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Souhrn

Ve své bakal&ké praci se zabyvam stanovenim bakterii v traviciktu telat. Pro
stanoveni bakterii se vyuziva kulttvach metod na selektivnichigach, avSak ne vSechny
mikroorganismy jsou kultivovatelné. Proto bylo allemé bakaléské prace stanoveni
bakterii traviciho traktu telat molekul@biologickou metodou fluoresceni in situ
hybridizace v porovnani s kultitaim stanovenim.

Bakterie traviciho traktu byly stanoveny pomociekéi/nich prostedi. Vzorky
byly odebirany ve &ku 2 — 21 dni. Bslusné ngediné vzorky byly pevedeny do Petriho
misek a pelity médii. Pro bifidobakterie byl pouzit modifikany TPY agar
s mupirocinem (100 mg/l) a kyselinou octovou (1 ImlCelkové péty anaerobnich
bakterii byly stanoveny na Wilkins-Chalgren agarmorky vykali telat byly analyzovany
také pomoci fluoresceni in situ hybridizace (FISH). Principem FISH je navézani
specifické fluorescemé znatené sondy na ribosomalni RNA bakterii, které pakédkuji
v epifluoresceénim mikroskopu. Byly pouZzity sondy z¢ené FITC a Cyb.

Ob¢éma metodami byly stanoveny podobné c¢tyo bifidobakterii. Poty
bifidobakterii stanovené metodou FISH s pouzitimdso zng&ené FITC a Cy5 se
pohybovaly kolem 9,00 log KTJ/g. Kultitai metodou byly bifidobakterie stanoveny v
rozmezi od 6,70 do 9,11 log KTJ/g. Ziskané vysjaakazuji, Ze sonda pro celkovécpp
bakterii nebyla pl&é spolehliva, protoze @ty byly nizSi nez pé&ty bifidobakterii.
Stanovené pity celkovych anaerobnich bakterii pomoci kukivemetody se pohybovaly
v rozmezi od 9,62 do 9,98 log KTJ/gfi Bouziti FISH sondy zri@né FITC byly
stanovené piy v rozmezi 8,59 do 9,10 log KTJ/g a se sondodemau Cy5 v rozmezi od
8,55 do 8,87 log KTJ/g.

Z vyslediki bakal&ské prace je patrné, Ze stanoven&tyabifidobakterii ve
vzorcich vykal telat metodou FISH s pouzitinianych sond jsou srovnatelné s vysledky
ziskanymi kultivéni metodou. Stanovené §ig celkovych anaerobnich bakterii byly nizSi
nez stanovené pty bifidobakterii, a proto pouzitd sonda pro cekkopaty nebyla

vhodna.

Kli ¢ova slova:strevni mikrofléra, telata, FISH, kulti¢ai stanoveni



Summary

Bachelor thesis is focused on determination ofdbhbacteria in calves. Cultivation
selective media is used for the detection of bactbut not all microorganisms are
cultivatable. In order to that, the goal of my baldhn thesis was determination of bacteria
in digestive tract of calves by molecular-biolodicanethod fluorescencan situ
hybridization in comparison to cultivation deteriaiion.

The faecal samples were taken between 2 to 21 afagalves life and bacteria
were detected by selective media. Modified TPY agér mupirocin and acetid acid were
used for bifidobacteria enumeration. The total nemiof anaerobic bacteria was
determined on Wilkins-Chalgren agar. The sample®watso analyzed by fluorescerioe
situ hybridization (FISH). For the FISH method are uspecific fluorescently labeled
probes which hybridise to ribosomal RNA of bacteEaaluation of the test result is done
by epifluorescence microscapy

Probes labeled by FITC and Cy5 were used. Simuarbers of bifidobacteria were
determined by both methods. The number of bifidtéréc determined by FISH method
with the use of probe FITC and Cy5 were about ®0§KTJ/g. Bifidobacteria determined
by cultivation method were between 6.70 and 9.1LK3d J/g. It has been demonstrated
from the results that probe for total number oftbaa was not fully reliable because the
numbers were lower than numbers of bifidobactéMiambers of total anaerobic bacteria
determined by cultivation were between 9.62 an@ 8§ KTJ/g. The numbers determined
using FISH probes marked by FITC were between &8mP9.10 log KTJ/g and with probe
marked Cy5 between 8.55 and 8.87 log KTJ/g.

From the results of my bachelor thesis is cleaat thumber of bifidobacteria in
samples by FISH with the use of various probescaraparable with the results from
cultivation method. The total number of anaerokactbria were lower than number of

bifidobacteria, and so the used probe for the tatahber was not suitable.

Key words: intestinal microflora, calves, FISH, cultivatioetdrmination
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1. UVOD

Mikroorganismy maji nepostradatelnou funkci v tcdmi traktu ziva@icha. Pro
optimalizaci stevni mikroflory 1ze pouzit najklad probiotika. Probiotika jsou definovana
jako Zivé mikroorganismy,ipjejichZz podavani v adekvatnim mnozZstvi vede lepzéni
strevni mikrofléry. Jsou fijimana v potra¥ a zlepSuji vlastnosti igvni mikrofléry
piijemce. Probiotikum musi vSak #plat iizné pozadavky, nesmi byt toxinogenni ani
patogenni, musi odolavat technologickym préoesxi jeho vyrok® a musi byt zdravotn
nezavadny. Jako probiotika pro telata je mozné ipowaké bifidobakterie, které jsou
piirozenou so&asti mikrofléry jejich traviciho traktu. Pro sledov zastoupeni
jednotlivych skupin mikroorganisinv travicim traktu Ize pouZzitizné metody. Klasicky
se pouzivaji kultivéni postupy, které jsou v poslednich desetileticiplitivany nebo

nahrazovany molekul&grbiologickymi metodami.



2. LITERARNI RESERSE

2.1. Stevni mikroflora

SloZzeni gevni mikroflory zavisi na aktualnim stavu jedincg ovlivnéno
genotypem, imunitnim systémemg¢kem, stravovanim, koncentraci kysliku a dalSimi
vnejSimi i vnitinimi faktory. Vyvoj intestinalni mikrofléry je zafgn bthem narozeni
zvirete, kdy je asepticky travici trakt plodu infikovdairozenou mikroflorou vaginy,
travicino traktu matky a mikroflorou z okolniho pti@di. Ne vzdy jsou mitfata
infikovana stevni mikroflérou hem porodu, ale aziipptijimani mléka, kdy nasaji
nedistoty z povrchu vemene. Podstatny vliv na vyvokmoilory traviciho traktu midat
ma zmisob vyzivy (Fanaro et al., 2003).

Sttevni mikrofléra, je zastoupena ngrejSimi druhy bakterii, vit a v malém
mnozstvi i houbami a prvoky. Striktranaerobni bakterief@dstavuji nej$tsi ¢ast tohoto
dynamického systému (Lupp a Finlay, 2005). V tenkstteve se nachazeji ipvazri
fakultativné anaerobni bakterie naprody Enterobacte StreptococcusStaphylococcus
Lactobacillus Bacillus v tlustém gew pak bakterie strikth anaerobni ndp rody
Bacteroides Bifidobacterium Eubacterium Peptococcusa Clostridium (Holm, 2001).
Celkové péty bakterii v travicim traktu se pohybuji kolem®fv Zaludku, od 1tdo10/g
v tenkém dew a nejvice mikroorganisinse vyskytuje v tlustém igvé, kde se péty
pohybuiji od 1€’ do 1d%g (Holzapfel et al., 2001).

2.1.1. Stevni mikroflora u prezvykavai

Existuje jen malo studii se z&menim na dynamiku stvni mikrofléry mladych
piezvykav@. Obecr plati, Ze bakterialni kolonizace@aa E. coli, ktera je zjistitelna ve
vSech oblastech traviciho traktu felh a telat jiz 8 hodin po porodu, laktobacily a
streptokoky jsou fitomny od 1. dne. U zdravého #ete dochazi k rychlému osidleniest
laktobacily, dale ke snizeni ga koliformnich bakterii a dosaZeni populace la&tilb
v celém stew 10-10 burgk na g od 1 tydnedku (Karneyet al, 1986: Smith, 1965). K
mikrobialni kolonizaci bachoru dojde rychle po pawo vysokym pétem striktré

anaerobnich bakteriifpornnych za 2 dny (Fonty et al., 1987).



Vlkové et al. (2006) sledovali vyvoj mikrofléry wiciho traktu telat od narozeni do
véku 7 tydmi (Tabulka ¢. 1). Tii dny po narozeni dominuji koliformni bakterie a
lactobacily. Bifidobacterie byly stanoveny jako doantni skupina bakterii do sedmeého
dne ku, nadale jejich ptiy klesaly. Celkova koncentrace anaerobnich baktera
nejvyssi 3 dny po narozeni, dale se jejicigbsniZzoval do 7. dne a poté byly stabilni po
zbytek studie. RodEnterococcus byl nejmérg pcocetnou skupinou sledovanych
mikroorganisni a jejich p@ty se pohybovaly od 6,38 do 7,29 log CFU/g. Mnoizstv
bakterii roduLactobacilluspokleslo z 8,35 vei¢tim dni wku na 6,67 lof CFU/g podbi
tydnech. NejetSi mnozstvi koliformnich bakterii bylo nalezeno wech dnech Zivota.
Béhem druhého az sedmého tydne bylytpokoliformnich bakterii vySSi nez py
bifidobakterii.

Tabulka¢.1. Mnozstvi bakterii v travicim traktu telat (I&@FU/g + smérodatna
odchylka ; Vlkova et al. (2006).

