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Bifidobakterie a jejich role ve stfevni mikrobioté

Souhrn

Lidsky gastrointestindlni trakt obyvd mnoho mikroorganismt. SloZzeni stfevni
mikrobioty mize vyrazné ovlivnit zdravi jedince. Mezi bézné komenzalni bakterie ve strevé
fadime rod Bifidobacterium. Ptinos bifidobakterii je pfedevsim v jejich schopnosti §tépit jinak
nestravitelné slozité sacharidy, vzniklymi metabolity okyselovat prostiedi a tim nejen chranit
hostitele, ale i zlepSovat vstiebatelnost nékterych mineralnich latek. Vzniklou energii mohou
také vyzivovat stfevni ¢i jaterni epitel. Bifidobakterie zaujimaji velky podil stievni mikrobioty
predevsim u kojencii. Jsou nejen soucasti matetského mléka, ale predevsim travi oligosacharidy
vV ném hojné obsazené. Se zmeénou stravy a ptibyvajicim vékem zastoupeni bifidobakterii klesa.
Druhy bifidobakterii béZné u kojencti byvaji postupné nahrazeny druhy jinymi, typickymi pro
mikrobiotu dospélého ¢loveéka. Hostitelem pro bifidobakterie neni pouze ¢lovek, ale Casto jim
byvaji i primati a dalsi zvifata. Nékteré druhy byly dokonce izolovany z traviciho traktu hmyzu
nebo odpadnich vod.

Cilem praktick¢ casti této bakalaiské prace bylo kvantifikovat kultivovatelné
bifidobakterie z lidskych fekalnich vzork od darci bez gastrointestinalnich obtizi (n = 15)
a urcit jejich druhové zastoupeni. DalSim cilem bylo rozsifeni sbirky bifidobakterii Katedry
mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Ceské zemédé&lské univerzity v Praze o tyto divoké kmeny.

Bifidobakterie byly detekovany ve vysokych kultivaénich poctech u vSech testovanych
fekalnich vzorkt lidskych darcti bez gastrointestinalnich obtizi. Na selektivnim médiu
s mupirocinem a kyselinou octovou dosahovaly mnozstvi v priméru 8,95 + 0,35 log KTJ/g
fekalniho vzorku. Podobného mnozstvi bifidobakterie dosahovaly také na médiu
s norfloxacinem, mupirocinem a kyselinou octovou v praméru 8,76 = 0,35 log KTJ/g.
Selektivita médii a identita izolati byla ovéfena a urena pomoci mikroskopické kontroly,
detekce enzymu frukt6zo-6-fosfat fosfoketolazy a MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

Z celkovych 77 izolovanych kmenti bifidobakterii bylo pomoci MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie 73 identifikovano na druhovou troven s vysokou mirou jistoty.
Nejcastéji detekovanymi druhy byly Bifidobacterium adolescentis a B. longum, po nichz
nasledovaly B. animalis, B. angulatum, B. catenulatum a B. pseudocatenulatum. Vsech téchto
73 zidentifikovanych divokych kment bifidobakterii patficich do 7 riiznych druhti bylo ptidano
do sbirky bifidobakterii Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Ceské zemédglské univerzity
v Praze wurCenych jako kontrolni skupina bifidobakterii od lidskych déarci bez
gastrointestinalnich obtizi pro budouci testovani v ramci sttevni dysbiotické mikrobioty,
antibiotické rezistence bifidobakterii a dalSich studii.

Kli¢ova slova: Mikrobiom, kultivace, Bifidobacterium, MALDI-TOF MS, druhova
identifikace



Bifidobacteria and their role in the gut microbiota

Summary

The human gastrointestinal tract is inhabited by many microorganisms. The composition
of the gut microbiota can affect an individual's health. Bifidobacterium is one of the common
commensal bacterial genera in the intestine. The benefit of bifidobacteria is mainly in their
ability to digest otherwise indigestible complex carbohydrates. The resulting metabolites help
to acidify the gut environment and thus not only protect the host but also improve the absorption
of some minerals. The resulting energy can also nourish the intestinal or hepatic epithelium.
Bifidobacteria occupy a large proportion of gut microbiota, especially in infants. They are
contained in breast milk and digest the oligosaccharides abundant in it. The proportion of
bifidobacteria decreases with diet changes and host aging. The species of bifidobacteria
common in infants are continuously being replaced by other species, typical in the adult gut
microbiota. The hosts for bifidobacteria are not only humans but primates and other animals,
too. Some species have been isolated even from the digestive tract of insects or sewage.

The aim of the practical part of the bachelor thesis was to quantify cultivated
bifidobacteria from human faecal samples from donors without gastrointestinal problems (n =
15) and to determine other species representation. Another goal was to expand the collection of
bifidobacteria of the Department of Microbiology, Nutrition, and Dietetics of the Czech
University of Life Sciences Prague by these wild strains.

Bifidobacteria were highly abundant in all tested faecal samples from human donors
without gastrointestinal problems. The cultivation numbers of bifidobacteria reached 8.95 +
0.35 log CFU per gram of faecal sample when cultivated on a selective medium with mupirocin
and acetic acid. A similar amount of bifidobacteria was determined on medium with
norfloxacin, mupirocin, and acetic acid in counts of 8.76 + 0.35 log CFU/g. The selectivity of
the media and the identity of the isolates were verified by microscopic check, detection of the
enzyme fructose-6-phosphate phosphoketolase, and by the MALDI-TOF mass spectrometry.

Of atotal of 77 isolated bifidobacterial strains, 73 were identified by MALDI-TOF mass
spectrometry to the species level with a high degree of certainty. The most frequently detected
species were Bifidobacterium adolescentis and B. longum, followed by B. animalis,
B. angulatum, B. catenulatum, and B. pseudocatenulatum. All these 73 identified wild strains
of bifidobacteria belonging to 7 different species were added to the bifidobacterial collection
of the Department of Microbiology, Nutrition, and Dietetics of the Czech University of Life
Sciences Prague as a control group of bifidobacteria from human donors without
gastrointestinal problems. These wild strains will be used for future testing of intestinal
dysbiotic microbiota, antibiotic resistance of bifidobacteria, and other studies.

Keywords: Microbiome, cultivation, Bifidobacterium, MALDI-TOF MS, species

identification
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1 Uved

Lidsky gastrointestinalni trakt (GIT) a jeho osidleni je v posledni dobé velmi
diskutovanym tématem. Zpusob mikrobidlniho osidleni nejen u cloveka, ale i u ostatnich
zivocicht ma piimy vliv na zdravi. Osidleni kazdého jedince je individudlni a pomérné nestalé.
Mezi faktory ovliviiujici mikrobiom v ruznych castech traviciho traktu fadime vék, vyzivu,
uzivani 1éCiv aj.

Mezi dominantni rody bakterii ptevazné v kojeneckém véku pii mlééné vyzivé fadime
rod Bifidobacterium. Bifidobakterie kromé traviciho traktu osidluji i dutinu ustni. Dale je
muzeme nalézt v matetském mléce, mléénych vyrobcich nebo odpadnich vodach. Jedna se o
komenzalni sacharolytické mikroorganismy, které jsou schopny rozkladdat nékteré slozité
sacharidy, které hostitel travit nedokaze, tvofit organické kyseliny a tim pfispivat k jeho zdravi.
Kvili zminénym pfiznivym ucinkim jsou bifidobakterie Casto komercné vyuzivany jako
probiotika. Uzivani bifidobakterii mize zmirnit a zlepSit prubeh nemoci gastrointestinalniho
traktu a napomahat udrzovani homeostazy v organismu.

V této praci byly kultivacné stanoveny pocty bifidobakterii ze stolice darcti bez
gastrointestinalnich potizi. Jednotlivé izolaty bifidobakterii byly dale identifikovany pomoci
biochemického testu a MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie, ktera se osvédcila jako rychly
a spolehlivy zptsob pro identifikaci bifidobakterii lidského ptivodu. Zidentifikované divoké
kmeny bifidobakterii byly poté ulozeny a pouzity k rozsiteni sbirky bifidobakterii Katedry
mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Ceské zemé&délské univerzity v Praze.



2  Hypotéza a cil prace

2.1 Hypotéza

Bifidobakterie jsou povazovany za prospéSné mikroorganismy bézné se vyskytujici ve
sttevni mikrobioté cloveéka. Predpokladdme, Ze bifidobakterie budou hojné detekovany
U testovaného vzorku lidi bez gastrointestinalnich obtizi s vy$Sim zastoupenim u mladsich
jedinct.

2.2 Cil prace

Cilem prace bylo vytvoteni piehledné literarni reserSe na zakladé védeckych poznatki
0 dynamicky se rozvijejicim rodu Bifidobacterium. Dalsim cilem bylo provést kultivacni
stanoveni poctl bifidobakterii ze vzorka stolice lidi bez gastrointestinalnich obtizi a izolovat
a identifikovat bifidobakterialni kmeny pro rozsifeni kontrolni skupiny bifidobakterii ve sbirce
Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Ceské zemé&délské univerzity v Praze pro dalsi
testovani.



3 Literarni reSerse

3.1 Lidska strevni mikrobiota

GIT ¢lovéka obsahuje vice nez 100 triliond (10%*) bakterii, viri, archea, kvasinek
a mikroskopickych plisni, které dohromady tvoii stievni mikrobiotu (Mondot et al. 2013).
Tento mikrobidlni ekosystém je velmi dynamicky a muzeme jej rozd¢lit na dvé casti:
autochtonni populace mikroorganismt, kdy se jedna o stdlé obyvatele stfev; a alochtonni
mikroorganismy, které jsou ziskany z prostredi (Ventura et al. 2009). Jeho slozeni mize byt
ovlivnéno velkym mnozstvim parametri, jako je pH, teplota, aktivita vody, mnozstvi kysliku
nebo redoxni stav (Milani et al. 2017). Mikrobiota se vyvijela spolu s ¢lovékem, aby dosahla
symbiotického vztahu vedouciho k fyziologické homeostaze (Mondot et al. 2013). VétSinu
znamého gastrointestinalniho osidleni 1ze zafadit ke ¢tyfem zakladnim kmentim: Bacteroidetes,
Firmicutes, Proteobacteria a Actinobacteria. Ttidy Firmicutes a Bacteroidetes tvoti vice nez
90 % relativniho mnoZstvi sttevni mikrobioty a jsou dileZité pro udrZeni vnitini rovnovéhy.
Actinobacteria a Proteobacteria tvoii zbylych 10 % (Segata et al. 2012). Slozeni stievni
bakterialni mikrobioty mize byt rozdéleno na tfi enterotypy. Patii mezi né Prevotella, ktera je
siln€¢ spojovana se stravou dlouhodobé bohatou na sacharidy. Dal§im enterotypem je
Bacteroidetes, pro kterého je typické zapadni stravovani — velké mnozstvi bilkovin
a zivo¢isnych tukt. Poslednim enterotypem je Ruminococcus (Moraes et al. 2019).

