénych vyrobkll a piimy prikaz
pritomnosti zivotaschopnych bifidobakterii ve startovacich kulturach. Diky svému slozeni je
vysoce selektivni a specificky podporuje rast bifidobakterii. Slozeni média je uvedeno
v tabulce ¢. 2. Rada a Koc (2000) ve své studii testovali citlivost bifidobakterii, laktobacila,
laktokokt a streptokokti na mupirocin. Z vysledkl jasné vyplynulo, Ze kromé bifidobakterii
jsou na mupirocin ostatni testované kmeny citlivé. Na zaklad¢ tohoto objevu se k TOS agaru
zaCal ptidavat mupiricin. Tato kombinace napomohla vzniku vysoce spolehlivého a
specifického média pro izolaci a identifikaci bifidobakterii obsazenych v mléénych

produktech.

Piiprava média
Bezprostifedné pied pouziti se rozpusti 190 ml zdkladniho TOS media, které se poté
zchladi ve vodni lazni na teplotu 48 °C + 1 °C. K pfipravenému médiu pfidame 10 ml
prefiltrovaného a sterilovaného roztoku s mupirocinem. Opatrné promichdme, aby nedoslo
k tvorbé bublin. Vratime zpét do vodni lazn€, dokud se nepouZije k rozliti na kultivacni
polty.
Roztok s mupirocinem se k TOS mediu ptidava tésné pied rozlitim. Kompletni TOS-
MUP medium musi mit konecnou koncentraci mupirocinu 50 mg/1.

SloZeni a postup ptipravy média je ve shod¢ s normou ISO 29981 / IDF 220:2010.
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Tab. ¢. 2 Slozeni TOS média

Slozky MnoZstvi
Pepton z kaseinu 10,0 g
Kvasni¢ny autolyzat 1,0g
KH,POy, 3,0¢g
K,HPOy, 4.8 ¢
(NH4)2SO4 30g
MgSO4. 7 H,O 02¢g
R-cystein HCI . H,O 0,5¢
Propionat sodny 150¢g
Galaktooligosacharid TOS 10,0 g
Agar 150¢g
Voda 950 ml

3. 10 Identifikace bifidobakterii

3. 10. 1 Biochemické testy

Mezi biochemické testy pouzivané pro stanoveni bifidobakterii v potravinarskych a
klinickych materidlech patii ptfedevsim test na detekci FOPPK.

Déle pak naptiklad komer¢ni soupravy testi jako ANAERO test 23 a API 50 CHL
test. Pomoci téchto testli miizeme prokézat pritomnost bakterii ve zkoumaném vzorku na

zakladeé jejich biochemickych vlastnosti.

Test na detekci enzymu Fruktoza 6-fosfat-fosfoketolasa (F6PPK)
Fruktoza-6-fosfat fosfoketoldza (E.C. 4.1.2.22) katalyzuje Stépeni
fruktoso-6-fosfatu na acetyl-fosfat a erytrosa-4-fosfat. Z prvné jmenovaného
meziproduktu vznikd jako kone¢ny produkt kyselina mlé€nd a z druhého
kyselina octova v teoretickém molarnim poméru 2:3 (Roy, 2001).
Modifikovand metoda F6PPK testu s piidavkem citridium bromidu
(CTAB) se ukazala jako nejméné naroc¢nd, ale 1 pfesto velmi spolehliva

(Vlkova a kol., 2002).
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Pokud je F6PPK ve vzorku pfitomen, dojede k barevné zméné roztoku,
ktera je zptsobena reakci acetyl-1-fosfatu s FeCls za vzniku fialového zbarveni.
Pokud je test na ptfitomnost F6PPK negativni, roztok se zbarvi doZluta

(Scardovi, 1986).

3. 10. 2 Komer¢ni soupravy biochemickych testi

Pro rutinni identifikaci anaerobnich bakterii z potravin nebo klinického materialu se
pouziva ANAERO test 23.

ANAERO test 23 napomahd k zatazeni bakterie do pfislusSného kmene pomoci
biochemickych testi. Testy jsou obsazené¢ v jamkach mikrotitracni destiCky a reaguji se
suspenznim médiem za vzniku barevné reakce. Po inkubaci se vysledky reakce hodnoti podle
barevné srovnavaci stupnice.

APl 50 CHL je systtm 50 biochemickych testi slouzici k identifikaci
mikroorganismii na zaklad¢ fermentace sacharidi. Test obsahuje kity skomtirkami, ve
kterych jsou obsazend dehydratovand diagnostickd média spolu se substraty. Béhem
inkubace (37 °C, 48 hod) se fermentace substratu projevi jako zména barvy obsahu
v komtirce. Prvni komirka neobsahuje zadny substrat a slouzi nam jako kontrola.
Vyhodnoceni se provadi pomoci stupnice 0 — 3 a vysledky ze zapisuji do specialnich

formuléaiu.

3. 10. 3 Molekularné—genetické metody identifikace bifidobakterii

V sou€asné¢ dob¢ jsou genotypové metody hojné¢ vyuzivany pro mikrobidlni
identifikaci a klasifikaci. Kazda ztéchto metod umoZiuje piesné€jsi zatazeni zkoumaného
mikroorganismu na druhovou, poddruhovou a rodovou uroven.

Metody zaloZzené na identifikaci DNA jsou povazované za spolehlivéjsi nez

jednodussi a levngjsi zpiisoby stanoveni mikroorganismii.

3. 10. 3. 1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Metoda PCR byla vyvinuta v roce 1983 a Kary Mullis za jeji objev dostal Nonelovu
cenu. Polymerazovd fetézova reakce cyklicky amplifikuje definované sekvence DNA
v podminkdch in vitro. Tato metoda umoziuje rychlé a vysoce selektivni namnoZzeni

konkrétni nukleotidové sekvence obsazené v testované DNA.
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PCR metoda se sklada ze tii krokl, které vytvareji jeden opakujici se cyklus, pfi
kterém dochazi k exponencidlnimu narGstu amplifikované DNA. Jednotlivé kroky
denaturace, hybridizace a elongace se od sebe odliSuji teplotou a ¢asem plisobeni na DNA.
Pti denaturaci se DNA ohtiva na teplotu v rozmezi 94 — 98 °C po dobu 20-30 sec. a dochazi
k uvolnéni vlaken dvousroubovice DNA. Hybridizace probiha pii teploté 50 — 65 °C a
dochazi k ptiléhani primert na templaf. Pii elongaci dochazi k syntéze vlakna DNA ve
sméru od 5’OH ke konci 3’OH. Optimalni teplota procesu je 72 °C (McPherson a Miller,
20006).