Bakterie Vek, dny
3 7+1 14+2 21+2 35+2 4912

Anaerobni 10,3+0,22 | 9,86+0,60, 9,97+0,78 9,81+0,32 9,87+0)365890,13
bakterie

Bifidobakterie | 7,67+0,94| 8,86+0,89 8,16+1,25 7,7@21| 7,40+1,16| 6,82+0,66

Laktobacilli 8,356+1,12| 7,48+0,52 7,27+0,98 7,66#1,16,67+0,76| 6,89+1,25
Koliforni 8,96+1,05| 8,04+0,77, 8,41+1,18 8,17+0,93 7,88+0/8217#0,58
bakterie

Enterokoky 7,29+0,59] 6,92+1,08 6,41+0,92 7,17+0,90,06+0,66 | 6,38+0,45

Vroce 1976 Trovatelli a Matteuzzi (1983) sledovaioty bifidobakterii
v bachorové tekutih prezvykavaé a zjistili, Ze pdéty bifidobakterii jsou vySSi u zkdt
krmenych Skrobovym koncentratem nez uravkrmenych objemnymi krmiviWallace a
Newbold, 1992).

K nejvice pdetné skupiy mikroorganizni traviciho traktu mldat savé pati
bifidobakterie. Tyto bakterie byly zji&ty u kraliki, prasat, telat, mysi, krys a dalSich
(Scardovi, 1986)Rada bifidobakterii je hostitelsky specificka. Ni&pad B. suis byl
nalezen pouze ve vykalech pras&epullorumu kura doméaciho B. magnunu kralika.
Nékteré druhy bifidobakterii GZeme nalézt spateé u vice hostitel, jedna se nafklad

pro Bifidobacterium animalit ssp animal{Mitsuoka, 1992).
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2.1.2. Funkce gtevni mikroflory

Mikrofléra traviciho traktu pedstavuje tllezitou komplexni slozku organizmu,
kterda se podili na jeho spravné funkciiegevSim v tlustém i&w. Ma velkou
metabolickou aktivitu a vyzraje seradou dilezitych funkci. Podporuje travici procesy,
protoZze enzymy mikroorganismzlepSuji zaZivani, traveni,épeni. Mikroorganismy,
trvale usidlené v tlustémisig, fermentuji latky pijaté potravou, které projdou nestravené
tenkym stevem. Jedna se o odolné Skroby, neSkrobové polggdgh oligosacharidy a
nékteré proteiny. U dosiého jedince se degrdostane do tlustéhoisva ptimérné 60-

80 g potravy, ktera je mikroorganismy fermentovaagyselinu mlénou a ¢kavé mastné
kyseliny (TMK). V jednom gramu stolice j&ippmno téndt 1012-1014 Zivych bakterii,
které spadaji asi do 500-1000 diyotava, 2003). Velky vyznam maji veeie bakterie
mléného kvaSeni a bifidobakterie, kterfispivaji k udrzeni rovnovahy. Laktobacity
bifidobakterie chrani sliznici tenkéhoreta [fed patogeny f@menou cukfi, na kyseliny,
prispivaji k posilovani imunitniho systému a obrammggmosti. Ml€né bakterie snizuji pH

a osmolaritu progedi, je také potkgen st hnilobnych bakterii a kvasinek (Scharlau et al.,
2009).

2.2. Probiotika

Podle FAO/WHO (2002) jsou probiotika definovan&gazivé mikroorganismy,
jejichz podavani hostiteli v adekvatnim mnozstvilereke zlepSeni igvni mikrofliory.
Nekteri autai navrhuji, aby z definice bylo odstr@mo slovo "Zivé", protoZe pozitivni
acinky na zdravi maji také inaktivované iiné struktury a hbiky mikroorganisni,
hlavre bakterii a kvasinek (Ouwehand et al., 2002).

Jsou pijimana v potrav a zlepSuji vlastnosti igvni mikroflory gijemce (Gomes

a Malcata, 1999). Bakterialni kmen, ktery je vydiiyako probiotikum musi spbvat jisté

musi byt zdravottinezavadny

odolny proti poskozenidhem technologického zpracovani

>

>

» nemel by ovliviovat organoleptické vlastnosti probiotické potrgvin

> bakteridlni kmeny musi mit prokazat&pozitivni vliv na zdravi hostitele
>

nesmi byt toxinogenni ani patogenni
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> bakterie musi mit schopnogtegivat v travicim astroji a byt metabolicky aktivni

Aby mohly probiotické kmeny ovlivnit sloZzeniistni mikrofléry, musi se dala
dostat v dostat@mém mnoZstvi (minimalni mnoZstvi ®lBursk). Probiotika pak upravuji
sloZeni stevni mikroflory a nastoluji jeji rovnovahu, majiotinddoroveé tinky, pasobi i
prevenci piijmovych onemocéni zpisobenych zmnou stravovacich navyk a i
prevenci rotavirovych a jinych fyima (Holm, 2001).

Jestlize ma dochazet k pozitivnimuispbeni na firozenou mikrofléru seva
exogennimi bakteriemi, je nutné, aby tyto mikromigeny po pouZziti hostitelem proSly
celym travicim traktem aZ do teva v neporuSeném stavu s vysokou vitalitou.
Mikroorganismy musi byt odolné k nizkym hodnotam pHaludku, fisobeni travicich

enzymi a &inkam Zlwovych kyselin (Fuller, 1989; Gilliland, 2001).

2.2.1. Funkce probiotik

V piipact spravného podavani, mohou mit probiotileau giznivych viivi na
hospodé&ské zvfata: zvySeni rezistence k infgkm onemocénim, zpisobenymE.coli,
Salmonella, Campylobacter, Clostridiuen rotaviry, zvysSeni ffrastki, absorpce Zivin,
zlepSeni konverze zivin, obohaceni o esencialky |&vySeni dojivosti, zlepSeni kvality
mléka, zlepSeni sndsSky a kvality vajec, zlepSenalit jateiniho €la a sniZzeni
kontaminace masaigporazce (Fuller, 1999).

Ishibashi a Shimamura (1995) studovali vliv pod&hi pseudolonguma L.
acidophilusna mikrofléru traviciho traktu a zdravotni stavated telat. U zwat, kterym
byla podavana probiotika, se snizil vyskyfijprovych onemoceni, u selat se vyrazn
zvySily priristky a snizila mortalita. Proto je vysoky geb probiotickych bakterii

v travicim traktu ml&at savé zadouci.
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2.2.2. Probiotické druhy bakterii
Mezi nejl&zngji pouzivana probiotika (Tabulk&. 2) pati bakterie mléného

kvaseni (BMK) a to hlawhrody Lactobacillus, StreptococcuEnterococcusdale pak rod

Bacillus Bifidobacterium kvasinkySaccharomyce@nadon et al., 2006).

Tab¢. 2 Bakterie pouzivané jako probiotika (Holzapfiehle, 2001)

Lactobacillus Bifidobacterium jiné bakterie ostatni
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus E. coli
faecium
L. delbrueckiisubsp B. animalissubsp. Streptococcus Saccharomyces
bulgaricus animalis thermophilus cerevisiae
L. delbrueckiisubsp B. animalissubsp. Leuconostoc Saccharomyces
lactis lactis mesenteroides boulardii
L. amylovorus B. longumsubsp. Pediococcus
infantis acidilactici
L. casei B. breve Lactococcus lactis
L. crispatus B. longumsubsp.
longum
L. fermentum B. bifidum
L. gasseri
L. plantarum
L. reuteri
L. rhamnosus

SloZeni probiotik musi bytizptisobeno stavu,é&ku a druhu zvete, kterému jsou
probiotika podavana. Vhodné je probiotika zahrndot krmné davky ve stresujicich
obdobich jako je doba odstavu,catek laktace nebo zma sloZzeni krmné davky

(Chaucheyras-Durand and Durand, 2010). Probigika aplikovana zvatim ve forng
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prasku, tekuté suspenze, v lyofilizované férm kapslich, v pitné vag ve forng pasty,
jako kysané mléko nebo suSem@nrazend kultura.

Bakterialni probiotika vykazuji fiznivy efekt @i podavani keéatim, prasaim a
telatim, zatimco probiotika s obsahem kvasinek maji spiSe na dospe prezvykavce.
Pt aplikaci probiotik gezvykavaém je teba pihlizet k wku zvirete s ohledem na vyvinuti
bachoru. U mldat v obdobi mléné vyZivy neni vyvinut bachor a strava obsahuje émén
vlakniny, vice proteifh a snadno zkvasitelnych sachari®roblémem telat jsou {gmova
onemockni, jejichz vyskyt je mozné snizit pomoci aplika@&MK, hlavne pak
Laktobacillus acidophilusdalSi laktobacily a enterokoky. Z ostatnich bakteg jako
probiotika pro pezvykavce pouzivBacillus toyoi(Walace a Newbold, 1992).

Mikroflora bachoru je podstainhafe ovlivnitelna. Probioticka aplikace
typickych bachorovych bakterii je problematickdbate se jedna o kultivané velice
narainé striktni anaeroby. Bylg¢inény pokusy s geneticky modifikovanymi bakteriemi
rodi Fibrobacter a Ruminococcusale bez #tsiho uspchu Céasténého Uspchu bylo
dosazeno B. fibrisolvensg(Krause a kol., 2003). U skotu bylo dosazeno #igjeh &inka
pomoci kvasinek Saccharomyces cerevisjagusobily vziist pH bachorové tavy
s naslednym rozvojem celulolytické mikroflory (Dawset al., 1990; Williams, 1991).

Jako probiotika pro telata je mozné pouzit takilbifakterie, které jsourpozenou
sowasti mikroflory jejich traviciho traktu (VIkova etl., 2006). B aplikaci probiotik je
dulezité zvolit spravny kmen a termin aplikace.