Bakterie v lidskych stfevech jsou povazovany za kliCovou obranou vrstvu proti
kolonizaci potencialné patogennimi organismy (Servin 2004). Dulezitost stfevni mikrobioty
spociva také ve ziskavani zivin, produkci vitamind a dalSich bioaktivnich molekul (Sekirov et
al. 2010).

3.2 Bifidobakterie

Bifidobakterie jsou znamé jiz od roku 1900, kdy je Tissier nalezl a popsal v kojeneckych
vykalech. Pozdéji, roku 1924 Orla-Jensen pojmenoval tyto bakterie jako Lactobacillus bifidus
(Reuter 2001). V priabéhu dvacatého stoleti se nazev vyvijel. Vzdy se ale jednalo o obménu
nazvu jako napf. bifidus, bifidum, bifida, parabifidus. Bifidus Vv ptekladu z latiny znamena
roz$tép nebo rozdéleny. Toto oznaceni vychazi zrozdvojenych koncii bunck, které jsou
charakteristickym morfologickym znakem rodu Bifidobacterium (Hoover 2014).

Bifidobakterie jsou nepohyblivé, nesporotvorné, neprodukujici plyn, anaerobni nebo
fakultativné anaerobni, sacharolytické, mezofilni bakterie. Doposud byly izolovany z GIT
savcu, dutiny astni, potravin, hmyzich stiev a odpadnich vod (Ventura et al. 2007). Ptitomnost
riznych druht bifidobakterii se s vékem jedince vyviji. Zatimco v détstvi prevladaji druhy
Bifidobacterium (B.) breve, B. bifidum a B. longum v pozd¢jsim véku se jedna predevsim o
B. catenulatum, B. adolescentis, ale také B. longum (Arboleya et al. 2016). Zastupci celedi
Bifidobacteriaceae ptevladajici v dutiné ustni jsou B. dentium, Scardovia inopinata
a Parascardovia denticolens. Vyskyt B. dentium byva ¢asto negativné spojovan s vyskytem
zubniho kazu. V zubnim kazu se ale ve vy$s$i mife nachazi Scardovia inopinata, B. dentium
nalezneme ve vys$s$i mife jako soucast zubniho plaku (Modesto et al. 2006).



Mezi multihostitelské druhy mizeme zatadit B. adolescentis, izolovano kromé lidskych
vykalll 1 z bachoru skotu ¢i vykalti hominidl, napfiklad orangutana bornejského (Pongo
pygmaeus) (D'Aimmo et al. 2014; Mattarelli & Biavati 2018). Dale k multihostitelskym
druhtim patti B. catenulatum a B. pseudocatenulatum, které se nachazeji v lidskych vykalech
a dale pak i v odpadnich vodach. B. catenulatum se také nachazi i ve vaginalnim mikrobiomu,
B. pseudocatenulatum zase ve vykalech telat. B. pseudolongum muze byt izolovano z traviciho
traktu nejen Clovéka, ale i velkého mnozstvi zvifat — telat, kufat, prasat, kralikd a Kkrys.
B. longum miizeme nalézt ve vykalech telat, ovci, mySi a potkant (Mattarelli & Biavati 2018).

Nekteré druhy bifidobakterii byly vSak doposud izolovany pouze z uréité ekologické
niky. Naptiklad B. erythrocebi, B. moraviense, B. oedipodis, B. olomucense a B. panos byly
V souCasnosti izolovany pouze z vykali primata (Neuzil-Bunesova et al. 2021). Dalsi
specifickou ekologickou nikou je travici trakt hmyzu, kde mtiZzeme najit naptiklad B. xylocopae,
B. aemilianum a B. actinocoloniiforme (Killer et al. 2011; Alberoni et al. 2019).

3.2.1 Taxonomie bifidobakterii

Tabulka 1: Taxonomické zarazeni (Ventura et al. 2007)

Taxonomické zarazeni

Doména |Bacteria
Kmen Actinobacteria

Tiida Actinobacteria
Rad Bifidobacteriales
Celed Bifidobacteriaceae
Rod Bifidobacterium

Tradi¢né byly druhy bifidobakterii identifikovany na zéakladé mista nebo hostitele,
ze kterého byly izolovany (B. animalis, B. dentium, B. adolescentis). Pii taxonomickém
zafazeni bifidobakterii je vyuzivano popisu fenotypovych znaki: morfologie bunék, analyza
produktli fermentace a souvisejici enzymové aktivity nebo schopnost vyuZzivat cukerné
substraty (Ventura et al. 2004). Souc¢asné taxonomické zafazeni obsahuje Tabulka 1.

V dnesni dobé je nicméné nejpouzivanéjsi metodou v piipad€ popisovani novych druhti
celogenomové sekvenovani, které poskytuje nejkomplexnéjsi soubor genetické variace jedince
(Ng & Kirkness 2010). Standardni metodou pii zjistovani fylogeneze prokaryot je jiz po
dlouhou dobu analyza sekvenace genu 16S rRNA. Jedna se totiz o evolu¢né konzervativni tsek,
ktery ale obsahuje i variabilni Casti, diky kterym od sebe lze odlisit bakterie az na druhovou
uroven. Dalsi metodou pfi identifikaci bifidobakterii je sekvenace jinych fylogenetickych
markerli, jako je napfiklad gen kodujici threonin-tRNA ligdzu, ktery je distribuovan
v bifidobakterialnich genomech (Killer et al. 2018b). Dal§im identifikacnim a fylogenetickym
markerem Celedi Bifidobacteriaceae je gen pyrG, jenz ma vyssi rozliSovaci schopnost mezi
kmeny a druhy nez gen 16S rRNA (Killer et al. 2018a). Jako dalsi markery celedi
Bifidobacteriaceae byly naptiklad testovany genové segmenty glyS, pheS, rpsA arpsB.
V porovnani s markerem 16s rRNA, ale byly primérné hodnoty nukleotidové identity nizsi
(Mekadim et al. 2019). Dalsi rozpoznavaci metodou je geneticka daktyloskopie (genomic
fingerprints) umoznujici rozpoznani bifidobakterii na urovni druhu, nebo dokonce i kmene.
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Mezi fingerprintové metody patfi napiiklad RAPD (random amplified polymorphic DNA),
neboli testy s nahodnou zesilenou polymorfni DNA. Tato technika je zalozena na pouziti
primert o délce sekvence 9-10 bazi, které hybridizuji na komplementarni nebo c¢astecné
komplementarni sekvence v cilovych sekvencich chromozomalni DNA pfii nizkych teplotéach,
kter¢é mohou byt pouzity k zahdjeni amplifikace bakteridlniho genomu. RAPD umoziuje
diferenciaci mezi kmeny v ramci stejného druhu (Fanedl et al. 1998; Ventura et al. 2004). Dalsi
metodou je také gelova elektroforéza s pulznim polem, PFGE (pulsed-field gel electrophoresis),
pomoci které je mozné identifikovat bifidobakterialni kmen i druh. Tato metoda je ale slozita
a Casove¢ naroc¢na (Roy 1996). Dalsi metodou je amplifikovana restrikéni analyza ribozomalni
DNA, ARDRA (Amplified ribosomal DNA restriction analysis). Tuto techniku lze
charakterizovat jako analyzu polymorfismu délky restrikénich fragmentl amplifikovanych
rRNA gent. Bud’ je pouzita konzervativni i variabilni ¢ast genu 16S rRNA, nebo jen jeho ¢asti
jsou amplifikovany pomoci PCR (Polymerase Chain Reaction) a §tépeny jednim restrikénim
enzymem (Ventura et al. 2004). V piipad¢ celého spoleCenstva mikroorganismu, napiiklad
z celkové fekalni DNA, Ize pouzit Illumina sekvenovani. Jedna se o Siroce pouzivanou metodu,
ktera paralelné odecita n¢kolik stovek milionti imobilizovanych sekvenci (Kircher et al. 2011).

3.2.1.1 Seznam druhu

Vzhledem k neustale probihajicim vyzkumim seznam stale neni finalni. Sepsany
seznam platné zvefejnénych druhti bifidobakterii spolu s informacemi o objeviteli a zdroji, ze
kterého byl kmen poprvé izolovan obsahuje Tabulka 2. Tento seznam je aktualni ke dni
1. 2. 2021 z databaze bacterio.net.

Trendem posledni doby je objevovani neustale novych druht bifidobakterii, velmi ¢asto

z novosvétskych opic. V roce 2019 byl seznam bifidobakterii rozsifen o B. castoris izolovaného
z vykali bobra evropského (Castor fiber), B. callimiconis a B. goeldii z vykala tamarina
skakavého (Callimico goeldii), B. samirii z kotula amazonského (Saimiri boliviensis
peruviensis) a B. dolichotidis z mary stepni (Dolichotis patagonum) (Duranti et al. 2019).
V roce 2020 byly objeveny B. cebidarum ve vykalech tamarina skakavého (Callimico goeldii)
a B. leontopitheci ve vykalech lvicka zlatohlavého (Leontopithecus chrysomelas) (Duranti et
al. 2020). Dale bylo izolovano 5 novych bifidobakterialnich druhti z vykalti primati v ¢eskych
zoologickych zahradach: B. moraviense, B. oedipodis, B. erythrocebi, B. olomucense a B. panos
(Neuzil-Bunesova et al. 2021). Diive neznamy druh byl v témze roce izolovan i z vykald psa
domaciho (Canis lupus f. familiaris), jednalo se o B. canis (Neuzil-Bunesova et al. 2020).