Dilezity enzym DNA polymerasa oznaCovana také jako Taq polymerasa, kterd se
ziskavad z bakterie Thermus aquaticus, se pouziva k syntéze nového vlakna DNA. Taq
polymerdza je odolnd vici vysokym teplotdm a mulze byt aktivni i po dobu mnoha cykli.
NamoZeni bakterialni DNA bifidobakterii je moZzné provadét pfimo ztestovanych vzork
mlécnych vyrobkli nebo wvykall. Kultivace bifidobakterii tak neni potiebnd. Vysoka
specificnost této metody je zavisla na spravné volbé primerti a vhodné teploté (Ward a Roy,

2005).

3. 10. 3. 2 Interrepetitivni polymerazova retézova reakce (Rep PCR)

Rep-PCR je metoda, kterd je zaloZena na zisku fingerprinti geonomové DNA.
Primery, které se u této metody PCR pouzivaji, jsou komplementarni s repetitivnimi
sekvencemi uvnitt geonomu. Opakujici se sekvence DNA jsou ptitomné v nékolika kopiich v
genomech vétSiny Gram - pozitivnich 1 Gram — negativnich bakteriich (Rademaker and
Bruijn, 2001).

Byly popsany 3 repetitivni sekvence zahrnujici 35-40 bp repetitive extragenic
palindromic (REP) sekvence, 124-127 bp enterobacterial repetitive intergenic consensus
(ERIC) sekvence a 154 bp BOX element. Tyto sekvence jsou rozmistnény v rozdilnych
pozicich kolem geonomu. Opakujici se €¢asti mohou byt pfitomné v obou smérech. PouZiti
téchto primera ve spojeni s PCR vede k selektivni amplifikaci riznych oblasti kolem
geonomu, které se nachazeji mezi REP, ERIC nebo BOX (Versalovic et al. 1994).

V dokumentech a protokolech jsou rep-PCR, ERIC-PCR a BOX-PCR geonomové
fingerprinty zahrnuté pod oznaceni REP-PCR. Vysledné zobrazeni fingerprinti je podobné

c¢arovym kodim, pouzivanych v obchodech.
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Obr. 2. Postup metody REP-PCR ((Rademaker and Bruijn, 2001)
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3. 10. 3. 3 Randomly Amplified Polymorphic PCR (RAPD)

RAPD nebo také polymorfismus ndhodné amplifikované DNA je zaloZen na principu
amplifikaci fragmentl DNA, kdy je pouZit pouze jeden oligonukleotidni primer.

Délka primeri je obvykle 10 bazi. Sekvence bazi jsou vybirané¢ podle zastoupeni
jednotlivych bazi. Produkty amplifikace jsou obvykle separovany pomoci elektroforézy na
agar6zovém gelu. Pro zndzornéni vysledku déleni se pouzivd ethidium bromid. Obarveni
probiha pod UV svétlem.

Tato metoda se d& pouzit pti detekci jednoho konkrétniho kmene, ktery se testuje ve
vice riznych vzorcich. Pro zafazeni bakterii do ptislusSného druhu a rodu se zjist'uje velikost
DNA fragmenti a pocet DNA fragmentti (Ward a Roy, 2005).

Mize se stat, ze se na gelu objevi tzv. falesné pruhy, které zkresluji vysledky. Ke
vzniku dochazi pfi Spatné délce primeri nebo v disledku nizké teploty, pii které primery
nasedaly na DNA. (Riedy et al.,1992)

Ke statistickému vyhodnoceni se pouZivaji rtizné analytické systémy jako je AMOVA

(Analysis of molecular Variance) a jiné dostupné metody (Excoffier et al.,1992).
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3.10. 3. 4 MALDI - TOF MS

Zakladem hmotnostni spektrometrie je rozdéleni nabitych castic podle jejich
molekulovych hmotnosti v elektrickém nebo magnetickém poli.

Ke stanoveni vysSich molekulovych hmotnosti se pouziva ionizace laserem za
pfitomnosti matrice (MALDI, matrix assisted laser desorption/ionization) v kombinaci
s detektorem doby letu (TOF, time-of-flight). Detektor umoZziuje métit dobu priletu a z ni

nasledné vypocitat i rychlost castice (Havlis, 1999)

Postup
- Smés vzorku a matrice vpevném stavu ana vhodném nosi¢i (pf.
nerezova desticka), je zasazena nanosekundovym pulzem laseru
- Matrice energii pulzu absorbuje a jeji rozklad ionizuje molekuly vzorku
- Touto ionizaci se rozumi:
1. adice kationtu (H', Na") ¢&i aniontu na molekulu vzorku, disociace H"
z molekuly vzorku
2. vznik radikdlu odstépenim elektronu, popiipadé cilené¢ rozkouskovani
(vysokou energii laseru) molekuly vzorku a opét spojeni kouska
- lonty analyzované latky jsou urychleny silnym elektrickym polem (25—
30 kV) apfes uzemnénou miizku vstupuji do vakua v trubici detektoru
letu, kde se pohybuji rychlosti danou jejich hmotnosti a nabojem.
- V trubici detektoru se mé&fi doba letu ¢astice, z niz se pak vypocte pomér

molekulové hmotnosti a naboje ¢astice

Metoda MALDI — TOF se mize pouzivat k analyze izolovanych bakterialnich
proteinil, buné¢né frakce nebo bunécné suspenze. Uplatituje se pifi analyze bakteridlni DNA a
RNA, detekci rekombinantnich proteinti, charakterizaci cilené nebo nezndmé bakteridlni
bilkoviny a umoznuje nam rychlou identifikaci bakterii na rodovou, druhovou i1 kmenovou
uroven. Vysledky jsou prezentovany ve formé hmotnostnich spekter, které se porovnavaji se
spektry zadanymi v databazich. Databaze obsahuji velké mnozstvi referencnich indikatort
ziskanych z opakovanych analyz.Po nalezeni shody vysledkii mezi testovanym kmenem
mikroorganismil a kmenem v databazi, mizeme u vzorku urcit o jaky druh z kmene se jedna

(Havlis, 1999).
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3.10. 4 Sekvenace DNA

Pomoci sekvenovani DNA miiZzeme urcit pofadi nukleotidi v jednom z fetézciit DNA.
Pro sekvenovani byly vyvinuty dvé metody chemickd podle Maxam-Gilbetr a biochemicka
podle Sangera. V sou€asné dob¢é Sangerova metoda prevlada.

Pro Sangerovu metodu je potiebna jednovlaknova DNA, ktera slouzi jako templat
(vzor) pro syntézu komplementarniho fetézce DNA. Pomoci enzymu polymerasa dochazi
k syntéze fetézce v urcitych mistech v zavislosti na sekvenci teplatového vlakna k terminaci
syntézy. Timto zplsobem vznikaji nekone¢né tuseky komplementarniho vlakna. Pomoci
elektroforézy v gelu je mozné zjistit délku téchto tusekd. K ukonceni reakce dochdzi
v okamziku, kdyz se v templatovém vlakné vyskytne urcity nukleotid. Délka nedokonceného
useku, ktera byla zjiSténa pomoci elektroforézy v gelu, tak odpovida vzdalenosti od zacatku
vlakna, ve v némz se vyskytl ur€ity nukleotid.