Prvni poznatky o potravindch s obsahem baktericméléo kvasSeni sifznivymi
acinky na lidské zdravi byly popsany ruskyrsdeem lljicem Menikovem (1907), ktery
prisuzovaldlouhowkost balkanské populace, pgkonzumaci fermentovanych nilgych
vyrobka (Tortuero, 1973).

Probiotika jsou podavana jako prevence vznikajrpovych onemoceni. Infeleni
prijem je hlavnim s§tovym zdravotnim problémem, ktery je odpday za rkolik
miliona amrti rainé, hlavre u dti na celém s¥té. V rozvinutych zemich je zaznamenan
kazdor@n¢ stejre velky podil umrti zpsobeny mikroorganismy, které kontaminuji
potraviny (Anonyml, 2003). Hlavnimi patogenyagpbujici péjmy jsou viry a bakterie.
puvodci akutnich pijma u déti jsou rotaviry (Picard et al., 2005).

K nejbéznéjSim zdrofim bakterii s probatickym ¢inkem pati zejména kysané
(fermentované) miiwé vyrobky. Mezi potraviny s nezanedbatelnym obsahe

probiotickych kultur takéradime vysokoddfivané tvrdé syry, mig@ym kysanim
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konzervovanou zeleninu (kysané zeli, rychlokvaSekdrky) a $avu z kysaného zeli.
Opomijenym, ale takéitezitym zdrojem jsou uSlechtilé suché salamy.

Probiotika jsou kultury skladajici se z Zivych nokrganisnd, které jsou prosfgné
lidem i zviratim, protoZze se podileji na zlepSovani rovnovahy oafganisni v travici
sousta¥ (Smith, 1991).

2.2.2.1. Rod Bifidobacterium

2.2.2.1.1. Charakteristika rodu

Bakterie roduBifidobacteriumjsou grampozitivni, nepohyblivé, striktmnaerobni,
nesporulujici tyinky nepravidelného tvaru a vyskytuji se jak jedingt tak i vietizcich
nebo hezdicovitém usptAdani. Nevykazuji katalasovou aktivitu s vyjimkou
Bifidobacterium indicurma Bifidobakterium asteroide@~elis and Dellaglio, 2007). Rod
Bifidobacterium rozklada fermentovatelné sacharidy na kyselinu¢ndé a octovou
v teoretickém molarnim pa¥ru 2:3 (Scolaro2008).

Optimalni teplotatrstu je mezi 37 °C a 40 °C, zastaveistu se pohybuje okolo
minimum 20 °C a maximum okolo 46 °C. Optimalni hoténpH pro tento rod je mezi 6,5
a 7. Rist se zastaviippH nez 8,5. (Holzapfel et al., 2001)¢eré kmeny druhuB.
animalis pouzivané do méénych kysanych vyrobk velmi dolfe prezivaji i v prostedi
s pH 3,5 (Matsumoto a kol., 2004).

Bunééna stna bifidobakterii je sloZzena ze dvou hlavnich kongt:
Peptidoglykanu (murein) a lipoteichovych kyselisoy zastoupeny v malé iaibilkoviny
a polysacharidy (Bonaparte, 1997). Peptidoglykan specificky pro prokaryotické
orgamismy. Peptidoglykanje vice tym u jednotlivych drubi bifidobakterii coz se vyuziva
pro jejich rozliSeni. Lipoteichové kyseliny jsou Igian komponentem bwgtiné sény
bifidobakterii. Jsou to linearni polymery glyceasfatu nebo ribitolfosfatu s glykocidicky
vazanymi cukry. Polysacharidy bimé sény se skladaji &Sinou galaktozy, glukdzy
nékdy i rhamno6zy. Zastoupeni polysacharig@ druhoé specifické a mize se vyuzit i
identifikaci (Fiedler et al., 1981).
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2.2.2.1.2. Vyskyt bifidobakterii

Bifidobakterie ®Bzn¢ osidluji stevni trakt lidi i zviat a také ¥el. Muzeme je
nalézt v odpadnich voda¢hv humannim klinickém materialu (Scardovi, 1986).

Rod Bifidobakteriumje souasti girozené mikroflory traviciho traktdloveka. U
kojenych d@ti tvori vice nez 95 % mtvnich bakterii, u dosgfych jejich podil klesa na
piiblizné 1-10 %. Co se t§e druhového zastoupeni, tBk brevea B. infantisjsou druhy
typické pro kojené i nekojené&ti] zatimco druhyB. bifidum B. catenulatumB. longuma
B. pseudocatenulatuse vyskytuji pedevsim ve stolici lidské populad®. adolescentige
druhem, ktery byl izolovan pouze ze stolice ddsp

Jednou z nejgetnsjSich skupin mikroorganisintraviciho traktu mldat savé
jsou bifidobakterie. ¥Sina drul je hostitelsky specificka. Naijxlad druhB. longumssp
suisbyl nalezen pouze ve vykalech prasat. Dale pak BrypullorumaB. gallinarumbyl
nalezen jen v trvicim traktu kura doméciho. V lmeohu gezvykavdé byly detekovany
druhy B. boum B. pseudolongunssp. globosum, B. thermophilum, B. merycicanB.
ruminantium Posledni dva jmenované druhy byly detekovany aghr z bachoru
(Mitsuoka, 1969).

Jako probiotické kultury se pouZivaji &&g€ji druhy B. bifidum, B. longum, B.
breve, B. theromphilum a B. animabsp lactis Jsou sotasti fady fermentovanych
mlécnych vyrobki (Picard et al., 2005).

2.2.2.1.3. Identifikace bifidobakterii

Identifikace bifidobakterii je provéda pomoci biochemickych postugako je
stanoveni fermentaich charakteristik a stanoveni enzymovych piofiGavini et al.,
1991). V kombinaci s molekul&rgenetickymi metodami (Matsuki et al., 1999; Veatur
2001).

Zpocatku se zkoumala vyhragdmmorfologie bugk popripadct kolonii nebo jejich
kultivacni vlastnosti. Pozfji se za&aly rozvijet biochemické a enzymové testy, z nichz
nejjednodussim enzymovym testem pro bifidobakierfeukt6zo-6-fosfat fosfoketolazovy
test (F6PPK; Scardovi, 1986; Orban a Patterson2)200ento enzym je kibvym

enzymem metabolismu bifidobakterii a je prospecificky.
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Biochemické a enzymové testy jsou zalozeny na studéetabolismu danych
bakterii. RedkEZzné identifikace bifidobakterii fpzvykavé lze provadt na zaklad
schopnosti zkvaSovanip cukna (ribdsa, arabindsa, xylosa, celobidsa a inulirgvati a
Mattarelli., 1991). Identifikace je mozné pro¥&dpomoci komemé vyrabinych
identifikaénich souprav (pro bifidobakterie Ize pouzit hapPl 50 CHL, Rapid ID 32 A).
Stanovené profily se mohou porovnat s refénémi kmeny nebo jsou vyhodnoceny
pomoci numerické identifikace (identifikai databaze, népBacter; Gavini et al., 1991)

V poslednich letech jsou k identifikaci bifidobakteryuzivany také molekulaen
biologické postupy. Molekulagnidentifikacni metody jsou zaloZeny na studiu DNA. iPat
mezi it nag. DNA/DNA hybridizace, sekvergai analyza 16S rDNA, hybridizace se
specifickou sondou a analyza délkového polymorfigestrikcnich fragment (RFLP).
Molekularni dentifikace je zaloZzena na porovnamérimaci obsazené v DNA (Ward and
Roy, 2005).

Existuje mnoho molekularnich metod¢enych k identifikaci, popisu a detekci
bifidobakterii a mnohé z nich jsou zaloZzeny na yr®lsekvenci 16S ribozomalni DNA,
jejichz oblasti jsou druh@nenenné a mohou byt pouZzity ke srovnani sekvenzhych
druhi bakterii. PCR (polymerazovéetizova reakce) a ARDRA (resttiki analyza
amplifikované rDNA) jsou d¥ spolehlivé, jednoduché a citlivé metody k detekci a
identifikaci rodu Bifidobacteriuma jeho drui pomoci specifickych primér (PCR) a
restrikinich enzyni (ARDRA).

DalSi metodou identifikace biodiverzity travicinmktu je FISH, kterA umadkije
detekci bakterialni hiky ve vzorku pomoci navazani fluoreséeh znaiené 16S rDNA,
sondy na rRNA bakterii. Byly vyvinuty rodéwspecifické sondy pro fluoresa#ni in situ
hybridizaci (FISH), ktera je vyuzivana ke stanoveottu bifidobakterii ve fekalnich
(Langendijk et al., 1995) a potravinovych vzorcigtaufmann et al., 1997). Druh&v
specifické FISH sondy v kombinaci sipwkovou cytometrii pouZzili Dinoto et al. (2006)
pro studium dynamiky vyvoje bifidobakterialnich diuochem podavani rafinézy.
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2.3. Kultivaéni metody

Kultivace mikroorganisrin znamena jejich pomnozZenfi gachovani jejich dobré
Zivotaschopnosti s optimalni fyziologickymi vlasstimi. Stanoveni specifickych skupin
mikroorganisni se nize provadt na selektivnich médiich,fiprava mediich je pracna,
kultivace je¢aso¥ narana a metoda je nachylny ke statickym a metodickiigbéam. To
brani objektivnimu hodnocenitevni mikroflory (Langendijk et al., 1995).