Tabulka 2: Seznam platné zverejnénych druhii bifidobakterii

Kmen Obijevitel a rok Zdroj izolatu ID sbirky
Bifidobacterium actinocoloniiforme Killer et al. 2011 trdvici trakt émelaka (Bombus DSMZz
lucorum) 22766
Bifidobacterium adolescentis Reuter 1963 travici trakt ¢lovéka [2)3(')\;'332,
Bifidobacterium aemilianum Alberoni et al. 2019 travic trakt drvodelky fialové DSMZ
(Xylocopa violacea) 104956
Bifidobacterium aerophilum Michelini etal. 2017 | V¥kely tamarina pinctho (Saguinus |  DSMZ
oedipus) 100689
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Bifidobacterium aesculapii

Modesto et al. 2014

vykaly mladéte kosmana

DSMz

bélovousého (Callithrix jacchus) 26737
Bifidobacterium angulatum Scardovi a Crociani 1974 lidska stolice 25%82
Bifidobacterium animalis subsp. L DSMz
animalis Masco et al. 2004 krysi vykaly 20104
Bifidobacterium animalis subsp. . . DSMZz
lactis Meile et al. 1997 jogurt 10140
Bifidobacterium anseris Marco et al. 2017 vykaly husy domaci (Anser LMG
domesticus) 30189
. . . tlusté stievo prasete divokého (Sus| DSMZ
Bifidobacterium apri Pechar et al. 2017 scrofa scrofa) 100238
Bifidobacterium aquikefiri Laureys et al. 2016 vodni kefir 2L8|\;It%
Bifidobacterium asteroides Scardovi and Crociani travici trakt véely medonosné DSMz
1969 (Apis mellifera) 20089
Bifidobacterium avesanii Michelini et al. 2019 vikaly tamarina pinciho (Saguinus | DSMZ
oedipus) 100685
Bifidobacterium biavatii Endo et al. 2012 vikaly tamarina Zlutorukého DSMz
(Sanguinus midas) 23969
Bifidobacterium bifidum Orla-Jensen 1924 stolice kojence 2(%5
Bifidobacterium bohemicum Killer et al. 2011 trdvici trakt émeldka (Bombus DSMZz
lucorum) 22767
Bifidobacterium bombi Killer et al. 2009 trdvicf trakt émeldka (Bombus DSMZ
lucorum) 19703
Bifidobacterium boum Scardovi et al. 1979 bachor skotu [2)(?4',\35
Bifidobacterium breve Reuter 1963 travici trakt kojence [g)ggl\g
Bifidobacterium callimiconis Duranti et al. 2019 tamarin SkakaVY. (Callimico LMG
goeldii) 30938
Bifidobacterium callitrichidarum Modesto et al. 2018 vikaly tamarina vousatého DSMZ
(Saguinus imperator) 103152
. . L vykaly kosmana bélovousého DSMZ
Bifidobacterium callitrichos Endo et al. 2012 (Callithrix jacchus) 23973
- . . Neuzil-Bunesova et al. L . DSMz
Bifidobacterium canis 2020 psi vykaly (Canis) 105923
Bifidobacterium castoris Duranti et al. 2019 bobr evropsky (Castor fiber) ?;LOAE/)I?S;
Bifidobacterium catenulatum subsp. Scardovi a Crociani 1974 lidska stolice DSMz
catenulatum 16992
Bifidobacterium catenulatum subsp. . . , L, DSMz
kashiwanohense Morita et al. 2011 stolice zdravych kojenci 21854
. . vykaly kosmana bélovousého DSMZz
Bifidobacterium catulorum Modesto et al. 2018 (Callithrix jacchus) 103154
- . . . vykaly tamarina skakavého LMG
Bifidobacterium cebidarum Duranti et al. 2020 (Callimico goeldii) 31469
Bifidobacterium choerinum Scardovi et al. 1979 vykaly selat (Sus) [2)(?4',\2,42,
- . . vykaly lenochoda dvouprstého BCRC
Bifidobacterium choloepi Modesto et al. 2020 (Choloepus didactylus) 81222
Bifidobacterium commune Praet et al. 2015 trdvicf trakt émeldka (Bombus DSMZ
lucorum) 28792
Bifidobacterium criceti Lugli etal. 2018 kieGek polni (Cricetus cricetus) é_ol\f868
Bifidobacterium crudilactis Delcenserie et al. 2013 syrové kravské mléko é‘sl\él(%

12




DSMz

Bifidobacterium cuniculi Scardovi et al. 1979 vykaly kralika 20435
Bifidobacterium dentium Scardovi a Crociani 1974 zubni kaz ggal,\gg
Bifidobacterium dolichotidis Dudanti et al. 2019 Mara stepni (Dolichotis LMG
patagonum) 30941

Bifidobacterium ervthrocebi Neuzil-Bunesova et al. vykaly kockodana husarského DSMZ
y 2020 (Erythrocebus patas) 109960

Bifidobacterium eulemuris Michelini et al. 2016 vikaly lemura tmavého (Eulemur DSMZ
macaco) 100216
Bifidobacterium faecale Choi et al. 2014 stolice kojence JCM 19861

Bifidobacterium felsineum Modesto et al. 2020 vykaly tamarina p inciho (Saguinus |~ DSMZ
oedipus) 103139

Bifidobacterium gallicum Lauer 1990 travici trakt ¢loveka 23(')\3?
Bifidobacterium globosum Biavati et al. 1982 bachor [2)5(')\35
. . " . tamarin skakavy (Callimico LMG
Bifidobacterium goeldii Duranti et al. 2019 goeldii) 30939

. . . T vykaly mladéte kosmana DSMZ
Bifidobacterium hapali Michelini et al. 2016 belovousého (Callithrix jacchus) 100202

. - . . tamarin vousaty (Emperor LMG
Bifidobacterium imperatoris Lugli et al. 2018 tamarin) 30297
. S . . travici trakt véely medonosné DSMZ
Bifidobacterium indicum Scardovi a Trovatelli 1969 (Apis mellifera) 20214

. Lo . vykaly tamarina vousatého LMG
Bifidobacterium italicum Lugli et al. 2018 (Saguinus imperator) 30187
Bifidobacterium jacchi Modesto et al. 2019 vikaly tamarina pinciho (Saguinus | DSMZ
oedipus) 103362

Bifidobacterium lemurum Modesto et al. 2015 vykaly lemura (Lemur catta) 2;'3\3?

- . o . vykaly lvicka zlatohlavého LMG
Bifidobacterium leontopitheci Duranti et al. 2020 (Leontopithecus chrysomelas) 31471
BlfldObaCteltlum I(_Jngum subsp. Mattarelli et al. 2008 travici trakt kojence DSMz
infantis 20088
Bifidobacterium longum subsp. Reuter 1963 travici trakt ¢lovéka DSMZ
longum 20219
Bifidobacterium longum subsp. , DSMz
suillum Yanokura et al. 2015 vykaly selat (Sus) 28597
Bifidobacterium longum subsp. suis Mattarelli et al. 2008 vykaly prasat (Sus) [2)(?2'\5
Bifidobacterium magnum Scardovi a Zani 1974 vykaly kralika [2)32'\25

. . . . kosman zakrsly (Callithrix LMG
Bifidobacterium margollesii Lugli et al. 2018 nygmaea) 30296
Bifidobacterium merycicum Biavati a Mattarelli 1991 bachor skotu %i'glzz
Bifidobacterium minimum Biavati et al. 1982 kanalizace 23%5
Bifidobacterium mongoliense Watabe et al. 2009 kumys 2%\35
. . . Neuzil-Bunesova et al. , .o DSMz
Bifidobacterium moraviense 2020 vykaly primata 109958
Bifidobacterium moukalabense Tsuchida et al. 2014 vikaly gorl.ly nizinne (Gorilla DSMZ
gorilla gorilla) 27321

. . . T vykaly kosmana bélovousého DSMZ
Bifidobacterium myosotis Michelini et al. 2016 (Callithrix jacchus) 100196

- . _— Neuzil-Bunesova et al. | vykaly tamarina pin¢iho (Saguinus| DSMZ
Bifidobacterium oedipodis 2020 oedipus) 109957
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Bifidobacterium olomucense Neuzil-Bunesova et al. vykaly tamarina bélovousého DSMZ
2020 (Saguinus mystax) 109959
Bifidobacterium panos Neuzil-Bunesova et al. vykaly Simpanze u¢enlivého (Pan DSMz
P 2020 troglodytes) 109963
. . . kosman zakrsly (Callithrix LMG
Bifidobacterium parmae Lugli etal. 2018 pygmaea) 30295
Bifidobacterium porcinum Zhu et al. 2003 vykaly selat (Sus) Dome
Bifidobacterium primatium Modesto et al, 2020 | YYkaly tamarina pinciho (Saguinus | - DSMZ
oedipus) 100687
Bifidobacterium pseudocatenulatum Scardovi et al. 1979 stolice kojenct 2(?2382
Bifidobacterium pseudolongum . , DSMZ
subsp. pseudolongum Mitsuoka 1969 vykaly prasat (Sus) 20099
Bifidobacterium psychraerophilum Simpson et al. 2004 travici trakt prasat (Sus) 2283',\25
BlfldObaCte”um pullorum subsp. Watabe et al. 1983 slepé stievo kuiete DSMz
gallinarum 20670
Bifidobacterium pullorum subsp. . , . DSMz
oullorum Trovatelli et al. 1974 vykaly slepice 20433
Bifidobacterium pullorum subsp. Nouioui et al. 2018 vikaly kralika DSMz
saeculare 6531
Bifidobacterium ramosum Michelini etal, 2017 | VYkaly tamarina pinciho (Saguinus | DSMZ
oedipus) 100688
. . . vykaly kosmana zakrslého DSMZ
Bifidobacterium reuteri Endo et al. 2012 (Callithrix jacchus) 23975
Bifidobacterium ruminantium Biavati a Mattarelli 1991 bachor skotu %i'gﬂgz
. . - vykaly tamarina Zlutorukého DSMZ
Bifidobacterium saguini Endo et al. 2012 (Sanguinus midas) 23967
Bifidobacterium samirii Duranti et al. 2019 kotul amazonsky (Saimiri LMG
boliviensis peruviensis) 30940
Bifidobacterium scaligerum Modesto et al, 2020 | YYkaly tamarina pinciho (Saguinus | - DSMZ
oedipus) 103140
Bifidobacterium scardovii Hoyles et al. 2002 lidska krev [1)??%5
Bifidobacterium simiarum Modesto et al. 2020 vikaly tamarina vousatého DSMZ
(Saguinus imperator) 103153
Bifidobacterium stellenboschense Endo et al. 2012 vikaly tamarina Zlutorukého DSMZ
(Sanguinus midas) 23968
Bifidobacterium stercoris Reuter 1963 stolice ¢lovéka gilg\g
. . . L . DSMZ
Bifidobacterium subtile Biavati 1982 kanalizace 20096
Bifidobacterium thermacidophilum Dong et al. 2000 odpadni voda ?Ssgl\g
Bifidobacterium thermophilum Mitsuoka 1969 vykaly prasat (Sus) [2)32'\402
. L . , DSMZ
Bifidobacterium tibiigranuli Eckel et al. 2020 vodni kefir 108414
. . L . i vykaly kosmana bélovousého DSMz
Bifidobacterium tissieri Michelini et al. 2016 (Callithrix jacchus) 100201
Bifidobacterium tsurumiense Okamoto et al. 2008 zubni plak kiecka [1)757'\%
Bifidobacterium vansinderenii Duranti et al. 2017 vykaly tamarina vousatcho LMG
(Saguinus imperator) 30126
- . . travici trakt drvodélky fialové DSMZz
Bifidobacterium xylocopae Alberoni et al. 2019 (Xylocopa violacea) 104955
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Vysvétlivky:

e BCRC - Bioresource collection and research center (China) — Centrum pro sbér
a vyzkum biologickych zdroji (Cina)

e DSMZ — Deutsche Sammlung Mikroorganismen und Zellkulturen / Némecka sbirka
mikroorganismil a bunécnych kultur

¢ JCM — Riken bioresource research center (Japan) — Centrum vyzkumu biozdroji Riken
(Japonsko)

e MG — Bacteria Collection Laboratorium voor Michrobiologie University Gent / Sbirka
bakterii mikrobiologické laboratofe na univerzit¢ v Gentu

3.2.2 Fenotypové a morfologické vlastnosti bifidobakterii

Bifidobakterie jsou ty¢inky rtuznych tvart uspofadané ve hvézdicovitych agregatech,
jak ukazuje Obrazek 1, nebo jednotlivé ty¢inky s rozvétvenymi konci do tvaru pismen X ¢i Y,
coz ilustruje Obrazek 2 (Scardovi 1986). Pfi Grammové barveni reaguji pozitivné. Maji
typickou grampozitivni strukturu, tvofenou silnou vrstvou peptidoglykanu s polysacharidy,
proteiny a kyselinou teichoovou (Gomes & Malcata 1999). Kyselina lipoteichoova uréuje
hydrofobni charakter povrchu bifidobakterii a je stéZejni pro schopnost adheze k vnitini sténé
stieva (Iwasaki et al. 1990). Katalazovy test vychazi zpravidla negativni. Vyjimkou jsou
B. indicum a B. asteroides, které jsou katalaza pozitivni a rostou za pfistupu vzduchu (Felis &
Dellaglio 2007). Bifidobakterie jsou nemotilni a nesporotvorné (Scardovi 1986).