Priibéh reakce je zalozen na pfidavani nukleotidi ve sméru 5' > 3' v novém
komplementarnim  vldkné¢ pomoci enzymu DNA-polymerasy. Kromé¢ templatové
jednovldknové DNA a enzymu jsou potiebné jest¢ nukleotidtrifosfaty, které slouzi jako
stavebni kameny nového fetézce DNA.

Genomova sekvenace byla pouzita Botaccini et al. (2011) u Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BLC 1, ktery je vyuzivan v potravinaiském pramyslu jako ucinny latka
pfidavand do funkcnich potravin. Zaroven ptispéla k objasnéni fylogenetickych vztahli mezi

timto kmene a ostatnimi pouzivanymi kmeny Bifidobacterium animalis subsp. lactis.
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4. Material a metody

Hlavnim tUkolem diplomové priace byla izolace a charakterizace bakterii
Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve fekalnich vzorcich zvifat a posouzeni shody
izolovaného Bifidobacterium animalis subsp. lactis s bifidobakteriemi se sbirkovymi kmeny

a bifidobakteriemi izolovanymi z jogurtt.
4.1. Material

Pro izolaci bifidobakterii byly pouZity vzorky vykali od riznych druhi zvifat.
Jednalo se o vykaly psi, telat, jehnat.

Déle byly vpokusu pouzity izolaty bifidobakterii zjogurt, sbirkové kmeny
Bifidobacterium animalis subsp. lactis DSM 10104 a Bifidobacterium animalis subsp.

animalis jako negativni kontrola.

Izolace

Vzorky vykall byly ziskany z rekta zvifat a transportovany ve zkumavkach s Wilkins
— Chalgren bujonem. Vzorky byly do laboratofe pfepraveny béhem dvou hodin od odebrani.
Pro izolaci bifidobakterii byl pouzit modifikovany Wilkins- Chalgren agar (WSPmup), ktery
byl doplnén o sdjovy pepton ( 5 g/l, Oxoid), L- cystein (0,5 g/l Sigma), tween 80 (1 ml/1,
Sigma), mupirocin (100 mg/l, Merck) a ledovou kyselinu octovou (1ml/l) podle Rada a Petr
(2000).

Kultivace probihala za anaerobnich podminek v termostatu pfi teploté 37 °C po dobu
48 hodin. Pro izolaci komerc¢nich kment bifidobakterii z jogurt byl pouzit totozny agar. Po
této dob¢ byly narostlé kolonie izolovany z agaru do bujonu Wilkins — Chalgren (Oxoid).

SloZeni bujonu je uvedeno v tab. €. 3..

Tab. ¢. 3 SloZeni Wilkins-Chalgren bujon

Slozka Hmostnost v g/l
Trypton 10,0
Zelatinovy pepton 10,0
Kvasni¢ny autolyzat 5,0
Pyruvat sodny 1,0
Menadion 0,0005
Hemin 0,005
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4. 2 Identifikace na uroven rodu

Identifikace na rodovou uroven je dulezitd pro odliSeni bifidobakterii od ostatnich
bakterii, které se b&zné vyskytuji v travicim traktu lidi a zvifat. Pro jejich odliSeni bylo

pouzito dvou testii: FOPPK a rodové specifické PCR.

4. 2. 1 Identifikace pomoci detekce enzymu fruktéza-6-fosfat-fosfoketolasa (F6PPK)
Pfi tomto testu byla provedena detekce enzymu F6PPK, ktery se vyskytuje u
bifidobakterii. Pokud dojde k pozitivni reakci, vzorek se zbarvi do fialova v ptipade

negativni reakce se vzorek zbarvi doZluta.

Postup
1. Narostla kultura bifidobakterii byla pfevedena do zkumavek
2. Obsah zkumavek byl stoCen v centrifuze - 8 minut pii 9 000 g pfi
teploté 20 °C
3. Dale byl slit supernatant a sediment resuspendovan v pfipravenych
¢inidlech
-0,2ml CTAB
- 0,5 ml ¢imidla €. 1
- 0,125 ml ¢inidla €. 2
- 0,2 ml pfedem ptipraveného roztoku FOPPK
4. Vzorky byly dany na 30 min. do vodni lazni o teploté 37 °C
5. 0,75 ml ¢inidla €. 3 a nechalo se 10 min pii pokojové teploté
6. Postupné byly piidany ¢inidla 4, 5 a 6, kazdy v objemu 0,5 ml
7. Vyhodnoceni testu

Pozitivni reakce = fialové zabarveni

Negativni reakce = Zluté zabarveni
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SloZeni Cinidel pro F6PPK test

Cinidlo 1 - Bifi pufr - 0,36 g K2HPO*; 0,10 g KH2PO*; 0,15 g
cysteinu, 300 ml destilované vody; pH 6,5

Cinidlo 2 - 120 mg NaF; 200 mg Na-indoacetatu, 20 ml destilované
vody

Cinidlo 3 - 4,17 g hydroxylaminu; 30 ml destilované vody; pH upravit
na 6,5 pomoci 2 ml 40 % NaOH

Cinidlo 4 - 3 g TCA; 20 ml destilované vody

Cinidlo 5 - 2,48 ml HCI; 17,52 ml destilované vody

Cinidlo 6 - 1 g FeCl*; 62 ul koncentrované (35 %) HCI; 20 ml
destilované vody

Cindlo 7 - 290 mg fruktoso-6-fosfatu; 5,5 ml destilované vody

Izolace DNA
Pro dalsi molekularné — genetické identifikace bylo potieba ziskat jejich Cistou DNA.

Izolace DNA z jednotlivych izolatl byla provedena niZze popsanou metodou.

Postup
1. Z cisté kultury narostlé ve Wilkins-Chalgren bujonu byl odebran 1ml a pfenesen do
oznacené ependorfky
2. Nasledovalo sta¢eni v centrifuze po dobu 2 min. pii 14 500 g
3. Supernatant byl slit a bylo pfidano se 100 pl roztoku Prepman ultra (Applied
Biosystéme, USA)
4. Po promichani na vortexu byly vzorky umistény do termobloku (Eppendorf)
nastaveného na teplotu 99 °C po dobu 10 minut.
5. Poté bylo centrifugovano 3 min. pii 14 500 g
6. Dale bylo odebrano 50 ul supenatantu, ktery byl pfeveden do Cisté ependortky

Izolovana DNA byla uchovéan pfi teploté — 18 © C a ptipravena pro identifikaci.
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4. 2.2 Rodové specificka PCR — Bifidobacterium sp.

Pro identifikaci izolovanych kment Bifidobacterium byla pouzita rodové specificka

PCR pro Bifidobacterium sp.