Chceme-li mikroorganismy spra¥rkultivovat, musime jim poskytnout vhodné
podminky, které jsou nezbytné pro jejich metabolism VeSkera Zivotnicinnost
mikroorganisni je primo zavisla na wjSich podminkach. K wjSim cinitelam, pisobici
na zivotni funkce mikroorganisin pati obecr veSkeré slozky prosdi, v mz
mikroorganismy Zziji, a to slozky fyzikalni (do kyeh pati: vihkot, osmoticky tlak,
teplota, z&eni, tepani), chemické (chemické slozeni predt, reakce prostdi - pH,
oxidoredukni podminky - rH) a biologické {pdevSim metabolické zplodiny, antibiotika a
protilatky). Oproti molekular&genetickym metoddm nelze detekovatloy které jsou
mrtvé, poSkozen&ast&ne nebo Uplg rozpadlé (Moter and Gobel, 2000).

2.3.1. Kultivaéni média

Kultivacni médium je progedi, ve kterém mikroorganismy Ziji a mnozi. Kultea
musi probihat za optimalnich podminek: reakce pedstpH), oxidoreduini podminky
(rH), vihkost, teplota, kyslik atd.

Podle skupenstvi Ize média rafitl na pidy tekuté, polotuhd, tuha.riRladem
tekutych mid jsou nejrozmanidjSi druhy bujénu, jejich vyhodou je snadniigtup vody a
Zivin k mnozicim se mikrabm. Rist bakterii se na nich projevi obvykle zakalem cvp
sedimentem nebo blankou. Nevyhodou vsak je, Zékalz nelze stanovitipsny pdet a
izolovat. Pevné {dy se pipravuji ztuzenim z&kladu se Zivinami pomoci ag&tery je
smesi polysacharidl extrahovanych z rudych rfekychias (Potter, 1993).

Muze byt pouzit Wilkins-Chalgren agar, na kterém snaevuje celkovy péet
anaerofl. Také je doportovano pouziti TOS (Merch) agar media, ktery podorist
bifidobakterii (Rada a Koc, 2000). Pro stanovefitlbbakterii, je dlezité gidat k agaru
mupirocin (MUP), tedy antibiotika, které patlge mist vSech bakterii mé&ého kvaSeni a

kyselinu octovou, ktera potiaje vyskyt stevnich bakterii. Jednim Zigladi je stanoveni
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pomoci modifikovaného Wilkins-Chalgren agaru (Ojoid pidavkem mupirocinu
(100mgl/l), ledové kyseliny octové (1ml/l) a sojoedbeptonu (5g/l) takto byly izolovany
bifidobakterie z traviciho traktu telat a jeit na mléné vyzivw (BuneSova et al., 2012).

DalSi cleni je podle sloZzeni acélu, k remuz jsou fidy pouzivany a to na
z&kladni, selektivni, diagnostické, selektivdiagnostické (Votava, 2003). Z&kladni
(univerzalni) idy poskytuji vhodné prastdi pro velké mnoZzstvi fyziologicky odliSnych
mikroorganisni. Selektivni idy umozuji vypéstovani pouze vybranych mikrbbNa
pudach diagnostickych Ize prokazat obsahuji¢ityaisubstrat, ktery je fermentovatelny jen
Uzkou skupinou MO. ®ly selektivi-diagnostické kombinuji principy obou typ
piedchozich fid (Votava, 2003)

Mnoho kultivagnich i mikroskopickych metod se pouZziva pro detekdzolaci
mikroorganisni z povrchii, pady, vody a z dalSich prasdi, nap. stevniho obsahu.
Mikroskopické studie vSak ukézaly, Zzéhhizné 60-90 % stevnich bakterii nefZe byt
kultivovano (Suau et al., 1999) auwbdu jejich zfisobu Zivota ve strikth anaerobnim
prostedi, a proto také pro charakterizadieshi mikroflory kultiv&ni techniky nejsou
vzdy vhodné. Pdoeba kultiv&nich technik se sice nevyluje, ale diky neustalému
zdokonalovani a rozvoji molekularmiologickych metod se pro detekci anadraacaly
vyuzivat bezkultivéni metody zaloZzené na molekularni analyze DNA (eaml., 2002).

Jedna z takovych metod je ritgad FISH, ktera je dale popsana.

2.4. Fluorescemini in situ hybridizace (FISH)

Fluorescetini in situ hybridizace (FISH) je metoda pouZivanarkng vizualizaci,
identifikaci, kvantifikaci a lokalizaci jednotlivyt mikrobialnich bugk a jejich skupin
Vv jejich pirozeném prosedi. Tato metoda se v poslednich leteatatzapouzivat spolu s
PCR jako jedna z hlavnich metod pro detekci mikgaarsmnii, zejména bakterii. Metoda
je caso¥ nenargnd a dostatm¢ selektivni a je vyuZitelnd v négnéjSich oblastech
mikrobiologie.

Umoziuje detekci kultivovanych, ale i zatim nekultivoyah mikroorganism,
kombinuje gesnost molekularni genetiky s vizualni informaaehikroskopie (Moter and
Gobel, 2000). Metoda nevyzaduje kultivaci, coz uige Kkvantifikovat i
mikroorganismy, které jsou nekultivované nebo kwoiiané velice obtizh) jednd se

zejména o anaerobni obyvatele traviciho traktu §@laket al., 2004)

19



Principem FISH

je navazani specifické fluoresten znaené sondy na

ribosomalni RNA bakterii, které pak &glkuji v epifluorescetnim mikroskopu. Postup

zahrnuje nasledujici kroky (viz obrl) po odiru vzorku se vzorek fixuje, nasletin

hybridizuje gislusSnymi sondami, potom se odmyvdelpyt&na sonda a nasleduje

vizualizace epifluorescénim mikroskopem nebo filokovou cytometrii.

obr¢.1 Postup FISH (http://www.biovisible.com/indexRBp?page=fish)
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V mikrobiologii je nej&Zr¢ji pouzivaji geny pro 16S rDNA, tato oblast se iyaz
pro jeji fylogenetickou stabilitu a jeji velké mreivi ve fyziologicky aktivnich hikéch.

DalSi sondy, které se mohou vyuzit pro FISH, jsondy gisedajici k 23S rRNA, 18S
rRNA a v posledni dabi mRNA (Wagner et al., 1998).

Langendijk et al., (1995) byli pkopniky pouzivani FISH pro stanovenic¢po
bifidobakterii ve fekalnich vzorcich zet a lidi.
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2.4.1. Historie FISH

In situ hybridizace (ISH) byla vyvinuta nezavisle na &ab&ma vyzkumnymi
tymy Pardueho v roce 1969 a Johnovo 1969. Gmréa DNA nebo 28S RNA byla
vpravovana do ooc§tzab Kenopush dale byla detekovana pomoci microautoradiografie
Tato technika byla pouzita k vy$eni nukleovych kyselin uvrfiburek, aniz by se zgnila
morfologie buiky.

Od té doby byla ISH upravena pro studium evoludeomozomalni analyzu
naddofi a leukémii a cytogenetické studie. Nakonec tatdod# byla zavedena do
bakteriologie podle Giovannoni et al., (1988),ikigoprvé pouzil ozngeni rRNA sondy
pro mikroskopickou detekci bakterii. Poté DeLon®89) poprve pouzil fluoresceni
znaeni oligonukleotid pro detekci jednotlivych mikrobialnich bék

V prvnich experimentech se DNA sondy &haradioaktivnimi izotopy {H, %P,
¥p, *°3). Detekce radioaktivnich sigfidrvala az skolik tydni a doba expozice zaleZela
na mnoZzstvi a koncentraci navazané sondy, nebytwj#né dofedu odhadnout, a proto
bylo vzdy @ipraveno kolik preparat, které byly postuphvyvolavany (Wilcox, 1993).
lepSi rozliSeni a nenfeba dalSi deteki kroky krong vizualizace pomoci mikroskopie
nebo pfitokové cytometrie. Krotitoho mohou byt ozrigny fluorescetni sondy barvami
s miznou emisni vinovou délkou a tim uniofi detekci kkolika cilovych sekvenci v

jednom kroku hybridizace.

2.4.2. Sondy a jejich zn&eni

Metoda je zaloZena na navazani fluoregn&znaené oligonukleotidové sondy na
rRNA testovaného kmene bakterii. Pro FISH musimgray sprdvné sondy a tedy brat v
Gvahu specitinost, citlivost a pinik do bakterii. Typickad oligonukleotidova sonda je
dlouh&a 15 a 30 parbazi (bp) a je generovana na zaklagnetickych databazi. Délka
sondy ovlivauje jeji prostupnost butinou sénou a mnozstvi barviva, které Ize na sondu
pripevnit. Kratké sondy maji snaz&istup K cili.

Sondy jsou oznmny fluorescetnim barvivem, které umanji detekci a

kvantifikaci specifickych bakterialnich populaciluérescenni zna&ené oligonukleotidy
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jsou kome¢né dostupné. B pokojové teplot a ve tng, mohou byt ulozeny azéhkolik

mésiaql.