Ac¢ se jedna zpravidla o obligatni anaeroby, nékteré druhy mohou byt pfi specifickych
podminkach aerotolerantni. Optimalni rustova teplota je 3741 °C. Hranice teplot riistu jsou
druhové specifické. U nékterych druhti se dolni hranice ristu pohybuje az okolo 20 °C a hornim
limitem vybranych druhi mtze byt az 46 °C. Vyjimkou je B. thermacidophilum, které je
schopno rustu i pfi teploté 49,5 °C. Tento kmen je vyjimeéné odolny i vici kyselosti okolniho
prostiedi, a to aZ na hodnotu pH 4. Optimalni pH pro pocéatecni riist bifidobakterii se nachazi
mezi 6,5a7,0.

Bifidobakterialni genom obsahuje mnoho gent, jejichz funkce se podili na traveni nejen
glukozy, ale i zpracovani nestravitelnych sacharidi a polyolu ve stievé hostitele. To je ziejmé
dusledkem adaptace bifidobakterii na lidské tlusté stievo, protoze ostatni mikroorganismy
vyuzivaji Castéji pouze jednodussi cukry napt. zminiovanou glukozu. Dalsim predpokladem pro
preziti a konkuren¢ni vyhody ve stievé je kromé utilizace komplexnich sacharidd i schopnost
ochrany bifidobakterii pred makrofagy a jinymi bakteriemi (Lee & O'Sullivan 2010).
Bifidobakterie svoji schopnosti fermentovat tvoii kyselinu octovou a kyselinu mléénou
nejcasteji v molarnim pomeru 3 : 2. Déle také fermentaci tvofi kyselinu mravenci, etanol
a sukcinat. Charakteristickou pro tento rod je pfitomnost enzymu frukt6zo-6-fosfat
fosfoketolazy stépici fruktozu-6-fosfat (Scardovi 1986; Biavati et al. 2000; Broekaert et al.
2011; Hoover 2014).
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Obrazek 1: Agregaty — B. catenulatum Obrazek 2: rozvétvené tycinky —
(D. Resova) B. angulatum (D. Resova)

3.2.3 Metabolismus sacharida

Bifidobakterie, jakozto stievni komenzalové pozitivné ovliviiuji svého hostitele
a degraduji sacharidy piijaté v jeho stravé, které nedokaze sam hostitel travit svymi enzymy.
Jedna se o rostlinné sacharidy (Skrob, celuloza, pektiny, glukany, fruktany aj.) nebo sacharidy
hostitele jako oligosacharidy matetského mléka a muciny (Bottacini et al. 2014). Schopnost
metabolizovat sacharidy je rozdilna u jednotlivych druht bifidobakterii (Pokusaeva et al. 2011).
Naptiklad B. bifidum a B. longum subsp. infantis vyuZzivaji jako zdroj energie oligosacharidy
matetského mléka, zatimco bifidobakterie spojené s mikrobiotou dospélého, jako B. longum
subsp. longum toho nejsou schopny, ale zachovaly si schopnost fermentace rostlinnych
oligosacharidd a zakladnich pentézovych cukri (Sela & Mills 2010; Marcobal & Sonnenburg
2012). Mezi jednotlivymi druhy bifidobakterii, nebo bifidobakteriemi a jinymi stfevnimi
mikroorganismy existuje komenzalni stav — cross-feeding, kdy si mikroorganismy navzajem
vypomahaji v ziskani zivné latky. Jednou moznosti je degradace sacharidii z mucinové slizni¢ni
vrstvy druhem B. bifidum, a nasledné vyuziti degradovanych sacharidt druhem B. breve, jako
zdroj energie. Tento vztah byl popsan in vitro (Egan et al. 2014). Druhym typem cross-feedingu
je naptiklad vztah mezi B. adolescentis a bakteriemi tvotici butyrat fermentaci laktatu a acetatu
(Belenguer et al. 2006).

Bifidobakterie rozkladaji polysacharidy na nizkomolekularni oligosacharidy, které
nasledné mohou byt enzymaticky rozloZzeny na monosacharidy. Mezi bifidobakterialni
glykosidové hydrolazy fadime naptiklad a-galaktosidazy a [-galaktosidazy (Pokusaeva et al.
2011). B-galaktosidazy jsou nezbytné pro rust bakterii na substratech, jako je lidské mléko nebo
mucin (Bottacini et al. 2014). Dalsim enzymem, ktery vykazuje aktivitu u n¢kterych druhi
bifidobakterii je B-glukosidaza, ktera miiZze vytvofit vyhodu pro hostitele, jelikoZ umoziuje
vyuziti rostlinnych glukosidi jako zdroj energie. Jako pozitivni na B-glukosidazu se pii
enzymatickych testech na substratu s 4-nitrofenyl f-D-glukopyranosidem (PNP-G) ukazaly
B. adolescentis, B. animalis, B. breve, B.catenulatum/pseudocatenulatum a B. dentium. Naopak
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negativni na B-glukosidazu se ukazala vétsina kmenut B. bifidum a B. longum. (Modrackova et
al. 2020). Monosacharidy jsou poté dale pfeménovany na meziprodukty hexézové fermentacni
frukt6z0-6-fosfat fosfoketolaza stepici fruktozu-6-fostat na erytrézu-4-fosfat a acetyl-1-fosfat.
Reakce poskytuje 2,5 molekuly adenosintrifosfatu (ATP) na 1 mol glukédzy, 1,5 molu acetatu
a 1 mol laktatu (De Vries & Stouthamer 1967). Mohou vznikat i dalsi organické slou¢eniny.
Tyto metabolity mohou vstiebat jaterni nebo stfevni buriky hostitele a vyuzit je jako zdroj
energie (D’Argenio & Mazzacca 1999). Organické kyseliny navic ve stieveé zptisobuji nizsi pH
a lepsi dostupnost nekterych mineralnich latek jako je vapnik a hot¢ik. Také stimuluji absorpci
vody ztlustého stieva. DalSim pfiznivym vlivem pfitomnosti téchto Kyselin je inhibice
potencialn¢ patogennich bakterii (Wong et al. 2006; O'Callaghan & van Sinderen 2016).

3.2.4 Bifidobakterie a onemocnénim GIT

V soucasné dobé je jiz znamo, ze stievni mikrobiota je nezbytna pro optimalni vyvoj
hostitele a Gcastni se zajisténi trvalé funkéni homeostazy organismu (Konieczna et al. 2012).
Rizné kmeny rodu Bifidobacterium mohou pozitivné ovliviiovat fadu poruch GIT. Proto
je vzdy dulezité analyzovat biologicka data tykajici se specifické probiotické povahy daného
bifidobakterialniho kmene (Leahy et al. 2005).

Jednim z pfinost bifidobakterii je potencidl podpofit 1écbu, pfipadné zmirnit projevy
mnoha nemoci, jako je napiiklad gastroenteritida, prijem, syndrom drazdivého tracniku,
nedostate¢né traveni laktozy, infekce Helicobacter pylory ¢i zanétliva onemocnéni stiev (Lata
2021). Bifidobakterie totiz v GIT fermentuji velké mnozstvi oligosacharidi (Ventura et al.
2007). Mezi metabolity kromé organickych kyselin, pfedevsim octové a mlééné, v nékterych
ptipadech muze patfit i peroxid vodiku (Maldonado et al. 2018). Dalsim z divodu
obranyschopnosti organismu je produkce bakteriocini, které pomahaji piedchdzet rlstu
patogennich mikrobt a zvysit pfirozenou obranyschopnost téla (Maldonado et al. 2018; Tijjani
et al. 2020).
westernizace, coz je zivotni styl charakterizovan pfedev§im vysokou spotiebou zivocisnych
bilkovin a tuktl a nizkym obsahem ovoce, zeleniny a vlakniny ve stravé (Cucinotta et al. 2021).
Bylo prokazano, ze B. longum subsp. infantis snizuje zavaznost ptiznakii u pacientll se
syndromem drdzdivého tra¢niku. Ochranné ucinky by mohly souviset s imunoregulaéni
aktivitou (Konieczna et al. 2012). Jednim z nejhojnéji se vyskytujicich zanétlivych onemocnéni
stfev je ulcerativni kolitida. Je zplisobena zménou stievni mikrobioty, imunitou, genetickou
predispozici a v neposledni fad¢ faktory prostiedi. Jako uspeSna metoda pii podpote hojeni
sliznice a feSeni symptomu tlustého stieva se ukazalo intrakolonické podani B. animalis subsp.
lactis (2x10'* KTJ/g) v kombinaci s oligosacharidem xyloglukanem (4 g). Zfetelné vysledky
byly pozorovany jiz po 6 tydnech (Bozkurt 2021). Dal§im ¢astym zanétlivym onemocnénim
stiev je Crohnova choroba. Bylo zji§téno, Ze pfi tomto onemocnéni jsou pocty bifidobakterii
Vv mikrobioté pacientii nestandardné nizké. Prestoze ma enterdlni vyziva, ktera je témto
pacientim podavana, dle soucasnych studii pozitivni vliv na projevy Crohnovy choroby, vliv
na pocet kultivovatelnych komenzalnich bakterii ve stievé nebyl vyznamny (Modrackova et al.
2019a).
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Mezi onemocnéni traviciho traktu také patii rekurentni infekce zptisobené Clostridium
difficile. K premnozeni C. difficile nejcastéji vede naruseni stfevni mikrobioty antibiotickou
1é¢bou. Projevy této infekce maji Siroké rozpéti, od mirného prijmu az po zivot ohrozujici stavy
(Valdés-Varela et al. 2016). Rod Bifidobacterium a Bacteroides vykazuji negativni korelaci
s vyskytem toxigenni C. difficile (Kim et al. 2020). Vliv bifidobakterii na C. difficile, konkrétné
B. longum a B. breve, byl testovan in vitro v pfitomnosti fruktooligosacharidu, nikoli vSak
inulinu. Vysledkem bylo vyznamné snizeni rastu C. difficile a toxicity jejich supernatantui.
K vyvozeni pevnych zavéra by ale bylo nutné provést dalsi studie in vivo (Valdés-Varela et al.
2016).