Smés pro PCR je uvedena v tabulce €. 4, byla pifipravena z PCR mixu a PCR vody

(Fermentas) a komercné ptipravenych primeri Bif164 a Bif662 (Metabios international AG).

Sekvenace je uvedena vtabulce ¢. 5. Smés pro PCR byla rozpipetovana do pifedem

oznacenych ependorfek po 24 ul. K tomuto objemu bylo ptfidano po 1 pl izolované DNA.

Ptesné objemy jednotlivych slozek byly vypocteny v poméru k mnozstvi testovanych vzorka.

PCR reakce probihala v termocykleru podle nastaveného profilu pro uvedeny primer,

uvedeno v tabulka €. 6.

Tab. ¢. 4 Objemy slozek pro 1 vzorek v PCR smési

Slozka Objem pl
PCR mix 12,5
PCR voda 10,5
Primer 1 1
Primer 2 1
DNA 1

Tab. ¢. 5 Sekvence primerti pro detekci bifidobakterii
|

Primer Sekvence Teplota Produkty PCR
Bif164 5" GCACGGTTTCGGCCGTG - 37
Bif662 5" GGGAAACCGTGTCTCAC - 3’ 35°C 567 bp

Tab. ¢. 6 Teplotni profil PCR reakce pro primery Bifl 64 a Bif662

W

Proces Teplota Cas
Pocate¢ni denaturace 95 °C 5 min.
Denaturace 94 °C 20 sec.
Hybridizace primert 55°C 20 sec. 35 cykla
Elongace 72 °C 30 sec.
Findlni elongace 72 °C 5 min.
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4. 3 Identifikace na druhovou uroven

Pro druhové specifickou PCR byly pouzity primery Bflac 2 a Bflac 5 tabulka ¢.7.
Slozeni smési bylo totozné s rodové specifickou PCR. Teplotni profil byl odlisny tabulka ¢.

8.

Tab. ¢. 7 Sekvence primerti pro detekci bifidobakterii

|
Primer Sekvence Teplota | Produkty PCR

Bflac2 | 5"-GTGGAGACACGGTTTCCC - 3’
Bflac 5 | 5'-CACACCACACAATCCAATAC - 3’

58 °C 630 bp

Tab. ¢. 8 Teplotni profil PCR reakce pro primery Bifl 64 a Bif662

Proces Teplota Cas
Pocate¢ni denaturace 95 °C 5 min.
Denaturace 95 °C 30 sec.
Hybridizace primert 58 °C 1 min. 30 cykla
Elongace 72 °C 4 min.
Findlni elongace 72 °C 7 min.

4. 4 Fingerprintové metody RADP-PCR A REP-PCR

Metody RADP a Rep PCR byly pouzity k pfesnéjsi charakterizaci v porovnani se
sbirkovymi kmeny. Smés pro Rep PCR obsahovala PCR mix a PCR vodu (Fermentas) a
komer¢né ptipraveny primer (GTG)s. PouZité objemy sloZek jsou uvedeny v tab. €. 9.

Do oznacenych ependorfek jsme nepipetovali 24 ul PCR smési a 1 pl izolované
DNA. Reakce probihala v termocykleru nastaveném na vhodny teplotni profil pouzitého
primeru. Stejny postup piipravy PCR mixu byl proveden i u metody RAPD. Rozdil byl pouze
v pouzitém primeru a nastaveni teplotniho profilu termocykleru. Rozdily jsou uvedeny

v tabulce ¢. 10 a tabulce ¢. 11.
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Tab. ¢. 10 Teplotni profil primerti pro REP A RAPD PCR

Tab. ¢. 9 Objemy slozek pro 1 vzorek v REP PCR smési

Slozka Objem pl
PCR mix 12,5
PCR voda 10,5

Primer 1

DNA 1

Metoda REP - PCR RAPD - PCR
Podminky PCR
Denaturace 7 min. 95 °C 5 min. 95 °C

Pocet cykli 45 45

Denaturace 3 min 90 °C 1 min 95 °C
Annealing 1 min 40 °C 1 min 36 °C
Elongace 8 min. 65 °C 2 min. 72 °C
Konecna elongace | 16 min 65 °C 8 min 72 °C

Tab. ¢.11 Primery pro REP a RAPD PCR

Primer Sekvence primeru Metoda
(GTG)s 5" GTG GTG GTG GTG GTG 3° REP
173 5'CAGGCGGCQGT 3’ RAPD
CRA 23 5" GCGATCCCCA 3’ RAPD
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4. 5 Elektroforeticka separace PCR produkti

Separace PCR produkti byla provadéna na elektroforéze OWL Easycast. Smés pro
piipravu gelu se skladala z 0,75x koncentrovaného TAE purfu a agar6ze (SERVA). Do gelu
bylo pfidano 5 pl Gel Red Nucleic Acid (Biotium), ktery slouzil k vizualizaci PCR produktii
namisto etidium bromidu. Po separaci PCR produktia byl gel umistén do dokumenta¢niho
zatizeni BIO-RAD, kdy byl gel vyfotografovan systémem Quantity One.

Pro separaci PCR produktii byl ptipraven 1% gel a separace probihala pod napétim
80 V po dobu 50 min. a pro separaci produkti REP-PCR a RAPD-PCR byl pfipraven gel o
vys$si koncentraci 1,5 % , napéti bylo stejné 80 V a ¢as 1 hod. 50 min.

4. 6 Identifikace pomoci MALDI — TOF MS

U vzorkl, které mély pozitivni reakci srodovymi primery, byla provedena
identifikace na druhovou urovent pomoci metody MALDI- TOF MS (matrix assisted laser

desorptoin/ionization time of flight)

Postup

Z narostlé bakteridlni kultury v bujonu byly odebrany 2 ml do sterilnich 2 ml
ependorfek . Obsah byl sto¢en po dobu 3 min. pti 14 500 g. Supernatant byl odebran a vzorek
resuspendovan v 1 ml Bifi pufru a opét stoCen v centrifuze. Znovu byl odstranén supernatant
a vzorek resuspendovan v pfipraveném 60 % etanolu. Takto byl vzorek transportovan
k analyze MALDI — TOF MS, ktera byla provedena na Ustavu fyziologie Zivo&ichov SAV,

Kosice, profesorem V. Kmetém.
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4. 7 Charakterizace a identifikace pomoci komercnich a biochemickych

souprav

U testovanych vzorkii byla provedena charakterizace a identifikace pomoci

komer¢nich souprav testit ANAERO test 23 (Erba Lachema) a API 50 CH test (Biomérieux).