2.4.3. Fluorescedni barviva

K ptechodu elektroin na vysSi energetickou hladinu neboli excitaci dathpo
oz&eni fluorescetniho barviva sstlem vhodné vinové délky. Tento stav je vSak
nestabilni a elektrony se vraci do zakladniho staMti tomto procesu dochazi
k uvoliovani s¥telné a tepelné energie, kterou lze zaznamenat faktelny viem,
mikroskopem nebo kamerou. Jedna nebo vice molékarescerinich barviv je pipojena
chemicky Bhem syntézy sondyies aminolinker na 5-konci nebo enzymaticky pomoci
transferazy na 3-konci (Moter et al., 1998)

Fluorescetini barviva se pouZivaji nggsgji a jsou také nejrychlejSim,
nejlevrejSim a nejjednodussim apobem, protoZze dale nevyZaduji Zadné dalSi detek
kroky po hybridizaci kror&d mikroskopie. Barviva &né pouzivané pro FISH

v mikrobiologii jsou uvedena v tabul¢e3

Tabulka ¢. 3 Barviva pouzivané pro detekci mikroorganisrmetodou FISH
(Cullander, 1999)

Fluorochrom Exitace Emise Barva
Fluoresceinderivaty

Fluorescein-isothiokyanat (FITC) 492 528 Zelena
5-(-6-)carboxyfluorescein-N- 488 520 Zelena

hydroxysuccimid-ester

Rhodaminderivaty

Tetramethyl-rhodamin- 557 576 Cervena
isothiokyanat (TRITC)

5-karboxy-tetramethyl-rhodamin- 555 576 Cervena
N-hydroxy-succinimid-ester

(TAMRA)

Texasred 583 603 Cervena
Kyanova barviva

Cy3 550 570 OranzZova
Cy5 651 674 Infréervena
6-diamidino-2-phenylidol 345 455 modra

dihydrichlorid (DAPI)
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Mohou byt pouzity multibandpass filtry pro mikroghoké pozorovéani vicebarevné
FISH. Metodu mnohobarevné FISH (mFISH), zaved| Speichat.e/ roce 1996. M-FISH
je zaloZzeno na kombinatornim zeai, které poskytuje nejjednodussi agpb
mnohonasobného ozteni sondy. Sondy jsou ztené bd’ jedinym fluorochromem nebo
kombinaci fluorochrorh, coZ zvySuje p&et rozpoznatelnych DNA sekvenci (Nederlof et
al., 1989). Technologie mFISH nevyZaduje Zadné igpecvybaveni, je vSak zagebi
sada Sestitznych optickych filth (pro 5 fluorochromi a DAPI) zahrnujicich Gzky
spektralni interval 350-770 nm, coZ umaje vysoky stupe rozliSeni vSech moznych
fluorochromovych pdr a vy3Si citlivost obrazu. Z&kladnimiétp pouzivanymi
fluorochromy byly v prvnich experimentech FITC (gaéni maximum 490 nm, emisni
maximum 520 nm) a kyanidova barviva Cy3 (554 a 868, Cy3.5 (581 a 588 nm), Cy5
(652 a 672 nm) a Cy7 (755 a 778 nm). Od té dobjodognnoha zrdindm a modifikacim
v mikroskopii, analyze obrazu a byla vyvinuta ngederace DNA sond (Speicher, 2001).

Pro identifikaci pomoci vicebarevné FISH u baktegi pouzivaji izr¢ znaiené
sondy. Napiklad se niZze pouzit sonda CY5 pro bidifobakterie a FITC prook, poté
bude kazda bakterie &elkovat jinou barvou.

Kombinované fluorochromy by &y mit ostré emisni vrcholy, aby se zabranilo
spektralni pekryvu mezi sondami¢imZ se eliminuji problémy. Nejjagisi a nejvice
fotostabilni barvivo by se #&b pouzivat pro vzorky sdéekavajicim malym ptem
bakterii.

2.4.4. Fixace a hybridizace

Pred hybridizaci musi byt bakterie zafixovany dizpisobeny pro pmik
fluorescentni sondy do bky a chranit RNA proti rozkladu endogennimi RNarao
fixaci se &Zn¢ pouzivaji roztoky etanolu, metanolu, formaldehpeébo formalinu.

Fixacni podminky se mohouiznit a zaviseji na cilovém organismu a na druhu
vzorku nebo tkah SpecifEnost Ize nastavit zémou koncentrace formamidu nebo
hybridizani teplotou. Formamid sniZuje teplotu tani oslabewiodikové vazby, tudiz
umoziuje snizZeni teploty pouZiteln&ipgachovani citlivosti. Efektivni fixace jettbZitq
pro uspokojujici pibéh reakce, ale bohuzel j&Zké ji optimalizovat. Obeenplati, Ze pro

gramnegativni bakterie, se da pouzit 3-4% formaldehebo paraformaldehyd. Pro
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grampozitivni organismy, se da vyuzit 50% etandlonetanol s formalinem v pafmu 9:1
(Jurtshuk et al., 1992; Brown-Howland et al., 19Q8l|ler et al., 1994).

Po fixaci nasleduje hybridizace. Je to procéskigrém se sonda komplementarn
vaze na rRNA. Hybridizace musi byt pro¢ad za pesr¢ danych podminek, prtadné
navazani sondy do cilové sekvence RNAedeltaty hybridiz&ni pufr obsahujici
fluorescen¢ znatené sondy komplementarni k cilové RNA je aplikoud@n vzorku.
Hybridizace probiha v tmavé vihké hybridind komirce, obvykle p teplotach mezi 37-
50 °C. Hybridiz&ni doba se pohybuje v rozmezi od 30 minut az fmlik hodin. Poté
jsou vzorky oplachnuty destilovanou vodou, aby gistmanily nenavazané sondy.
Promyvaci pufr je regulovariznou koncentraci soli, aby se snizilo mnozZstvid&ino
odpadu (Lathe, 1985).

2.4.5. Vyhodnoceni

K vyhodnocovani FISH se pouzivda koneeh epifluorescetni mikroskop
s pripojenou kamerou a analyticky software ungici digitalizovat a nasledrzpracovat
snimky. Déle Ize vyuzit konfokalni laserové skerwdvaikroskopie (CLSM - confocal
Laser Scanning Microscope), poskytujgsy ostrost pizovanych snimik a také pesnost
prostorového usgadani mikrobialnich spatenstev v mist jejich prirozeného vyskytu.
Signaly FISH mohou byt zaznamenany také pomaitiogové cytometrie (FCM — Flow
Cytometry). Tato metoda se vyuziva pro automatimouskvantifikaci mikroorganisinve
vod a dalSich vzorcich, ale neposkytuje zadné infoemacmorfologii a usp@dani
mikroorganisni a nelze tak rozlisit faleSné pozitivni vysledkgk¢ jsou zbytky barviva a
jiné obarvené materialy (Amann et al., 2001; Mated Gobel, 2000).

2.4.6. FaleSné pozitivni vysledky
Nekteré faleSné pozitivni vysledky jsou tgmbeny auto—fluorescencitkterych
mikroorganisni. U nekterych druli kvasinek, bakterii rodiPseudomona, Legionella

cyanobakterii a druh methanogenich bakterii se autofluorescence vygkydtirozerg.

Autofluorescence lze teké nalézt v materidlechrkoleakterii ve vzorcich z zivotniho
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prostedi, jako je aktivovany kal, rostliny nebo pitnadeg kde je zfisobena firodnimi
biologickymi nebo anorganickymi tistotami.

Nekteré typy autofluorescence lze eliminovat vhodnyfiftry, ale pokud je
zkoumany vzorek z neznameého slozZeni, je nutmé yitdglem autofluorescenci &t.
V jiném pripad® maze dojit k nespecifickému navazani FITC sond narofyl, hlavre ve
vzorcich z traviciho traktuipzvykavdé. Presnost a specéinost FISH zavisi na kvadit
oligonukleotidové sondy. Sondy jsou odvozovany ekivenci ulozenych v databazich, a
jelikoz jsou tyto databaze ¢kdy negesné, mohou byt i sondy znich odvozené
nespecifické a poskytovat tak faleSné pozitivnnélg. Lze vyuzit sondy pro étovani
piesnosti, které jsou cileny doiznych oblasti 16S rRNA a ozfeny tiznymi
fluorochromy s#iznou exciténi vinovou délkou (Amann et al., 1995; Amann et 2001,
Moter and Gdbel, 2000).

2.4.7. FaleSné negativni vysledky

FaleSné negativni vysledky nevykazuji Zadné signélyzorku, i kdyz by r&.
Tyto vysledky jsou zfisobeny gkolika faktory.

Malé mnozstvi bukk ve vzorku nize zpisobit, Ze pod mikroskopem nebudou
7adné biiky pozorovatelné. Obvykle je velmi obtizné detekaweér ne? 18 bursk/cn?,
respektié¢ méré nez 16 bunsk/ml vzorku. Nizka intenzita signalmize byt zgisobena
Spatnou fistupnosti rRNA pro sondy, ki jeji trojrozmérné struktie. Také struktura
grampozitivnich mikroorganisim To Ize kompenzovat pouzitim vhodnych firé&h
meédii. Metabolicky neaktivni hkiky obsahuji velmi malé mnozstvi rRNA. Nizka
fyziologick& aktivita zfispbuje slabsi signaly a neobjektivni kontrolu (Amatal., 1995).
VeétSina fluorochrom po excitaci rychle ztraci na intengitproces je nevratny aibe
nastat v dob od rekolika sekund do ¢kolika minut. Proto je tedy vhodné pouZzivat stabiln
kyanova barviva a upoutavaci média, ktera sod@st€ne ochrani. Proto je idezité

uchovavat vzorky f&d sluncem (Moter and Goébel, 2000).
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3. HYPOTEZA

Hypotéza 1: Pro detekci bifidobakterii I1ze pousiné metody. Metody kultivai
a FISH budou aplikovany na stanoveni bakterii vitién traktu telat. P&ty bakterii budou
srovnatelné.