Snizené mnozstvi bifidobakterii v travicim traktu pozorujeme i u celiak (Martinello et
al. 2017). Celiakie je chronicka porucha tenkého stieva vyvolavajici zanét po konzumaci lepku.
Jedna se o autoimunitni onemocnéni vyskytujici se u jedinci s genetickou predispozici (De
Palma et al. 2010). Stievni dysbidza pii celiakii je charakteristicka nartistem Gram-negativnich
druhti bakterii a sniZzenim poctu bifidobakterii a laktobacilu (Losurdo et al. 2016). Pocet
bifidobakterii izolovanych ze stolice mizeme zvysit pravidelnym uZivanim probiotik, nelze tim
vsak dosahnout hodnot zdravého jedince (Martinello et al. 2017).

Intolerance lakt6zy se také fadi mezi poruchy GIT. Pfi¢inou je sniZzeni produkce enzymu
[B-galaktosidazy (laktazy), jehoz hladina se po odstavu ¢i v détstvi velmi snizuje. Hlavnimi
projevy je plynatost, bolesti biicha a priijem po poziti laktozy (Roskar et al. 2017). Studie, ktera
hodnotila vliv pfijmu jogurtu obohaceného o probiotické bakterie Lactobacillus acidophilus
a Bifidobacterium spp. na pacienty trpici intoleranci laktozy se ukazala jako uspéSna. Zatazeni
téchto probiotik do stravy dokazalo zmirnit pfiznaky intolerance laktozy (Masoumi et al. 2021).
Dalsi studie zabyvajici se intoleranci laktozy, ktera testovala vliv suplementace B. animalis
subsp. animalis a Lactobacillus plantarum po dobu 6 tydnd v prvni ¢asti u slepych vzorku
ukazovala vysoky placebo efekt, takze vysledky byly podobné jako u jedincii piijimajicich
aktivni latku. Vysledky na konci studie ovSem ukazaly vyrazné zlepSeni stavu u jedinci, kteti
pozivaly probioticky G¢inné rody (Roskar et al. 2017).
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3.3 Faktory ovliviiujici vyskyt bifidobakterii

Zastoupeni bifidobakterii ve stievni mikrobioté je ovlivnéno fadou faktord. Prvotnim
faktorem je zptisob porodu a vybér stravy jiz od prvnich dni (volba matefského mléka nebo
syntetické kojenecké vyzivy). Strava je podstatnym faktorem po cely Zivot, a to jak zatfazovani
potravin s obsahem probiotickych bakterii, tak i mnozstvi probiotickych potravin. Negativni
vliv na stav bifidobakterii v travicim traktu maji onemocnéni a ncktera 1éCiva, predevsSim
antibiotika. Negativni vliv antibiotik je mozné potlacit suplementaci probiotickych vyzivovych
doplnki, nebo kombinaci probiotik a prebiotik v synbiotickych dopliicich stravy. Déle jsou

vvvvvv

¢lovéka.

3.3.1 Porod a kojeni

Kolonizace GIT zacina hned po narozeni. Prvni bakterie, které kolonizuji stieva,
pochazeji z porodniho Ustroji matky a zahrnuji aerobni i anaerobni bakterie, jako jsou
Escherichia coli, Clostridium spp., Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Bacteroides spp.
a Bifidobacterium spp. (McCracken & Lorenz 2001). Procentualni zastoupeni bakterii ve stolici
kojenct je zobrazuje Obrazek 3. Muzeme zde pozorovat porovnani mnozstvi v 1, 10, 30 a 90
dnech po porodu.

1DEN

90 DNi

42%

16%

B Streptococcus B Enterococcus
O Lactobacillus B Staphylococcus
[0 Bifidobacterium [ Jiné

Obrazek 3: zastoupeni bakterialnich rodii ve vykalech kojencu (Solis et al. 2010)

Nenapadena lidska placenta byla vZzdy povazovana za sterilni prostiedi, ale Satokari et
al. ve svych vyzkumech prokazal pfitomnost DNA bifidobakterii 1 laktobacilii na placenté.
Kultivace na neselektivnich médiich ovSem byla netspéSna. Prokazalo se ale, ze ptenos
bakterialni DNA pies placentu matky na dit¢ je mozny, tudiz k mikrobidlnimu osidleni
organismu pravdépodobn¢ dochazi jiz v prenatalnim obdobi (Satokari et al. 2009). Vysledny
mikrobiom novorozenéte je nicméné velmi zavisly na zpisobu porodu. Pfi béZzném vaginalnim
porodu je mikrobiom matky a potomka velmi podobny. V piipadé porodu cisafskym fezem se
mikrobiom ditéte ale znateln¢ lisi (Backhed et al. 2015). V druhém piipad¢ totiz novorozené
pii porodu nemiji délozni ¢ipek a pochvu, coz je dulezity kontakt, pii kterém dochazi ke
kolonizaci ditéte fekalni a vaginalni mikrobiotou matky (Goldenberg et al. 2008). Vertikalni
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ptrenos z matky na dité byl potvrzen piedevsim u druhti B. breve a B. longum. Tyto bakterie pak
byly hojné zastoupeny ve vykalech potomka a to az po dobu 6 mésicti (Milani et al. 2015).

Kojenecka mikrobiota se nevyznacuje vysokou rozmanitosti a slozitosti (Arboleya et al.
2016). Vyznamnymi obyvateli traviciho traktu kojenct jsou pravé bifidobakterie. Mezi
dominantni druhy patii B. longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum, B. breve dale pak
také B. bifidum a B. pseudocatenulatum (Underwood et al. 2015).

Je prokazano, ze vyznamny vliv na mikrobiotu ditéte v tomto obdobi ma kojeni. Lidské
mléko obsahuje kompletni spektrum latek, které uspokojuje vyzivové pozadavky novorozence.
V jeho slozeni nalezneme zakladni nutrienty jako je lakt6za, mastné kyseliny a bilkoviny, které
vstiebava tenké stievo kojence (Neu 2007). Dalsi bioaktivni latky potiebné pro vyzivu kojence
se v lidském mléku nachazeji v mnohem pfijatelnéjsi formé, nez v syntetickych nahrazkach na
bazi kravského mléka (Hernell 2011). Jednou z podstatnych slozek lidského mléka pro
formovani mikrobioty kojence jsou oligosacharidy, které neslouzi jako zdroj energie pro
kojence, ale jsou zakladem pro rozvoj jeho stfevni mikrobioty, pifedevsim bifidobakterii
(Thomson et al. 2018). Lidské mléko také obsahuje vlastni mikrobiotu, jejiz ptvod zustava
nejasny. Kojeni pak piirozené zpusobuje pienos mikroorganismi a dal$ich latek z matky na
dité. Bylo prokazano, ze lidské mléko je jednim z prvnich hlavnich zdroju bakterii pro stfevo
kojence, protoze dité, které pozie az 800 ml mléka za den, pozie soucasné i bakterie v mnozstvi
1x10° az 1x10” KTJ/g (Soto et al. 2014). Je zajimavé, Ze bifidobakteridlni kmeny byly ve stolici
novorozenat objeveny jiz po péti dnech kojeni, zatimco u nekojenych novorozenat doslo pii
osidlovani stfev bifidobakteriemi ke znaénému opozdéni (Favier et al. 2003). Modulace
mikrobioty probiha nejintenzivnéji do 1-2 let Zivota. Po 3. roce Zivota se osidleni stfev za¢ina
podobat dospélému jedinci (Voreades et al. 2014; Arboleya et al. 2016).

Bifidobakterie, jako jedny z mala mikroorganismti kojeneckého traviciho traktu
dokaZou ziskat energii z lidského mléka, coz je pravdépodobné ditvodem jejich pocetni pfevahy
Vv prvnim roce zivota (Garrido et al. 2013). Adaptace jednotlivych kment byla ziejmé odlisna,
jelikoz napiiklad B. bifidum je schopno vyuzivat jak sacharidy mucinového typu, tak
oligosacharidy matefského mléka. Zatimco B. longum subsp. infantis je schopno degradovat
pouze oligosacharidy matetského mléka (Turroni et al. 2010).

Bifidobakterie navic u kojenct hraji také dilezitou roli pti udrzovani zdravi, prevenci
gastrointestinalnich poruch a modulaci stfevni mikrobioty. Svétova zdravotnickd organizace

wev

(FAO/WHO 2002; Rajyalakshmi et al. 2019). Roli hraji i pfi snizovani rizika infekci dychacich
cest, zanétlivych onemocnénich traviciho traktu, obezité ¢i diabetes mellitus 2. typu (Georgieff
et al. 2012). Prvni roky zivota jsou tedy vyznamnym okamzikem pro modulaci stievni
mikrobioty a podporu zdravi v pozdéjsim zivoté (Derrien et al. 2019). Bylo dokazano, zZe
B. longum subsp. infantis je mnohem G¢innéjsi pii kolonizaci stieva nez B. animalis subsp.
lactis, a to i u kojencti krmenych matefskym mlékem i u kojenct s nahradni vyzivou (Phavichitr
et al. 2021). Po odstavu kojence dominance bifidobakterii v travicim traktu klesne (Bottacini et
al. 2014).

Mimo to se ukazuje, Ze dostatecné mnozstvi bifidobakterii v travicim traktu ditéte mize
protektivné souviset i s alergickym astmatem nebo atopickou dermatitidou. Pfi porovnavani
stolice zdravych déti adéti stémito onemocnénimi bylo mnozZstvi vykultivovanych
bifidobakterii o tfetinu vys$8i u zdravych jedinct (Hatipoglu et al. 2014). Dalsim polem
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pusobeni jsou prijmova onemocnéni, kde suplementace B. longum subsp. infantis a B. bifidum

v kombinaci s laktobacily byly pii 1é¢bé a prevenci U kojencti hodnoceny pozitivné (Saavedra
etal. 1994; Lee et al. 2001).

3.3.2 Strava a suplementace probiotik

Soucasna definice probiotiky nazyva zivé organismy, které pii spravném podani
dostatecného mnozstvi mikroorganismi poskytuji hostiteli ptinos (Hill et al. 2014,
Cunningham et al. 2021). Konzumace probiotickych kultur ma pfiznivé G¢inky nejen na
Cloveéka, ale i na domaci a ostatni zvifata (Hoover 2014). Tyto kultury zejména umoznuji
udrzovat stalost vnitiniho prostiedi. Navic piisobi preventivné proti osidleni GIT patogennimi
organismy (Fuller 1989). Suplementace probiotik se u t¢hotnych Zen také ukazala jako ucinna
pii prevenci a 1é¢bé infekce mocovych cest ¢i bakterialnich vagindz (Nova et al. 2007).