4.7.1 ANAERO test 23
Postup
1. Do ependortky byl odpipetovano po 2 ml ¢isté kultury
2. Odsttedéno 3 min. pii 14 500 ot./min.
3. Slit supernatant
4. Vzorek byl poté oplachnut 0,5 ml Bifi pufrem a nasledné nesuspendovan
5. Znovu odstfedéno 3 min. pti 14 500 ot./min.
6. Nasledovalo sliti supernatantu
7. Oplachnuto 0,5 ml pufru a v 1ml pufru rozpusténo
8. Do suspenzniho média, které¢ bylo soucasti soupravy, bylo pfidavano takovém
mnozstvi vzorku, dokud nebyl vytvofen zakal, ktery odpovidal 3. stupni Mc
Farlandovy stupnice.
9. Suspenze byla aplikovana do jamek v desticce, v takovém mnozstvi, aby nedoslo k
vyschnuti a ptipadnému zkreslovani vysledk.
10. Do jamky na test indolu bylo pfidano po dvou kapkach parafinového oleje.

Tab. ¢. 12 Slozeni Bifi pufru

Slozka Hmotnost
K;HPO, 0,36 g
KH,PO4 0,10 g

cystein 0,15¢g

H,O 300 ml
pH 7,1+£0,2
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Inkubace
Desticka byla ddna do inkubaéniho polyethylenového sacku. Inkubace probihala po
dobu 48 hodin pti teplot¢ 37 °C za anaerobnich podminek Pro vytvofeni anaerobnich

podminek byl pouzit paladinovy katalyzator.

Vyhodnoceni
Po 48 hod. bylo provedeno odecteni vysledka reakei. Do 1. fady jamky H (test indol)
bylo képnuto ¢inidlo pro IND — 2 kapky a do 2. fady jamky H (test nitraty) 1 kapka cinidla
pro NIT. Pak uz byly odecteny barevné reakce testli a vysledky byly zaznamenané ve formé

+ a — do formulate ptilozeného u testu.

Obrazek €. 3 Vysledky barevnych reakci ANAERO testu 23

1 stanoveni obsahuje 23 testu:
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4.7.2 API test 50 CHL
Postup
1. Testovany vzorek byl asepticky pifeveden do zkumavky pro
centrifugu a staceli jsme po dobu 3 min. pii 9 000 g.
2. Supernatant byl slit a sediment jsme omyli 0,5 ml Bifi Pufru, poté
byl odlit a vdals§im 0,5 ml Bifi pufru byl sediment dikladné
promichan a znovu stoc¢en
3. Vzorek byl slit a omyt pfiblizné 0,3 ml Bifi Pufru opét slit a
nakonec nesuspendovan v 0,7 ml Bifi Pufru.
4. Vzorek byl postupné piidavan k suspenznimu médiu, které je
soucasti soupravy, az do vytvofeni 2 zdkalového stupné¢ Mc
Farlandovy stupnice
5. Do suspenzniho média API 50 CHL Médium (BioMerieux) bylo
pfidano dvojnasobné mnozstvi vzorku neZ do pfedchoziho média a
nasledovala aplikace do jednotlivych jamek v kitu.
6. Po naplnéni vSech jamek byl kit umistén do anaerostatu a
kultivovan za anaerobnich podminek po dobu 48 hod. pfii teploté
37 °C.
Tab. ¢. 13 SloZeni API 50 CHL Médium

Nazev slozky MnozZstvi
Pepton 10g
Kvasni¢ny autolyzat S5g
Tween 80 I ml
Hydrogenfosfore¢nan draselny 2g
Octan sodny 5¢g
Diamonium citrat 2g
Siran hote¢naty 0,20 g
Siran manganaty 0,05¢
Bromkrezolova Cerven 0,17 g
Demineralizované voda 100 ml
pH 6,7-17,1
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Vyhodnoceni

Odecitani vysledkt se provadélo nejprve po 24 hod. a nasledné po 48 hod. Pro zépis
vysledkil byl pouzit specialni formulaf, ktery byl soucasti soupravy.

Pozitivnim vysledkem bylo Zluté zbarveni,obsahu jamky v negativnim piipadé byl

obsah fialovy. K hodnoceni se pouziva stupnice 0-3.

Vysledné zbarveni:

0 — negativni reakce — fialové zbarveni

1 — negativni reakce — zelenofialové zbarveni
2 — pozitivni reakce — zelenoZluté zbarveni

3 - pozitivni reakce — zluté zbarveni

Pro vyhodnoceni vysledki je mozné pouzit programy www.bacter.wisc.edu nebo

apiweb.biomerieux.com.
4.8 Sekvenace
Vybrané vzorky izolatl byly poslany k sekvenci, ktera byla povedena ve

Stedisku sekvenovani DNA Mikrobiologického ustavu Akademie véd Ceské republiky,

V.V.1..
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5. Vysledky

5. 1 Identifikace izolatd na rodovou uroven

Pro tuto praci bylo pouZito celkem 40 izolatl bifidobakterii. Konkrétné se jednalo o
10 vzork z telecich vykalt, 10 vzorka z jehnéc¢ich vykala a 20 vykala pst.

Bifidobakterie izolované ze vzorkti vykali byly identifikovany na rodovou uroven
pomoci testu na pfitomnost enzymu FO6PPK. VSechny pouZité izolaty vykazovaly pozitivni
reakci na detekci enzymu. Tato skute¢nost byla potvrzena pomoci rodové specifické PCR, ve
které byly pouzity primery Bifl64 a Bif662. Platnost metody PCR byla ovéfena pouZitim

Cisté DNA Lactobacillus casei jako negativni kontroly.

5. 2 Identifikace na druhovou droven

Vzorky identifikované na rodovou fturoven jako Bifidobacteruim sp. byly dale
identifikovany pomoci druhové specifické PCR s pouZitim dvojice primert Bflac2/Bflac5 a
Lw-A/Lw-B specifickych pro Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Specifita primera byla
potvrzena pouzitim kontrolni kmene Bifidobacterium animalis subsp. animalis.

Pozitivni reakce byla zaznamenana pouze u vzorkl izolovanych ze psich vykald.

Konkrétné doslo k reakci u 16 vzorki z 20. Vysledky jsou uvedené v tabulce ¢. 14.

Tab. ¢. 14. Vysledky rodové a druhové identifikace

Rodova identifikace Druhova identifikace
Vzorek Puvod metodou PCR
. l ’t ]
1zolatd F6PPK Rodova PCR | Primer Primer
Bflac2/ Bflac5 | Lw-A/Lw-B
1-10 Jjehnata + + + +
11-20 telata + + + +
21-40 psi + + l6vz+/4vz- | 16 vz+/4vz
J1-J4 jogurt + + + +
Lac. casei Sb. kmen - - - -
Bif. a. Sb. kmen + + - -
animalis
Bif. a. lactis Sb. kmen + + + +
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Obr. €. 4 Vysledky druhové PCR s primery Bflac2/Bflac5 a Lw-A/Lw-B

Primer Lw-A/Lw-B

Primer Bflac2/Bflac5

5. 3 Fingerprintové metody

Kmeny s pozitivni reakci se specifickymi primery pro Bifidobacterium animalis
subsp. lactis byly dale charakterizovany metodami REP-PCR a RAPD-PCR. Pro metodu
REP-PCR byl pouzit primer (GTG)s. Pro potvrzeni shody byl pouZit sbirkovy kmen
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (DSM 10104). K porovnani a kontrole vysledka
metody byl pouZit sbirkovy kmen Bifidobacterium animalis subsp. animalis (CCM 4988). U
vysledkii  bylo =zfejmé rozliSeni mezi testovanymi vzorky a pouZitym kmenem
Bifidobacterium animalis subsp. animalis, ktery vykazoval odlisny profil. Izolaty ze psich
vykali si byly vzajemné podobné. Pouzité izolaty jsou uvedeny v tabulce ¢. 16 a vysledek
REP-PCR na obrazku €. 4.