Hypotéza 2: P&ty bakterii stanovené metodou fluorestrdnin situ hybridizace
budou rozdilné oproti metédkultivacni.
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4. CiL PRACE

Pro kvantifikaci bakterii traviciho traktu se&Zm¢ pouzivaji selektivni gstebna
prostedi. OvSem ne vSechny mikroorganizmy jsou kultitele, proto je cilem mé
bakal&ské prace stanoveni bakterii ve vzorcich z tragitidktu molekular&biologickou

metodou fluorescemi in situ hybridizace v porovnani s kultigaim stanovenim.
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5. MATERIAL A METODY

Pro stanoveni byly pouzity dvodlisSné metody, které naslediyly statisticky
vyhodnocené. Pro celkovy pet bakterii a bifidobakterii byla pouzita molekunkér
genetickd metoda fluorescente situ hybridizace (FISH). Déle se jednalo o kultina

stanoveni na selektivnich médiich.

5.1. Ustdjeni telat

Bylo testovano 9 telat, kterAd byla odchovana nam&amDvorec (VKeiska
zentdélska a.s., Wen, Plzaisky kraj). Telata byla ustajena v individualnichxeoh.
V prvnich 4 dnech byla telata krmena mlezivem oél ivatky, dale pak mlékem od dojnic
az do ¥ku cca 3 misicl. Na krmny den bylo podavano minimélmnozstvi 6 | mléka
maximalré 8 | mléka. Od 7. Dne&ku jim bylo podavano granulované krmive@T —
SBK GP 3) sovsem a byl umain volny gistup kvod. Telata jsou odchovana
v individualnich venkovnich boudach a veéku asi dvou misial jsou evezena do
teletniku, kde je skupinové ustdjeni po 8 az 10 lkdividualni venkovni bouda je
pouzivana p vzdusném odchovu telat po dobu jejich &mié vyZivy. Telata jsou timto
zpisobem ustajena individud@ve venkovnich klimatickych podminkach, tyto podkyin
vytvareji priznivé redpoklady pro dobrou kondici a zdravotni stavaviV teletniku jsou
ustajena skupin@v a prechazeji na rostlinnou vyZzivu v cc@eth ngsicich. Zadné
z testovanych telat nebylo ofto antibiotiky a vSechny telata byla narozefieopenou

cestou.

5.2. Odbgr vzork i

Vzorku vykali byly odebirany sterilnimi rukavicemicimo z rekta do zkumavky
s anaerob® pripravenym Wilkins-Chalgren bujonem vekwu 2, 3, 5, 9, 14, 21. Vzorky
vykali byly ihned po odéru preneseny do zkumavek naghych Wilkins-Chalgren
bujonem s 20% glycerinem a zamrazeny. Wilkins-Qtegddoujon byl pouZit pro vytueni

fedicichiad ze vzork vykali. Vzorky vykali byly pouzity pro mikrobiologicky rozbor a
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analyzu pomoci fluorescenae situ hybridizace (FISH). VSechny metody jsou podrgbn
popsany nize.

5.3. Kultivaéni stanoveni

Kultiva¢ni vysledky byly ziskany z diplomové prace Janynisgbvé. Bakterie
traviciho traktu byly stanoveny pomoci selektivnfmostedi. Rislusné ngedéiné vzorky
byly prevedeny do sterilnich Petriho misek izljty médii. Pro bifidobakterie, byl pouzit
modifikovany TPY agar s mupirocinem (100 mg/l) asé&ynou octovou (1 ml/l) podle
Rada a Petr (2000), celkoveé ¢pp anaerobnich bakterii byly stanoveny na Wilkins-
Chalgren agaru. Misky &ené ke kultivaci bifidobakterii a anaerobnich bektbyly
umiseny do anaerostatu s nizkoteplotnim katalyzatorexoi@®BR 42). Anaerostat byl
naplren plyny CQ a H, v pontru 10 % : 90 %. Kultivace probihala v anaerobnim
prostedi @i 37 °C 72 hodin, Po kultivaci byly spieny narostlé kolonie a vysledek byl
vyjadien jako log KTJ/g.

5.4. Fluorescegini in situ hybridizace (FISH) — fluid metoda

Pro kvalitni detekci bifidobakterii ve vykalechdebyla pouzita FISH souprava pro
Bifidobacteriumspp. a pro celkové gty bakterii metoda fluid (RiboTechnologies 2008).
Souasti této sady jsou rodégpecifické oligonukleotidové sondy ziema déma fiznymi
barvami, které pronikaji do kky a po navazani na ribozomalni RNA é®lkuji
v epifluoresceénim mikroskopu (Langendijk et al., 1995).

Cerstw odebrané vzorky vykalbyly naedtny v MPC1 pufru do koncentrace 0,1
g/ml, bylo gidano asi 10 sklemych perel a vzorek byl promichan. K ods#r@irhrubych
necistot byly vzorky centrifugovany 1 minutuiipl00 ot/min. Bylo odebrano 100 pl
supernatanu, ktery obsahoval bakterieidgno 10 pl fixénio roztoku a biky byly
fixovany 4 hodiny p 4 °C. Po této dabbyly buiky centrifugovany 5 minutip 12000
ot&kach a 2x promyty MCP1 pufrem. Bky byly resuspendovany ve 100 pl
permeabilizanim roztoku A, ktery z@sobil perforaci bu&ny stny. Nasledovala
inkubace p -20 °C. Deset pl permeabilizovanych kknbylo pridano ke 100 ul
predeltatého hybridizéniho roztoku a hybridizovano 16 hodin veétmii 45 °C. Po
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hybridizaci bylo odebrano 50 pl suspenze, ktera pybmyta 4 ml fedetlfatého MCW1
po dobu 20 minut ve t&n Potom byl cely obsah zkumavky Zzfiltrovarep membranovy
filtr, ktery byl umistn na podlozni sktko, na #mz bylo nakapano 6 pl upoutavaciho
roztoku, dalSich 6 pl téhoz roztoku bylo nepipetmvaa povrch filtru, ktery byl nasleédn
prekryt krycim sklékem. Buky byly vizualizovany pomoci epifluerescariho
mikroskopu Nikon E - 800 sfiltrem FITC (495/520 »mCy5 (649/670 nm)
excitace/lemise, ve kterém iiky s navazanou specifickou sondou FITC ze&len
swtélkovaly a Cyb5 sétélkovalycerverg. Paiet burgk byl stanoven pomoci softwaru Lucia
5.10. Pdet burgk byl spaitan pémérné na 10 polich. Pro vyget bakterii na gram
vzorky se pouZzival vzorec:

X * M = Df

Pocet bakterii/1g vzorku = 3

X -pramérny patet swtélkujicich bugk na snimku
M — celkovy p@et polich na efektivnim povrchu filtru
Df —tedici faktor (50*10*5)

S — hmotnost vzorku v gramech
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6. VYSLEDKY

Stanovené pity bakterii jsou uvedeny v grafech 1, 2 a v piloze ¢. 1 jsou
uvedeny zrsrené hodnoty. Vysledky stanovené metodou FISH aviadhii metodou byly
mezi sebou statisticky porovnany.

Kultiva¢ni metodou byly ve vzorcich stanoveny celkovétpdakterii, ptimérna
stanovend hodnota byla 9,83 log KTJ/g. Dale bylgnsveny kultivané bakterie
Bifidobacteriumspp, jejich pimérna hodnota byla 8,34 log KTJ/g. Pro stanoveni bylo
pouzito molekular&genetické metody FISH. Sondy byly Zeaé bd’ FITC nebo Cy5 a
byly specifické pro celkové gty a bifidobakterie. Rimérna hodnota pro celkoveé §y
(CP) s pouzitim sondy ztné FITC je 8,89 log KTJ/g a s pouzitim sondyceng Cy5 je
pramérna hodnota 8,75 log KTJ/g. Stanovendnmirna hodnota bifidobakterii pomoci
sondy zn&ené FITC je 9,08 log KTJ/g a stanovend@m¥rna hodnoda bifidobakterii
pomoci sondy Cy5 je 8,99 log KTJ/g.

Bifidobakterie byly stanoveny kulti¢ai metodou v rozmezi od 6,70 do 9,11 log
KTJ/g. Metodou FISH se specifickou sondou pro bifidkterie FITC v rozmezi od 8,82
do 9,3 log KTJ/g a pomoci sondy zeaé Cy5 v rozmezi od 8,89 do 9,26 log KTJ/g.
Celkovy paet bakterii byl stanoven kultizai metodou v rozmezi od 9,62 do 9,98 log
KTJ/g. Metodou FISH se specifickou sondou pro cetkpaity bakterii FITC v rozmezi
8,59 do 9,10 log KTJ/g a pomoci sondyare Cy5 v rozmezi od 8,55 do 8,87 log KTJ/g.

Tabulka¢. 4: Pamérné paty bakterii ve vykalech telat (log KTJ/g £ sm. oglita)
vysledky byly vyhodnocené analyzou rozptylu

bifidobakterie pimér £ | celkovy praimér  +
sm.odchylka | pocet sm.odchylka

FISH FITC |9,08 +0,20 | anaerobnich | FISH FITC | 8,89 +0,23

FISHCY5 |8,99+0,16 | bakterii FISH CY5 8,75+ 0,14

Kultivagné | 8,34+ 0,85 Kultivagné [ 9,83 +0,14

Hodnoty ve sloupcich s odliSnymi indexy se statigtivyznamg liSi
Dale byly mezi sebou porovnany qbp bakterii stanovené jednotlivymi metodami

v jednotlivych dnech. V tabulcg 5 jsou porovnany vysledky stanoveni bakterii meto
FISH @i pouziti tiznych sond.