Probiotika mohou byt pfijimana ve formé potravin, nebo jako doplnék stravy. V obou
formach je nezbytné dodrzovat zasady a postupy pro preziti probiotickych bakterii az do mista
ucinku. Na produktech obsahujicich probiotické kultury by mélo byt uvedeno mnozstvi
zivotaschopnych mikrobli v dobé vyroby a spravny zplsob skladovani. Tyto informace
spotiebiteli garantuji uvedené mnoZstvi probiotik vterminu trvanlivosti vyrobku
(Rajyalakshmi et al. 2019).

Utinné probiotikum by mélo splitovat nékolik zasad: vykazovat piiznivy G¢inek na
hostitele, byt nepatogenni a netoxické, skladat se z velkého mnozstvi zivotaschopnych bunék,
prezit cestu GIT, mit dobré senzorické vlastnosti, zlistat vitalni 1 béhem skladovani ¢i pouzivani
a izolace by méla probéhnout ze stejného druhu jako pfedpokladany hostitel (Fuller 1992;
Collins & Gibson 1999). Jejich koloniza¢ni schopnost mtize byt specificka, jak druhove, tak
i na trovni kmene (Bune$ova et al. 2012).

NejcastejSim zdrojem probiotickych bakterii ve stravé jsou fermentované mlécné
vyrobky, jejichz zdravotni pifinos byl znamy dlouho pfedtim, nez byly objeveny jednotlivé
mikroorganismy (Leahy et al. 2005). Fermentované mlééné vyrobky bézné obsahuji
B. animalis, v jogurtech mtizeme dale nalézt i B. longum. V nékterych zmrzlinach se setkame
s B. animalis subsp. lactis, také v syrech a syrovych vyrobcich je bézné pfitomen tento druh
(Ranadheera et al. 2010). Probiotika byla dlouho spojovana pouze s potravinami, nicméné
vV dnesni dob¢ roste trend suplementovat je také Vv kapslich jako dopliky stravy, coz by
Vv pfipadé vSestranné stravy a nenaruSeného mikrobiomu nemélo byt potiebné. Volba vhodnych
substrati pro dodani probiotik by méla byt vyrazné¢ zohlednéna pii vyvoji funkénich
probiotickych potravin (Ranadheera et al. 2010).

VétSina mikroorganismi s probiotickym vyuzitim kromé bifidobakterii se fadi do rodt
Lactobacillus, Lactococcus a Streptococcus (Lata 2021). Hlavni skupinou probiotickych
mikroorganismi jsou obecné bakterie mlééného kvaseni (Collins & Gibson 1999).

SloZeni probiotik by mélo byt podobné tomu, které se nachazi v travicim traktu hostitele
pfirozen¢ a ma velky vliv na jeho zdravi. Probiotika podporuji zdravi stfev, maji vliv na hladinu
cholesterolu, krevni tlak ¢i imunitni odpovédi organismu (Lata 2021).

Jako probiotika se pouzivaji predevsim ta, ktera hostitel nestravi a nasledné zvysuji
pocty bifidobakterii a dalSich probiotickych bakterii ve stfevech (Ventura et al. 2007). Rod
Bifidobacterium je jeden z nejstudovanéjSich probiotickych rodd, ktery je Géinny pii udrzeni
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a obnove homeostazy (Sarkar & Mandal 2016). Jako substrat ristu pro probiotické rody véetné
rodu Bifidobacterium mohou byt pouzity napiiklad pfirodni gumy a Skrob. Maji vhodné
technologické vlastnosti a pro spotfebitele jsou bezpecné a biologicky odbouratelné
(Modrackova et al. 2019b). V potravinaistvi se jako probiotikum ¢asto vyuziva B. animalis
subsp. lactis (Milani et al. 2013). A¢ jsou komer¢né pouzivané druhy bifidobakterii nepatogenni
a bezpecné pro béznou populaci, u pacientll se Spatnym zdravotnim stavem nebo zhorSenou
imunitou je nutné zvazit piipadna zdravotni rizika (Rajyalakshmi et al. 2019). Komplikace by
mohly nastat pfi uzivani probiotik jedinci po operaci traviciho traktu, pfi aktivnim zanétu, nebo
po imunosupresivni ¢i radiacni terapii. Nevhodné je také uzivani v ranych obdobich Zivota,
predevsim u predcasné narozenych déti (Fric 2011).

3.3.3 Prebiotika

Koncept prebiotik je podobny jako u probiotik a tim je piiznivy vliv na zdravi skrz
stfevni mikrobiotu, jedna se ale o odlisny mechanismus (Leahy et al. 2005). Prebiotiky mtizeme
oznacit nestravitelné slozky potravy, které diky své nestravitelnosti prochazi GIT az do tlustého
stieva, kde mohou pozitivné ovliviiovat rast ¢i aktivitu nékterych bakterialnich druhti, coz mize
znateln¢ ovlivnit slozeni mikrobiomu. Prebiotika jsou vétSinou nestravitelné oligosacharidy,
piedevsim pak fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy, xylooligosacharidy a inulin
(Gibson & Roberfroid, 1999). Aktualné platna definice oznacuje jako prebiotika substrat, ktery
je selektivné vyuzivan hostitelskymi mikroorganismy, coz pfinasi zdravotni benefity.
Nejcastéjsim mistem pusobeni je GIT, ale méné Casto se muzeme setkat s pisobenim prebiotik
skrz kozni nebo vaginalni mikrobiotu (Gibson et al. 2017). Nékteré formy prebiotik se pfirozené
vyskytuji v potravinach, jako jsou obilniny, lusténiny, ovoce a zelenina. Zatazeni prebiotik do
stravy a jejich suplementace maji piiznivy vliv na zdravi. Naptiklad tim muze byt pozitivné
ovlivnéno pravé mnozstvi bifidobakterii v travicim traktu, snizeni hladiny cholesterolu,
zmirnéni gastrointestinalnich poruch nebo zvyseni imunomodula¢nich u¢inkt. V neposledni
fad¢ strava bohata na prebiotika a vlakninu zvysuje sytost (Lockyer & Stanner 2019). Podavani
davek cisténych glukooligosacharidii se ukézalo jako prosp&$né také pii problémech s trdvenim
a toleranci laktozy (Azcarate-Peril et al. 2017).

3.3.4 Synbiotika

Vyzivovy doplnék obsahujici kombinaci probiotik a prebiotik v jednom preparatu
muzeme nazvat jako synbiotika (Fric 2011). Vhodna kombinace probiotik a prebiotik
podporuje synergicky ucinek (Ranadheera et al. 2010). V piipad¢ bifidobakterii jsou substratem
pro udrzeni zivé slozky napf. fruktooligosacharidy. Zptisobuji dostatecny a snadno dostupny
pfisun specifického substratu k fermentaci, ktery dany mikroorganismus potiebuje (Collins &
Gibson 1999).
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3.3.5 Antibiotika

Lidsky GIT muze byt ¢asto vystavovan plsobeni antibiotik z divodu 1é¢by ¢€i prevence
infek¢nich chorob zplisobenych bakteriemi a houbami. Kazda antibiotickd 1écba ma vliv na
modulaci mikrobiomu ve stfevé, protoze ne vSechna antibiotika jsou dostate¢né selektivni
a mohou tak pasobit ne jen vyhradné na patogeny (Duranti et al. 2017). Tento konvenéni zptsob
sice patogeny vymyti, ale Casto ponechava stfeva méné kolonizovana a tim nachylngjsi
k opétovné nakaze (Sarkar & Mandal 2016). Bylo prokazano, ze antibioticka terapie snizuje
celkovou bakterialni rozmanitost a postihuje az 33 % mikrobialni populace (O'Sullivan et al.
2012). U mladych dospélych po kratkodobém Sirokospektrém antibiotickém zasahu je do 45
dnti mozna téméf komplexni obnova mikrobiomu. U téchto respondentt byly ale chybéjici rody
i po 180 dnech stale nezjistitelné (Palleja et al. 2018). Nezadoucim nasledkem 1é¢by antibiotiky
muze byt prijem, jeho vyskyt i trvani vSak lze znaén€ omezit souCasnym uzivanim
probiotickych mikroorganismti, jako je napiiklad B. longum, piipadné v kombinaci
s Lactobacillus acidophilus (Orrhage et al. 1994).
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4 Metodika

Soucasti této bakalarské prace bylo stanoveni bifidobakterii z fekalnich vzorkt od 15
lidskych darcti bez gastrointestindlnich obtizi a naslednd identifikace pro jejich zatazeni
do sbirky mikroorganismti Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky, CZU v Praze.

4.1 Priprava médii

Nejprve byly pfipraveny zkumavky s fyziologickym roztokem (K2HPO4 1,2 g/l, KH2PO4
0,333 g/l; oba Lach-Ner, Czechia; 75 % roztok), glycerinem (VWR, USA; 25 % roztok)
a doplnény perlami podle potiteby pro homogenizaci vzorku. Pripravené zkumavky slouzily pro
odbéry fekalnich vzorkt. Pro mikrobiologicky rozbor byly pfipraveny fedici fady, Tabulka 3,
apro izolaci a kultivaci kolonii neselektivni Wilkins-Chalgren agar se s6jovym peptonem
(WSP; oba Oxoid, UK), Tabulka 4. Anaerobni prostiedi v téchto roztocich bylo zajisténo
metodou roll-tube podle Hungate (1969). Odstranéni kysliku probihalo ve vertikalni koloné
s obsahem médi (ve formé hrubych médénych pilin). Kolona byla civkou zahiivana na 350 °C;
redukce médi bylo dosazeno pruchodem plynného vodiku kolonou zespodu vzhiru. Aby bylo
zabranéno vybuchu bylo nutné trubici naplnit oxidem uhli¢itym, kvuli vytlaceni veskerého
kysliku. Oxid uhli¢ity ptipadné dusik byl do kolony vpoustén pomalu — probublavanim roztoku.
Po zbaveni kysliku nésledovala sterilace média.

Tabulka 3: SlozZeni Fedicich rad

Latka MnoZstvi
Destilovana voda 1000 ml
Trypton 59
Nutrienth broth 59

Yeast extract 2549
Tween ® 80 0,5 ml
Cystein 0,259

Tabulka 4: Slozeni neselektivniho média pro odebrané izolaty

Latka MnoZstvi
Destilovana voda 1000 ml
Wilkins-chalgren anaerobe agar |33 g

Soya pepton 5¢g

Tween ® 80 1ml
Cystein 0,59
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Pro stanoveni celkového poctu anaerobnich bakterii kultivaci bylo pfipraveno médium
Wilkins-Chalgren agar se s6jovym peptonem (WSP; oba Oxoid, UK), Tabulka 5. Pro detekci
a kvantifikaci bifidobakterii byly pouzity dvé selektivni modifikovana média WSP. Do prvniho
byla pfidana kyselina octova (1 ml/l; Sigma-Aldrich, USA) a mupirocin (100 mg/l; Oxoid,
UK), Tabulka 6 podle Rada & Petr (2000) (Rada & Petr 2000); do druhého mupirocin
(100 mg/l; Oxoid,UK), norfloxacin (200 mg/l; Oxoid, UK) a kyselina octova (1 ml/l; Sigma-
Aldrich, USA), Tabulka 7 podle (Vlkova et al. 2015).