U metody RAPD-PCR byly pouzity dva primery: primer 173 a CRA 23. V obou
ptipadech byly pouZity ke srovnani a kontrole stejné kmeny jako u metody REP-PCR. U
primeru 173 wvzniklo vEt§i mnoZstvi bandli umoziujici porovnani jednotlivych izolatd.
Vysledky izolati byly totoZzné s REP-PCR. Po ziskani vysledkil jsme za vhodnéjsi primer
vyhodnotili primer173, ktery vytvofil vice jednotlivych bendl a poskytoval lepsi moZnosti k

rozliSeni. Bylo potvrzeno, Ze testované izoldty nejsou shodné snegativnim kontrolnim
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kmenem Bifidobacterium animalis subsp. animalis Vzorky jsou uvedené v tabulce ¢. 15 a

vysledek RAPD-PCR je uveden na obrazku ¢. 5.

Tab. ¢. 15 Pouzité izolaty pro REP A RAPD PCR

Poradi na

gelu Vzorek Izolat
1 22 pes
2 25 pes
3 31 pes
4 35 pes
5 39 pes
6 - B. animalis ssp.lactis sb
7 1 jogurt
8 2 jogurt
9 3 jogurt
10 4 jogurt
11 - B. animalis ssp. animalis sb.

Obr. €. 4 Vysledky metody REP-PCR s primerem (GTG)s
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 M [bp]
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Obr. ¢. 5 Vysledek metody RAPD-PCR s primer173 a CRA 23

[bp] Primer 173

.....

Primer CRA 23

e — —— — — e — —

— | — —

RS

5.4 Vysledky metody MALDI TOF MS

U vSech 1zolath, které jsme pomoci predeSlych metod identifikovali jako
Bifidobakterium animalis subsp. lactis, byla stanovena vyslednd skére pomoci metody
MALDI-TOF MS. Podle shody mezi ziskanymi izolaty a kmeny v databazi byly stanovené
vzorky zatfazeny do pfislusné kategorie. Déleni vyslednych hodnot skore je uvedeno

v tabulce €. 16 a v tabulce ¢. 17 jsou uvedeny hodnoty 16 testovanych vzork.

Tab. ¢. 16 Déleni skore MALDI-TOF MS

Rozsah Hodnoceni Oznaéeni

3,000 -2,300 (+++)
Velmi pravdépodobna identifikace

na druhovou uroven

2,999 —2.000 Bezpecna identifikace rodu, (++)
pravdépodobna identifikace na

aroven druhu

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

1,699 — 0,000 Nespolehliva identifikace (-)
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Tab. €. 17 Hodnoty izolovanych vzorki
|

Vzorek Hodnota skore Oznaceni
22 2,255 (++)
23 2,102 (++)
24 2,175 (+t)
25 2,246 (++)
26 2,163 (++)
28 2,181 (++)
29 2,046 (++)
30 2,090 (++)
31 2,181 (++)
32 2,224 (++)
33 2,066 (++)
34 2,327 (+++)
35 2,042 (++)
38 2,043 (++)
39 2,117 (++)
40 2,311 (+++)

Vsechny pozitivni izolaty ze psich vykali byly pomoci metody MALDI-TOF SM
rozdéleny do jednotlivych kategorii. Vzorky ¢. 22, 25, 34 a 40 doséahly nejvyssiho skore..
Hodnoty vzorku 34 a 40 byly zafazeny do prvni kategorie hodnoceni skore tedy do Velmi
pravdépodobna identifikace na druhovou uroven ( +++ ), zbytek vzorkd byl zarazen do kategorie

druhé = bezpe¢na identifikace rodu, pravdépodobna identifikace na uroven druhu ( ++).

5. 5 Vyhodnoceni vysledkt ANAERO testu

ANAERO test byl proveden u izolatu z psich vykala a 4 jogurti oznacenych 1, 2, 3,
4. Pro srovnani a spravnou identifikaci izolat byly ptidany Bifidobacterium animalis subsp.
lactis a Bifidobacterium animalis subsp. animalis. Po uplynuti 48 hodin byly odecteny
vysledky testu. U reakce s glukosou vysly vSechny izolaty z psich vykala i jogurty pozitivné
a shodovaly se Bifidobacterium animalis subsp. lactis a Bifidobacterium animalis subsp.
animalis. Kromé jogurtu ¢. 2 vychazela u vSech ostatnich izolath a jogurtl pozitivné 1
maltosa. Reakce na laktosu vychazela pozitivné u vSech testovanych jogurtil 1 izolatd ze
psich vykala. Bifidobacterium animalis subsp. lactis vySel jako laktosa negativni. Sacharosa

byla negativni u vzorkt jogurtt €. 1, 2, 3 jediny vzorek €. 4 byl pozitivni a pozitivni vysledek
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mély Bifidobacterium animalis subsp. lactis a Bifidobacterium animalis subsp. animalis a

izobaty. Celkové vysledky reakci jsou uvedeny v tabulce €. 18.

Tab.¢. 18 Vysledky ANAERO testu

Substrat

Izolaty

Kmen

Kmen

Z psich
vykali

SSp.
lactis

SSp.
animalis

W

SN

Indol

Glukosa

+

Maltosa

+
+

+

+ |+

+ |+
+ |+

Fruktosa

Galaktosa

-/+

Laktosa

+ |+

Melezitosa

Urinasa

Nitrat

Sacharosa

Salicin

Trehalosa

Manitol

Rhamnosa

N-acetyl-B-D-
glukosaminidasa

B-glukosidasa

Eskulin

Manosa

Rafinosa

+

+
+

Celobiosa

Xylosa

Arabinosa

+ |+

+ |+

Sorbitol

5.6 Vysledky API 50 CHL

U tfi vybranych kmenti izolovanych ze psich vykali a dvou jogurtli byl proveden API

test CHL. Pro kontrolu a srovnani byl pouzit sbirkovy kmen Bifidobacterium animalis subsp.

lactis. Vyhodnoceni vysledkli jsme provadéli nejprve po 24 hodindch a po té po 48

hodinach.Vysledky API testu jsou uvedeny v tabulce €. 17.
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Uz po 24 hodindch od provedeni testu byla patrna shoda ve vysledcich reakci mezi
pouzitym Bifidobacterium animalis subsp. lactis a testovanymi kmeny vyizolovanymi
z psich vykalti. Po 48 hodindch od provedeni testu jsme provedly konecné vyhodnoceni
vysledkii. U vzorku €. 24 nedoslo k pozitivni reakci s D- laktosou, u ostatnich vzorka byla
reakce pozitivni. Vzorek €. 35 oproti vS§em nereagoval s D-sacharosou a D-rafinosou.
Rozdily u ostatnich vysledki reakci byly pouze ve stupnici hodnoceni. V nékterych
piipadech dochdzelo ke slabsi reakci, jako naptiklad u vzorku ¢. 39 a reakci s D-glukosou
nebo D-sacharosou, nez u sbirkového kmene Bifidobacterium animalis subsp. lactis.