31



Tabulka ¢. 5: Pd@ty bakterii ve vykalech telat (log KTJ/g

+ sm. oglia) stanovené

v jednotlivych dnech metodou FISH s pouzitim somdgtené CY5 a sondy FITC

vek FISH FITC | FISH CY5

2 9,21+0,54* | 8,89+0,05*
3 8,96+0,37 8,96+0,15

5 9,03+0,20 9,07+0,26

9 8,82+0,13 8,83+0,23

14 9,10+0,34 8,91+0,42
21 9,38+0,14* | 9,26+0,07*
*P > 0,05

Mezi paity bifidobakterii stanovené metodou FISH s pouZsgijmacifické sondy pro
bifidobakterie zn&ené CY5 a znmné FITC byly podobné a statisticky vyznanse

neliSily. Rozdily byly statisticky vyznamné veku 2 a 21 dni na hladinvyznamnosti (P

> 0,05).

Tabulkac. 6: Pa@ty bifidobakterii ve vykalech telat (log KTJ/g + smdchylka) stanovené
v jednotlivych dnech kultivené a metodou FISH s pouzitim sondy Zeaé CY5

Vek FISH CY5 kultiv&né

2 8,89+0,05** | 6,70+1,86**
3 8,96+0,15 8,84+0,46

5 9,07+0,26 9,11+0,66

9 8,83+0,23* | 8,50+0,29*
14 8,91+0,42* | 8,38+0,66*
21 9,26+0,07**| 8,52+0,81*4

*P >0,05, *P>0,01

Mezi paity byly statisticky vyznamné rozdily veéku 9 a 14 dni na hladin
vyznamnosti (P > 0,05) a veéku 2 a 21 dni na hladinvyznamnosti (P > 0,01). Vetku 3

a 5 dni nebyly rozdily statisticky vyznamné. Bifidixterie stanovené metodou FISH se

sondou CY5, ktera je specificka pro bifidobaktevigstoupaly ve ¥ku 21 dni na hodnotu

9,26%0,07 log KTJ/g, a bifidobakterie stanovené kuliw& vystoupaly na hodnotu

8,5210,81 log KTJ/g, na hladi#&vyznamnosti (P > 0,01).
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Tabulkac. 7: Pa@ty bifidobakterii ve vykalech telat (log KTJ/g + smdchylka) stanovené
v jednotlivych dnech kultiveané a metodou FISH s pouzitim sondy Zeaé FITC

vek FISH FITC | kultiv&ne

2 9,21+0,54**| 6,70+1,86™*
3 8,96+0,37 8,84+0,46
5 9,03+0,20 9,11+0,66
9 8,82+0,13* | 8,50+0,29*
14 9,1+0,34** | 8,38+0,66*
21 9,38+0,14**| 8,52+0,81*}

*P >0,05, **P >0,01

Mezi paity byly statisticky vyznamné rozdily veéku 9 dnu na hladih
vyznamnosti (P > 0,05) a ve&ku 2, 14 a 21 dni na hladirvyznamnosti (P > 0,01). Ve
véku 3 a 5 dni nebyly rozdily statisticky vyznamnéfiddbakterie stanovené metodou
FISH se sondou CY5, kterd je specificka pro bifigktierie, vystoupaly veéku 21 dni na
hodnotu 9,38+0,14log KTJ/g, a bakterie stanovené kulim& vystoupaly na hodnotu
8,52+0,81 log KTJ/g, na hladi®vyznamnosti (P > 0,01).

Tabulkac¢. 8: Pa@ty celkovych anaerobnich bakterii ve vykalech télayy KTJ/g + sm.
odchylka) stanovené v jednotlivych dnech kultiwaa metodou FISH s pouzitim sondy
znaené CY5

vek FISH FITC FISH CY5
2 8,73+0,05 8,69+0,10
3 9,10+0,40** | 8,64+0,21**
5 8,95+0,47 8,85+0,37
9 8,5940,21 8,55+0,40
14 8,78+0,50 8,87+0,26
21 9,18+0,02 8,87+0,49
*»* P>0,01

Mezi paity byly statisticky vyznamné rozdily veéku 3 dnu na hladih
vyznamnosti (P > 0,01). Vetku 2, 5, 9, 14 a 21 dni nebyly rozdily statistiekgznamné.
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Tabulka¢. 9: Paty celkovych anaerobnich bakterii ve vykalech t¢lag KTJ/g £ sm.

odchylka) stanovené v jednotlivych dnech kultiwaa metodou FISH s pouzitim sondy

zna&ené FITC

vek FISH FITC | kultiv&ne

2 8,73+0,05* | 9,62+0,75*
3 9,10+0,40* | 9,90+0,42*
5 8,95+0,47**| 9,98+0,29**
9 8,59+0,21**| 9,69+0,27**
14 8,78+0,50* | 9,91+0,48*
21 9,18+0,02* | 9,86+0,37*

*P>0,05 *P>0,01

Mezi paity byly statisticky vyznamné rozdily vetku 2, 3, 14 a 21 dni na hladin

vyznamnosti (P > 0,05) a véku 5 dni na hlad&vyznamnosti (P > 0,01).

Tabulka¢. 10: Pé@ty celkovych anaerobnich bakterii ve vykalech t@lag KTJ/g £ sm.

odchylka) stanovené v jednotlivych dnech kultiwaa metodou FISH s pouzitim sondy

znaené CY5

veék FISH CY5 kultivane

2 8,69+0,10* 9,62+0,75*
3 8,64+0,21** | 9,90+0,42**
5 8,85+0,37** | 9,98+0,29**
9 8,55+0,40** | 9,69+0,27**
14 8,87+0,26** | 9,91+0,48**
21 8,87+0,49* 9,86+0,37*

*P >0,05, *P>0,01

Mezi paity byly statisticky vyznamné rozdily veéku 2 a 21 dni na hladin

vyznamnosti (P > 0,05) a veéku 3, 5, 9 a 14 dni na hladinyznamnosti (P > 0,01).
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Graf¢. 1: Paty bifidobakterii ve vykalech telat (log KTJ/g + sodchylka) ve stanoveném
obdobi od 2 do 21 dni pomoci metodou FISH gouZziti tiznych sond a kultivani

metodou.
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vék (dny)

Z grafu je patrné, Ze pet bifidobakterii ve druhém dniéku je nejvySSi
zaznamenan metodou FISH s pouzitim sondy¢em& FITC a to v hodnét9,21+0,54 log
KTJ/g. Naopak nejnizSi hodnota ve druhém dkw je pomoci kultivéni metody
6,70£1,86 log KTJ/g, tato hodnota je i nejnizSicadé pozorované obdobi, ktera poté
prudce stoupla na hodnoi®84+0,46 log KTJ/g. Dale paet bifidobakterii stanovené
kultivacné stoupaji az dodku 5 dni do hodnoty 9,11+0,66 log KTJ/g, ktera ¢gvgssi ve
stanovené meted poté hodnoty klesaji. Hodnoty stanovené FISHwion sondy FITC

a sondy Cy5 jsou velmi podobné.
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Graf ¢. 2. Pa@ty celkovych anaerobnich bakterii ve vykalech tdlag KTJ/g + sm.
odchylka) ve stanoveném obdobi od 2 do 21 dni pometodou FISH $ pouziti iznych

sond a kultivani metodou.
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Z grafu je patrné, Ze celkové g anaerobnich bakterii stanovené metodou
kultivaéni jsou vysSi neZ hodnoty stanovené metodou FIS#vySSi hodnota stanovena
kultivacni metodou dosahuje 9,98+0,29 log KTJ/g wkw 5 dni. Hodnoty stanovené
metodou FISH P pouziti sondy FITC a sondy CY5 jsou velmi obdobméodnoty
stanovené FISH metodourti ppouziti sondy FITC, ze zatku stoupaly na hodnotu
9,10+0,40 log KTJ/g, ale vesku 3 dni, hodnoty klesly na nejnizsi hodnotu 8,5240za
sledované obdobi pomoci této metody a poté hodradg stoupaly. Takto to bylo fip
stanoveni metodou FISHipouziti sondy CY5, akorat se liSily hodnoty, ngsi byla ve
véku 5 dni 8,85+0,37 log KTJ/g, dalSi sledovany dgtathodnota nejnizsi 8,85+0,37 log
KTJ/g a poté hodnoty zase stoupaly.
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7. DISKUZE

Pro detekci bifidobakterii a celkovych qid bakterii v travicim traktu telat byly
pouzity metody kultivéni a molekular&-geneticka metoda FISH se sondamicemgmi
FITC a Cy5. Vzorky byly odebirany ve&ku 2 - 21 dni.

Z tabulky ¢. 4 je patrné, Ze mezi {pnérnymi paity bifidobakterii stanovenymi
ttemi metodami nebyly statisticky vyznamné rozdilyatSticky vyznamny rozdil na
hladire vyznamnosti (P > 0,01), byl pozorovan u celkovyakita anaerobnich bakterii
kultivatni metodou a metodou FISH. Déle je to potvrzeno jednotlivych dnech
v podrobné analyze.