Tabulka 5: Slozeni média na celkové pocty anaerobnich bakterii (\WSP)

Latka MnozZstvi
Voda 100 ml
Wilkins-chalgren agar 4,3¢
Soya pepton 0549
Cystein 0,059
Tween ® 80 0,1 ml

Tabulka 6. Slozeni média WSP s mupirocinem a octovou kyselinou (WSP-MUP)

Latka MnoZstvi
Voda 100 ml
Wilkins-chalgren agar 4,3¢
Soya pepton 0549
Cystein 0,059
Tween ® 80 0,1 ml
Mupirocinové disky 1 baleni
K. octova 100 pl

Tabulka 7: Slozeni média WSP s norfloxacinem, mupirocinem a octovou kyselinou (\WSP-

NORF)

Latka MnoZstvi
Voda 90 mi
Wilkins-chalgren agar 439
Soya pepton 0549
Cystein 0,059
Tween ® 80 0,1 ml
Mupirocinové disky 1 baleni
Roztok norfloxacinu (1 mg NORF/1

ml dH20/10 pl k. octové) 10 ml
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4.2 Mikrobiologicky rozbor fekalnich vzorku

Vsechny uvedené mikrobiologické analyzy fekalnich vzorki byly provedeny
s informovanym souhlasem darcu. U odebraného vzorku stolice bylo provedeno zvazeni
a prepocitani navazky pro presné pievedeni vzorku do druhého fedéni. Po fadné homogenizaci
vzorku vortexem bylo injek¢ni stiikaCkou ze zkumavky odebrano vypoctené mnozstvi
a prevedeno do druhého fedéni. Vzorek byl nasledné sériové nafedén desitkovym fedénim az
do koncentrace 10° Mikrobiologicky rozbor byl proveden deskovou metodou.
Do ptipravenych Petriho misek o priméru 35 mm bylo aplikovano 0,5 ml inokula, které bylo
zalito odpovidajicim agarem. Uzaviené Petriho misky byly kultivovany v anaerostatu za
anaerobnich podminek vytvofenych pomoci AnaeroGenu (Thermo Scientific, UK) pii 37 °C
po dobu 48 hodin.

4.3 Kvantifikace a izolace narostlych kolonii

Po 48 hodinach bylo spocitano mnozstvi narostlych kolonii na kazdé pocitatelné Petriho
misce, vynasobeno dvéma a dale byl vypocitan dekadicky logaritmus po¢tu kolonii tvoficich
jednotku na gram (logio KTJ/g).

Pted samotnou kvantifikaci byly odebrany izoldty narostlych kolonii vzdy
ze selektivnich médii pro bifidobakterie. Za aseptickych podminek bylo odebrano 1l
mikrobiologickou klickou zhruba 6 morfologicky odlisnych kolonii z kazdého vzorku
apreneseno do pfedem pftipravenych zkumavek s anaerobnim prostiedim (Hungate 1969)
s neselektivnim médiem pro kultivaci odebranych izolati pii 37 °C po dobu 24 hodin.

4.4 ldentifikace izolatu

Po 24hodinové kultivaci izolati byl zkontrolovan nartst bakterii ve zkumavkach,
Obrazek 4 a jejich morfologie a ¢istota pod mikroskopem s fazovym kontrastem (Elipse E200,
Nikon, Japan). Na zéaklad¢ variability byly vybrany kultury pro dalsi identifikaci. Vybrané
kultury byly rozetfeny 10ul klickou na Petriho misky o priméru 35 mm S pfedem pfipravenym
neselektivnim WSP agarem. Misky byly kultivovany dnem vzhiru v anaerostatu spolu
s AnaeroGenem po dobu 48 hodin pii 37 °C, Obrazek 5. Z kazdé Petriho misky byla odebrana
jedna kolonie 1pl klickou, ktera byla pfenesena do zkumavky s neselektivnim WSP médiem
pro kultivaci, Tabulka 5. V ptipad¢, Ze se na jedné misce nachazelo vice kolonii S riznymi
kultivacnimi charakteristikami, bylo odebrano od kazdé z nich nékolik kopii. Nasledovala
kultivace pii 37°C po dobu 24 hodin. Narostlé kultury byly opét zkontrolovany
mikroskopicky.V pfipadé kontaminace bylo nezbytné kulturu opét piedistit, tzn. pretiit ji
klickou na Petriho misku s WSP médiem. U Ccistych kultur se mohlo pfistoupit k dalSim
postuptm identifikace.
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Obrazek 4. Nariist izolatii po 24 Obrdzek 5: Vykultivované kolonie na
hodindch (zleva: agregaty. Petriho misce (D. Resova)
rovnomerny zakal, peleta na

dne) (D. Resova)

4.4.1 Detekce enzymu fruktézo-6-fosfat fosfoketolazy (F6PPK test)

Bifidobakterie maji unikatni vlastnost a to, ze pro S$té€peni sacharidovych hexéz
pouzivaji enzym F6PPK. Detekce tohoto enzymu je pouzivana pro rodovou identifikaci
bifidobakterii (Vlkova & Rada 2013). Pro zjisténi pfitomnosti enzymu je nezbytné narusit
bunky bakterii, aby byl jejich obsah pteveden do roztoku. Pokud burika obsahuje F6OPPK, tak
po pridani jednotlivych roztokd dochdzi k fialovému zbarveni. Pokud vzorek ziistane zluty,
jedna se o negativni reakci a nebyla tedy potvrzena rodova ptisluSnost.

Testovani prob&éhlo v 2ml zkumavkach (Eppendorf; Slovakia), do kterych bylo
pievedeno 1,5 ml kultury. Radné oznagené a uzaviené zkumavky byly odstiedény centrifugou
rychlosti 14 500 otacek po dobu 2 minut. Supernatant byl slit a peleta resuspendovana v 75 pl
Bifipufru. Dale bylo napipetovano 50 ul CTAB a nasledné bylo vse fadné zvortexovano.
Po 5minutové kultivaci za pokojové teploty bylo pfidano 31 pl roztoku 2 a 50 pl roztoku 7.
Nasledovala 30minutova kultivace pti 37 °C. Nasledné bylo do vzorkd napipetovano 188 pl
roztoku 3 a inkubovano 10 minut pii pokojové teploté. Poslednim krokem bylo postupné ptidani
125 pl roztokt 4, 5 a 6. Zbarvil-li se roztok do fialova, byl test vyhodnocen jako pozitivni,
Obrazek 6. SloZeni roztoki popisuje Tabulka 8 (Orban & Patterson 2000).

Tabulka 8: Roztoky pro F6PPK test

Bifipufr |0,12 g K;HPOq; 0,33 g KH2PO4; 0,05 g cystein; 100 ml H,O
Roztok 2 | roztok NaF (0,6 g/100 ml H,0), Na-iodoacetat (1 g/100 ml H,O)
Roztok 3 | roztok hydroxylaminu (13,9 g/100 ml), pH 6,5 (NaOH)

Roztok 4 | 15% roztok TCA (trichloroctové kyseliny)

Roztok 5 |4 M HCI

Roztok 6 | roztok FeCls (5 g/100 ml H,O; + 310 ul HCI)
Roztok 7 | fruktozo-6-fosfat (substrat pro pisobeni enzymu, 1 davka = 6,6 mg/0,02 ml H,O)

CTBA roztok detergentu cetridium bromidu (CTAB, 45 mg/100 ml H,0)
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Obrdazek 6. Pozitivai (vlevo) a negativni (vpravo) reakce na test F6PPK (D. Resova)

442 MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS, neboli hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci
zaucCasti matrice s pruletovym analyzatorem je nastroj pro mikrobialni identifikaci
a diagnostiku. Mikroorganismy jsou identifikovany bud’ z intaktnich bun¢k, nebo bunéénych
extraktti. Analyzovany vzorek se nasledné porovnava se spektralni databazi a je ur¢en rod, druh,
poddruh ¢i kmen zkoumaného mikroorganismu (Singhal et al. 2015).

1 ml kultury byl stocen na centrifuze pii rychlosti 14 500 otacek po dobu dvou minut.
Supernatant byl slit a usazena peleta resuspendovana v 500 pl 70% etanolu. Roztok byl
zvortexovan a nasledné stocen pii 14 500 otacek po dobu 2 minut. Veskery etanol ze zkumavek
byl odpipetovan a vzorek byl ponechan 10 minut susit. Vysusena peleta byla resuspendovana
nejprve v 15 pl 70% kyseliny mravenc¢i a nasledné bylo piidano 15 pl acetonitrilu.
Zvortexované zkumavky byly opét stoceny centrifugou pii 14 500 otackach po dobu 2 minut.
Na piedem piipravenou desticku byl nanesen 1 ul od kazdého vzorku ve dvou kopiich.
Po zaschnuti byl vzorek ptekryt 1 ul HCCA matrici (kyselina a-kyano-4-hydroxyskoiicova)
podle pokyni Bruker Daltonik (Bruker Daltonik GmbH, Némecko). Interpretaci vysledka
MALDI-TOF MS vysvétluje Tabulka 9.

Tabulka 9: Interpretace MALDI-TOF MS vysledkai

Rozsah Interpretace Barva

2,00 — 3,00 |Identifikace druhu s vysokou mirou jistoty zelend

1,70 — 1,99 |Identifikace s nizkou mirou jistoty — jista rodova piislusnost | zluta

0,00 —1,69 |Identifikace organismu nelze provést
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4.5 Uchovani sbirkovych izolati bifidobakterii

Cisté a Usp&né zidentifikované kmeny bifidobakterii byly aplikovany do 2 ml
kryozkumavek spole¢né s Bifipufrem (0,12 g K:HPO4; 0,33 g KH2PO4, oba Lach-Ner,
Slovakia; 0,05 g cystein Oxoid, UK; 100 ml dH;0) a glycerinem (VWR, USA) v poméru 3:2.
Poté byly uchovany pii —20 °C.
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5  Vysledky

5.1 Kaultivacni stanoveni pocti bifidobakterii ve fekalnich vzorcich lidi
bez gastrointestinalnich obtizi

Mikrobiologické analyze bylo podrobeno celkem 15 fekalnich vzorki od darct bez
gastrointestindlnich obtizi ve sloZzeni 10 Zen a 5 muzt razného véku v primeéru 25,67 + 18,58
let. Celkové pocty kultivovatelnych anaerobnich bakterii (CP) dosahovaly v priméru 9,48 +
0,22 log KTJ/g. Pro stanoveni bifidobakterii byly pouzity dvé selektivni média. Primérny pocet
bifidobakterii v médiu WSP s mupirocinem a kyselinou octovou (WSP-MUP) byl 8,95 + 0,35
log KTJ/g a u média WSP s norfloxacinem, mupirocinem a kyselinou octovou (WSP-NORF)
9,21 + 0,35 log KTJ/g, Tabulka 10.