Konec¢né vysledky reakei se shodovaly s vysledky Bifidobacterium animalis subsp. lactis.

Tab.¢. 19 Souhrn vysledkit API 50 CH

Test Jogurt 1 Jogurt 3 vzorek 25 vzorek34 vzorek40 B.a.lactis
12h 24h 12h 24h 12h 24h 12h 24h 12h 24h 12h  24h
D- Ribosa 2 3 3 2 3 2 1 3 3
D Xylosa 1 2 2 3 1 2 1
D-Galaktosa 2 3 2 2
D-Glukosa 3 3 2 3 2 3 2 2 3
D-Maltosa 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
D-Lactosa 2 3 2 2 3 1 2 2
D-Melibosa 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
D-Sacharosa 3 3 3 3 2 3
D-Rafinosa 3 3 3 3 3 2 2 3

5.7 Vysledky sekvenace

Vzorky €. 24, 28, 32, 34 a 40 vybrané pro sekvenci byly vSechny identifikovany jako
Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Podobnost 16S rRNA s typovym kmenem
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BLC1 (kompletni genom) byla 99 %.
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6. Diskuse

Bifidobakterie jako prvni izoloval Henry Tissier vroce 1899 ze stolice kojenct.
Postupné byly bifidobakterie izolovany z dalSich ekologickych nik. Jejich pfitomnost byla
potvrzena v gastrointestinalnim traku ¢lovéka, dutiné ustni, GIT zvifat a hmyzu a odpadnich
vodach (Russell et al., 2011). V odpadnich vodéach bylo detekovano n€kolik druhi rodu
Bifidobacterium. Jejich ptitomnost byla nasledkem kontaminace vod fekaliemi a odpadnim
materidlem. U druhu Bifidobacterium subtile a Bifidobacterium minimum bylo zjiSténo, Ze
toto prostiedi osidluji primarné (Ventura et al., 2004)

U lidi se Bifidobacterium sp. objevuje predevSim v gastrointestinalnim traktu. Diky
svym biochemickym vlastnostem jsou bifidobakterie schopné se zde udrzet a vytvaret spolu
s ostatnimi anaerobnimi mikroorganismy piirozenou stfevni mikrofloru. Pozitivni vliv na
lidsky organismus fadi bifidobakterie mezi probiotika. Probiotika definoval vroce 1899
Fuller jako zivy mikrobidlni dopln€k stravy, ktery ma pozitivni vliv na zdravotni stav
hostitele a udrzuje mikrobidlni rovnovahu v travicim traktu.

V potravinach jsou bifidobakterie aplikovany ptedev§im do mlécénych kysanych
vyrobkll jako jsou jogurty, kefiry a acidofilni mléka. V soucasné dob€ je snaha piidavat
probiotické kultury 1 do ostatnich potravin. Napiiklad firma Carnex uvedla na trh
probiotickou klobasu, firma OPAVIA zacala vyrabét susenky s naplni obsahujici probiotické
kultury a ve firm¢ Chr. Hansen vyrobily dzus obohaceny probiotiky.

Vyskyt bifidobakterii u zvifat byl zatim potvrzen u nékolika druhii. Stejné¢ jako na
lidsky organismus tak i na zvifeci maji probiotika a tedy 1 bifidobakterie pozitivni vliv.

Bifidobacterium animalis subsp. lactis druh byl poprvé izolovan z jogurtu (Miele,
1997). Déle byl tento druh izolovan z prasecich vykali (Mayer, et al., 2007) a (Solano-
Aguilar et al., 2008). Masco et al. (2004) izolovali Bifidobacterium animalis subsp. lactis
z lidské a détské stolice, vykala kufat a kraliki a z odpadnich vod. V piipad¢ odpadnich vod
se jedna ziejmé o sekundarni kontaminaci a lidsky travici trak osidluji kratkodobé nasledkem
konzumace fermementovanych mléénych vyrobt s probiotickou kulturou.

Prace byla zamétena na izolaci a identifikaci Bifidobacterium animalis subsp. lactis z
fekalni vzorky od jehnat, telat a psti. Celkem bylo pouzito 10 vzorka od jehnat, 10 vzorka od
telat a 20 vzorkll od psh. Pro transport vzorkl do laboratote byl pouzit Wilkins-Chalgren
bujon (Oxoid). Pro naslednou izolaci byl pouzit modifikovany Wilkins-Chalgren agar
(Oxoid) s ptidavkem mupirocinu podle Rada a Petr (2000), ktery je vhodnym agarem pro
bifidobakterie.
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Identifikace vzorkii na rodovou uroven byla provedena pomoci detekce enzymu
F6PPK. Tento enzym je charakteristicky pro bifidobakterie a napomaha k jejich rozliSeni od
ostatnich anaerobnich mikroorganismii, které se bézn€ vyskytuji v travicim traktu lidi a
zvirat. Pfitomnost enzymu byla potvrzena u vSech testovanych vzorki.

Pro identifikaci na troven rodu byla pouzita spole¢né s testem na pfitomnost enzymu
F6PPK také rodové specificka PCR. Pro tuto metodu byly pouzity komeréné piipravené
primery pro stanoveni na rodovou Uroven Bifidobacterium sp.. Jednalo se o primer Bif164 a
Bif662, které byly pouzity napiiklad 1 ve studii Specifickd detekce a analyza probiotického
kmene Bifidobacterium ve stolici novorozenct vydané R. G. Kok et. al. (1996). Jako ukazatel
spravnosti vysledkii pro rodové specifickou PCR byl pouzit sbirkovy kmen Lactobacillus
casei jako negativni kontrola.