Kultiva¢cni metodou byly bifidobakterie stanoveny v rozmedi6,70 do 9,11 log
KTJ/g. Metodou FISH se specifickou sondou pro bifidkterie zné&enou FITC v rozmezi
od 8,82 do 9,3 log KTJ/g a pomoci sondyéare Cy5 v rozmezi od 8,89 do 9,26 log
KTJ/g. Celkovy poet bakterii byl stanoven kultigai metodou v rozmezi od 9,62 do 9,98
log KTJ/g. Metodou FISH se specifickou sondou petkavé pdty bakterii zn&enou
FITC v rozmezi 8,59 do 9,10 log KTJ/g a pomoci somuiiené Cy5 v rozmezi od 8,55 do
8,87 log KTJ/g. Mezi pity bifidobakterii stanovenymi metodou FISH s poimiisondy
znaené FITC a CY5 byly vysledky téhshodné a rozdily nebyly statisticky vyznamné.
Paity bifidobakterii stanovené kultigai metodou byly nizSi oproti metddFISH
s pouzitim sondy ziané CY5 a statisticky vyznammozdilné ve ¥ku 2 a 21 dni na
hladire vyznamnosti (P > 0,01). Také ¢ip bifidobakterii stanovené kultizai metodou
byly nizSi oproti meto#l FISH s pouzitim sondy ztené FITC a statisticky vyznarén
rozdilné ve ¥ku 2, 14 a 21 dni na hladinvyznamnosti (P > 0,01). Pty celkovych
anaerobnich bakterii stanovené metodou FISH s pougondy zn&né FITC a CY5 byly
podobné a nebyly statisticky rozdilné. Mezictyo celkovych anaerobnich bakterii
stanovenych kultiveni metodou a metodou FISH s pouZitim sondycené CY5 byl
statisticky vyznamny rozdil a to ve&ku 3, 5, 9 a 14 dnid&ku na hladig vyznamnosti
(P >0,01).

Pti pouziti metody FISH se specifickymi sondamize byt dosazeno vysSichgb
bakterii oproti kultivéni meto@. To je zmisobeno zejména tim, Ze metodou FISH Ize
detekovat jak poSkozenéiky, tak i zrovnaterstw mrtvé buiky, ale kultiv&ni metodou
je neni mozné detekovaMetodou FISH vSak tyto hiky Ize detekovat. Uvadi se, Ze

vétSina druti bakterii je nekultivovatelnd a tedy nedetekovaigelrale pouzitim
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molekularrg-genetickych metod jsou tyto bakterie detekovateliétaké nize byt divod
vySSich peétu bakterii stanovenych metodou FISH (Moter and G&Ekedo).

Metoda FISH je rychlejSitaso¥ nenaréna oproti metodl kultivacni, na gipravu
jednodussi. Pro stanoveni bakterii v travicim trakiize byt pouzita také prokova
cytometrie. Neni vSak vyhodj$i pro vyhodnocovani, protoZze ve vzorkach stotieenusi
byt obsaZzeny pouze bakterie, ale takéiikigud chlorofyl z rostlin, na ktery se trhou
navazat specifické sondy FITC a tim by dosSlo k¥alepozitivhim vysledkm. Hi
kultivacnim stanoveni anaerobnich bakteriifigbts, aby se vzorky pracovalo rychle a za
anaerobnich podminek. Tato metodé&gsow¥ narana, protoze je nutno vzorky kultivovat
dokonce gkolik dni. Z vysledk uvedenych v bakaigké praci vyplyva, Ze pro stanoveni
bifidobakterii je metoda FISH spolehdjgi. Potvrdilo se, ZeippouZiti metody FISH rive
byt dosahovano lehce vysSich vysledku nez u kuhivenetody (Nevoral et al., 2009).

Z vysledki bakaldské prace vyplyva, Ze celkové gy anaerobnich bakterii
stanovené kultiveani metodou jsou srovnatelné s vysledky, které stawali VIkova et al.,
(2004) u kojent. Dale z vysledk bakald&ské prace vyplyva, Ze stanovené bifidobakterie
metodou kultivéni, dale metodou FISH s pouzitim Zeaé sondy FITC a Cy5 nejsou
statisticky rozdilné, coz potvrzuje i Nevoral et §2009), ktery doSel ke stejnym nanor
pii vyhodnocovani vysledku kojend.

Drakslerem et al., (2002) z&ili studie na vyvoj mikroflory traviciho traktu lam
od narozeni do 9 #&sial veéku zvirat. Lamy byly krmeny kombinovanou vyZivou.
V prvnim dni Zivota lam detekovali celkové anaeriolipakterie ve $evni sliznici
v mnozstvi 10 KTJ/g, bifidobakterie v mnozstvi 10KTJ/g. Paty bifidobakterii se
pohybovaly na fblizn¢ stejné hodnet po celou dobu pozorovani.tiPorovnani
s vysledky bakak&ké prace se tyto hodnoty neshoduii.rReém stanoveni pomoci metody
FISH za pouziti sondy ztené FITC a sondy Cy5 se bifidobakterie ve 2. dékuv
pohybovaly kolem 10DKTJ/g. Ale z grafué. 1 je viditelné, e ve 2. dnigku pi
kultivagnim stanoveni jsou bifidobakterie vipo 16 KTJ/g, proto mohlo ze zatku u
stanoveni metody FISH dojit k fal&éSpozitivnim vysledm. i pozdjSim stanoveni jsou
pocty bifidobakterii stanovené kultizai metodou vysSi, to @ie byt zfgisobeno tim, Ze
telata byla krmena m¢éou vyZivou.

Vlkova et al., (2008) porovnavali vyskyt bifidobaki v travicim traktu telat
v zavislosti na sloZzeni krmné davky. Telata bylzadéeena do dvou skupin. Jedna skupina
telat byla ustajena v individualnich boxech a vdaitedovani byla krmena vyhragin

mlétnou vyzivou. Druha skupina telat byla také ustajemadividualnich boxech, ale byla
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jim podavana kombinovana dieta. Vzorky vykdyly odebirany z rekta a naslednyly
bakterie stanoveny kulti¢zaé. Ve 4. dni ¥ku telat byly zaznamenany velmi podobné
pocty bifidobakterii u obou skupin. U telat na i€ vyziw byl jejich paet 7,63 + 1,11
log KTJ/g, u ml@&at na kombinované diet7,74 = 1,25 log KTJ/g. V této dobse
mikrofiéra traviciho traktu jestvyviji. Pii druhém odbru byl sledovan vyrazny rozdil
v patu bifidobakterii. Péty bifidobakterii se u telat na ndléé vyziw zvySil az na 9,24 +
0,50 log KTJ/g a v podobném mnozstvi byly zaznamgraZ do konce studie. U ndlat
na kombinované diétdoslo v 7. dni ¥ku rovrez k navySeni pgt bifidobakterii, ale
pouze na 7,98 + 0,49 log KTJ/g. Tento rozdil veojiypoctu bifidobakterii je zejmé dan
rozdilnym sloZzenim krmné davky u obou skupin teRwbzvoj bifidobakterii u telat na
mléiné vyziw byl tedy pravdpodobré stimulovan mlékem od dojnic. Telata na tmié
vyzivé méla vyssSi celkove pity anaerobnich bakterii. V porovnani s vysledkyabakke
prace jsou vysledky velice podobné. Telata byla taktajena v individualnich boxech a
v prvnich 4 dnech byla telata krmena mlezivem ol rmatky, dale pak mlékem od dojnic
az do ¥ku cca 3 misiai. Z naSich vysledk je viditelné, Ze bifidobakterie ve 2. dniku
stanovené kultiveni metodou maji pocty 6,70 £ 1,86 log KTJ/gii &alSim odbru, ve
véku 5 dni, byl vyrazny rozdil v gtu bifidobakterii, tato hodnota stoupla na 9,11,&60
log KTJ/g, dale jejich mnozstvi kleslo az na 8,52081 log KTJ/g fi poslednim
stanoveni.

Vlkova el al., (2008) vyhodnotili, Ze vySSi ¢y bifidobakterii jsou u telat na
mléné vyziw oproti vyzivw kombinované. VysSi @ty bifidobakterii v travicim traktu
jsou Zadouci, protoze bifidobakterie pozitvovliviiuji mikrofléru traviciho traktu. Tento
fakt vede ke snizovani vyskytu gpmovych onemoceni, kterda jsou hlavnim iodem
mortality telat (Ishihara et al., 2001: Anaddn let 2006).

Z vysledk je viditelné, Ze pouzita FISH sonda pro celkovétpdakterii nebyla
aplre spolehliva, protoze vysledky jsou nizsi nez vykledtanovené specifickou sondou
pro bifidobakterie. To rize byt zaficinéno rmiznymi divody, nefasgji se jedna o
nenavazani specifickych sond. \igacE negativnich vysledk lze uvazovat o chyb
sondy, ktera mohla byt stara, coZz mohlasgbit degradaci nukleotid DalSi moznosti je,
Ze se fluoresceni barvivo uz vysvitilo a neni tak dale pozorovaéelK tomuto jevu rize
dojit, kdyZ je vzorek delSi dobu naéie. Také zavisi na tom, jak dlouho je vzorek
v mikroskopu. Pokud je dlouho podétiem, klesa jeho kvalita, a tedy i jeho schopnost
buiky detekovat. Specificka sonda pro celkové ba&teei nam neosucila, protoze poéty

celkovych anaerobnich bakterii bglmbyt vySSi, nez vysledky bifidobakterii.
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Vzhledem k podobnosti vysledks jinymi autory Ize pedpokladat, Ze kultivani
metoda a metoda FISH pro bifidobakterie byly vhibawoleny a Ize je spolehkvpouzit pro

stanoveni p&ta bakterii ve vzorcich stolice.
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8. ZAVER

Z vysledki bakaldské prace vyplyva, ze piy bifidobakterii stanovené ve vzorcich
vykali telat metodou FISH s pouzitiniané znaenych sond jsou srovnatelné s vysledky
ziskanymi kultivéni metodou. Kultivani metodou byly bifidobakterie stanoveny do
hodnoty 9,11 log KTJ/g. Metodou FISH se specifickeondou pro bifidobakterie
znaenou FITC v rozmezi od 8,82 do 9,3 log KTJ/g a ponsondy znéené Cy5 v
rozmezi od 8,89 do 9,26 log KTJ/g.

Pouzita FISH sonda pro celkové ¢pp bakterii nebyla vhodna, protoze &
celkovych anaerobnich bakterii byly niZzSi nez stane pdty bifidobakterii.
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