Po identifikaci vzorki na uroven rodu Bifidobacterium sp. nésledovala identifikace na
urovenl druhu, kdy byla pouzita druhové specificki PCR. Pro tuto metodu byly pouzity
specidlné navrZzené primery s oznaCenim Lw-A Lw-B a Bflac 2 a Bflac 5, urcené pro
stanoveni Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Pro kontrolu metody byl pouzit kmen
Bifidobacterium animalis subsp. animalis jako negativni kontrola, coZz doporucuje
Markiewicz et al. (2009). Z vysledkl této metody bylo zjisténo, ze 16 vzorkl pochézejicich
od pstt mé pozitivni reakci jako sbirkovy kmen Bifidobacterium animalis subsp. lactis, ktery
byl pouzit jako pozitivni kontrola. Ostatni Ctyfi testované izolaty ze psich vykali a vSechny
fekalni izolaty telat a jehniat nevykazovaly pozitivni reakci.

U vSech 16 pozitivnich izolat, které byly identifikovany jako Bifidobacterium
animalis subsp. lactis byla pro spolehlivost identifikace pouzita metoda MALDI TOF MS,
kterd je rozdélila do dvou kategorii. Vzorky 34 a 40 byly zafazeny do prvni kategorie,
hodnocené jako velmi pravdépodobna identifikace na druhovou uroven. Ostatnich 14
testovanych vzorkli bylo zafazeno do druhé kategorii, tedy bezpecné identifikace rodu,
pravdépodobné identifikace na uroven druhu. Nejvyssi skore mél vzorek €. 34, jehoz hodnota
skore byla 3,327. Tato metoda se ukazala jako vhodné zvolend a spolehliva pro identifikaci
testovanych vzorkii. Ruiz-Moyano et al.,(2011) pouzil metodu MALDI TOF MS ve své
studii, ktera se také =zabyvala rozliSenim Bifidobacterium animalis  spp. lactis a
Bifidobacterium animalis spp. animalis.

U pozitivnich vzorki reagujicimi s druhové specifickymi primery, byla provedena
podrobngjsi charakterizace. K tomuto stanoveni byly vyuzity fingerprintové metody REP-
PCR a RAPD-PCR. U téchto metod se pouzivad pouze jeden specificky primer na rozdil u
metod PCR. U metody REP-PCR byl pouzit primer (GTG)s, ktery ve své sekvenci obsahuje
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pétinasobnou repetici sekvence GTG. Svec et al., (2005) Gisp&$né pouzili tento primer pro
identifikaci Enterococcus spp. podobné vysledky publikoval i Gevers et al., (2001) u
identifikace Lactobacillus spp. Pro metodu REP- PCR byly vybrany reprezentativni vzorky
izolath ze psich fekalii. Konkrétné Slo o vzorek €. 21, 25, 31, 35 a 39. a pouzity byly navic 4
vzorky jogurtil, které obsahovaly probiotickou kulturu. Pro potvrzeni shody byl pouzit kmen
Bifidobacterium animalis subsp. lactis a jako negativni kontrola byl pouzit sbirkovy kmen
Bifidobacterium animalis subsp. animalis. Pti vyhodnocovani vysledki bylo patrné, zZe
vzorky izolatl ze psich vykali jsou si navzajem podobné a podobaji se Bifidobacterium
animalis subsp. lactis, kdezto profil Bifidobacterium animalis subsp. animalis se od nich lisil.

Dalsi fingerprintovou metodu, kterou jsme pouzili byla metoda RAPD-PCR. Pro
porovnani vysledkli i pro kontrolu spravnosti metody byly pouzité stejné sbirkové kmeny
jako u metody REP-PCR. Metodu jsme provadéli s dvémi rozdilnymi primery. Prvni primer
byl primer 173, ktery také pouZili Briczinski et al. (2009) pro rozliSeni kmentQ Bifidobacterim
longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium infantis a Bifidobacterium suis. Druhym
pouzitym primerem byl primer CRA 23. Tento primer Usp&Sné pouZzili Mayer et al. (2007) pii
identifikaci Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve fekalnich vzorcich prasat. Po ziskani
vysledkit bylo provedeno srovnavani vyslednych zobrazeni. Podle nich bylo rozhodnuto,
ktery z pouZitych primert byl vhodnéjsi ke stanoveni Bifidobacterium animalis subsp. lactis
pomoci metody RAPD PCR. U primeru 173 vznikalo u vSech pouzitych vzorki k viditelné
tvorb€ jednotlivych bandu, které od sebe byly piislusné oddélené. Bylo mozné i potvrzeni, ze
jednotlivé izotaty se neshoduji s negativnim kontrolnim kmenem Bifidobacterium animalis
subsp. animalis. U primeru CRA 23 nevznikalo u testovanych vzorka dostate¢né mnozstvi
oddélenych bandu, které by usnadnily vyhodnoceni vysledkli. Nebyl patrny ani dostatecny
rozdil mezi sbirkovym kmenem Bifidobacterium animalis subsp. lactis a kmenem pro
negativni kontrolu Bifidobacterium animalis subsp. animalis. Proto byl vyhodnocen primer
173 jako vhodnéjsi pro tuto metodu.

Psi kmeny byly na zdkladé vysledkii ANAERO testu 23 schopné fermentovat veétsi
mnozstvi substratli, jako naptiklad xylosu a arabinosu. Obecné se uvadi, ze pravé ptvodni —
divoké kmeny maji schopnost vyuzivat $irSi mnozstvi uhlikatych zdroji. V ptfipadé pouziti
testu API 50 CHL jsme zaznamenali obdobné¢ vysledky.

Pro konecnou identifikaci byla provedena sekvenace vybranych izolovanych vzorkd,
kdy doslo k potvrzeni vSech pfedchozich metod. Metoda sekvenace je povaZzovana za vysoce

spolehlivou a specifickou metodu.
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7. Zavér

U fekalnich vzorki telat, jehniat a pst, které byly testovany na ptitomnost Bifidobacterium
animalis subsp. lactis, se podafilo tento kmen izolovat a identifikovat pomoci sérii metod u 16
fekalnich vzorkitl ziskanych od pst. U vzorkl telat a jehnat se nam nepodafilo tento kmen
identifikovat. Je tedy moZzno konstatovat, Zze druh Bifidobacterium animalis subsp. lactis se

ptirozené vyskytuje v zaZivacim traktu psu.
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9. Seznam pouzitych zkratek a symboli

ATP
BLOG
F6PPK
GIT
MALDI TOF
MRS
MRSD
NADP
NPNL
PCR

REP PCR
RAPD
TPYD

adenosintrifosfat

blood-glukose-liver agar with oxgall andgentamicin
fruktoso-6-fosfat fosfoketolasa

gastrointstinalni trakt

matrix assisted laser desorption/ionization, time-of-flight
De Man, Rogosa, Sharpe

De Man, Rogosa, Sharp + dicloxacillin

nikotinamin adenindinukleotid
Neomycin-paromomycin-nalidixic acid-lithium chlorid
polymerazova fetézova reakce

Interrepetitivni polymerazova fetézova reakce
Randomly Amplified Polymorphic

Tryptone Phytone Yeast + dicloxacillin
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