Z Petriho misek s pocitatelnymi koloniemi na selektivnich mediich bylo na zakladé
variability vybrano 183 kolonii bakterii, které byly izolovany a znovu kultivovany pro dalsi
identifikaci.

Tabulka 10: Mnozstvi kolonii tvoricich jednotku (log KTJ/g)

log KTJ/g
Vzorek
CP WSP-MUP | WSP-NORF
1 9,41 8,41 8,62
2 9,46 8,98 8,75
3 9,42 8,96 8,92
4 9,43 9,37 9,11
5 9,62 8,82 8,82
6 10,09 9,25 9,11
7 9,56 8,86 8,55
8 9,44 8,92 8,75
9 9,16 8,72 8,52
10 9,59 9,30 9,16
11 9,30 8,89 8,88
12 9,15 9,10 8,31
13 9,33 8,09 7,86
14 9,59 9,14 8,80
15 9,67 9,44 9,21
Primér | 9,48+0,22 | 8,95+0,35 | 8,76 + 0,35
Vysvétlivky:

e CP — celkové pocty kultivovatelnych anaerobnich bakterii na WSP médiu

e WSP-MUP — pocet kultivovatelnych bakteriich (bifidobakterii) narostlych na WSP
médiu S mupirocinem a kyselinou octovou

e WSP-NORF - pocet kultivovatelnych bakteriich (bifidobakterii) narostlych na WSP
s norfloxacinem, mupirocinem a kyselinou octovou
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5.2 ldentifikace vybranych izolati

Celkem bylo izolovano 183 narostlych kolonii ze selektivnich medii pro stanoveni
bifidobakterii, a to z médii WSP-MUP a WSP-NORF. Kazdy izolat byl podroben kontrole
Cistoty a morfologické analyze pod fazovym mikroskopem (fotografie nékterych izolath
vybranych k dal$imu testovani se nachazeji v priloze 1). Delsi ty¢inky, rozvétvené ty¢inky
a tyCinky tvorici agregaty byly nejcastéji detekovanou morfologii sledovanych bakteridlnich
buné¢k. Na zaklad¢ variability bylo nakonec z celkovych 183 izolat vybrano 80, u kterych byla
ovétovana jejich prislusnost k rodu Bifidobacterium pomoci F6PPK testu a nasledovala u nich
dale identifikace pomoci MALDI-TOF MS, Tabulka 12.

5.2.1 F6PPK test

F6PPK test byl dilezitym ukazatelem pii ur€ovani rodové identifikace izolatd. Z 80
testovanych izolati byla pfislus$nosti k rodu Bifidobacterium jednoznacné potvrzena u 72.
U izolatd D55 a D64 byl vysledek nejasny. V téchto ptipadech bylo potieba ptihlédnout
k jinym zptisobum identifikace, které ukazaly, Ze se jednalo o rod Bifidobacterium s vysokou
mirou jistoty. U tfech izolath D70, D75 a D83 vySel test jako negativni, ale i tak bylo provedeno
kontrolni testovani dal§i metodou. U zbyvajicich tfech testovanych izolatd vySel test jako
negativni a identifikace na MALDI-TOF MS potvrdila, Zze se nejednalo o zastupce rodu
Bifidobacterium, ale o narostlé kontaminace z prostiedi.

5.2.2 MALDI-TOF MS

Pomoci MALDI-TOF MS byly identifikovany izolaty na troven druhu, poptipadé rodu,
Tabulka 12. Nejcastéji detekovanym druhem z celkovych 80 testovanych izolata byl
B. longum (37) a B. adolescentis (31). Mén¢ ¢asto poté byly detekovany druhy B. animalis (4),
B. catenulatum (4) a B. pseudocatenulatum (1). Ve stfevni mikrobioté lidskych darct bez
gastrointestinalnich obtizi se podafilo izolovat také druh B. angulatum (3). Bifidobakterialni
druhy izolované z jednotlivych fekalnich vzorkd i s vékem hostitele obsahuje Tabulka 11.
Zbyvajici 3 izolaty, D70, D75 a D83 Tabulka 12 neobsahuje, jelikoz vysledek F6PPK testu
byl potvrzen a nejednalo se tedy o rod Bifidobacterium. Bylo to potvrzeno i MALDI-TOF MS
identifikaci, kdy byly zidentifikovany jako druhy Bacillus cereus (2) a Cutibacterium acnes (1).
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Tabulka 11: Detekované druhy bifidobakterii ve stirevni mikrobioté jednotlivych hostitelii

Cislo vzorku | VEk Druhy bifidobakterii
1. 8 |B. adolescentis, B. longum, B. catenulatum
2 9 |B. adolescentis
3 11 |B. adolescentis, B. angulatum
4. 25 |B. adolescentis, B. longum, B. catenulatum
5. 33 |B. longum
6 28 |B. adolescentis, B. longum
7 10 |B. adolescentis, B. longum, B. pseudocatenulatum
8. 12 |B. adolescentis, B. longum, B. catenulatum
9. 22 | B. adolescentis, B. animalis subsp. lactis
10. 50 |B. adolescentis, B. longum, B. animalis subsp. lactis
11. 50 |B. adolescentis, B. longum,
12. 25 |B. longum
13. 71 |B. adolescentis
14, 30 |B. adolescentis, B. longum subsp. longum
15. 1 |B. adolescentis, B. longum subsp. longum

5.3 Rozsireni sbirky bifidobakterii

Z celkovych 80 testovanych izolatu bylo 77 zidentifikovanych na troven rodu jako
Bifidobacterium spp. 73 izolatl bylo poté zidentifikovano S vysokou mirou jistoty druhové
identifikace a byly nasledn¢ ulozeny do sbirky bifidobakterii Katedry mikrobiologie, vyzivy a
dietetiky CZU v Praze. Dané divoké kmeny bifidobakterii od lidskych darcti bez
gastrointestinalnich obtiZi jsou soucasti kontrolni skupiny bifidobakteridlnich druhti, které
budou vyuzity pro testovani vramci dysbiotick¢é mikrobioty, antibiotické rezistence
bifidobakterii a dalsich projektdt KMVD.
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Tabulka 12: Seznam izolati bifidobakterii — mikroskopicka kontrola, F6PPK test a MALDI-TOF MS identifikace

# |IDizolatu | Kéd I;‘e'gl‘:f;f“‘ %‘r']‘t"r ‘(’)Sll;"p‘cka o | MALDI-TOF Ms identifikace (1) | 5™ | MALDI-TOF MS identifikace (2) | %0
1 [MUP1/BA |D1  |WSP-MUP |ietizky tycinek + | Bifidobacterium catenulatum 2,20 | Rashiwanohense o ettt SUBSE- 17518
2 |MUP 1/7B D2 WSP-MUP | kratké, tenké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,18 | Bifidobacterium adolescentis 2,14
3 [NORF1/7B |D3 WSP-NORF | rozvétvené t. + Bifidobacterium longum 2,21 | Bifidobacterium longum 2,19
4 |NORF 1/7C D4 WSP-NOREF | kratké tenké t. + Bifidobacterium catenulatum 2,26 | Bifidobacterium catenulatum 2,20
5 [NORF1/7D |D5 WSP-NORF | tenké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,24 | Bifidobacterium adolescentis 2,23
6 | MUP 2/8A D6 WSP-MUP | pravidelné t. + Bifidobacterium adolescentis 2,01 | Bifidobacterium adolescentis 2,05
7 INORF2/7B |D7 | WSP-NORF |shlukyt. + Bifidobacterium adolescentis 2,27 | Bifidobacterium adolescentis 2,36
8 |NORF 2/7D D8a |WSP-NORF |zahnuté t. + Bifidobacterium adolescentis 2,27 | Bifidobacterium adolescentis 2,25
9 [NORF2/7D |D8b |WSP-NORF |krati t. + Bifidobacterium adolescentis 2,24 | Bifidobacterium adolescentis 2,29
10 [NORF 2/7H | D9 WSP-NOREF | shluky t. + Bifidobacterium adolescentis 2,13 | Bifidobacterium adolescentis 2,13
11 | MUP 3/8C D10 |WSP-MUP |zahnuté t. + Bifidobacterium adolescentis 2,15 | Bifidobacterium adolescentis 1,70
12 | MUP 3/8D D11 |WSP-MUP | shluky + Bifidobacterium adolescentis 2,22 | Bifidobacterium adolescentis 2,26
13 | MUP 3/8E D12 |WSP-MUP |shluky + | Bifidobacterium angulatum 2,05 | Bifidobacterium angulatum 2,03
14 INORF 3/7D |D13 |WSP-NORF | kratké zahnuté t. + Bifidobacterium angulatum 1,96 | Bifidobacterium angulatum 899
15|NORF 3/7E  |D14 |WSP-NORF | kratké zahnuté t. + Bifidobacterium angulatum 2,00 | Bifidobacterium angulatum 1,92
16 | MUP 4/8A D15 |WSP-MUP |dlouhé tenké t. + Bifidobacterium longum 2,14 | Bifidobacterium longum 2,10
17 | MUP 4/8B D55 |WSP-MUP |dlouhé rovné t. +/- | Bifidobacterium adolescentis 2,25 | Bifidobacterium adolescentis 2,20
18 | MUP 4/7A D16 |WSP-MUP |kratké tenké t. + Bifidobacterium catenulatum 1,97 | Bifidobacterium catenulatum 2,01
19 | MUP 4/7B D17 |WSP-MUP |dlouhé tenké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,14 | Bifidobacterium adolescentis 2,28
20 | MUP 4/7C D18 |WSP-MUP |dlouhé tenké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,14 | Bifidobacterium adolescentis 2,17
21 INORF 4/8A | D19 | WSP-NOREF | nepravidelné t. + Bifidobacterium adolescentis 2,21 | Bifidobacterium adolescentis 2,26
22 |NORF 4/8B | D56 |WSP-NORF | zahnuté t. + Bifidobacterium adolescentis 2,23 | Bifidobacterium adolescentis 1,99
23 |NORF 4/7B |D20 |WSP-NORF |krat3i t. + Bifidobacterium adolescentis 2,25 | Bifidobacterium adolescentis 2,21
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24 INORF 4/7C  |D21 | WSP-NORF |kratké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,21 | Bifidobacterium adolescentis 2,26
25 |[NORF 4/7D | D22 | WSP-NORF | shluky + | Bifidobacterium adolescentis 2,08 | kashiwanohense - o awum SUBSE- 172 02
26 | MUP 5/7C D23 |WSP-MUP |tenkét. + Bifidobacterium longum 2,27 | Bifidobacterium longum 2,18
27 | MUP 5/7D D24 |WSP-MUP |tenké t. + Bifidobacterium longum 2,26 | Bifidobacterium longum 2,25
28 [INORF5/7E |D25 |WSP-NORF |rozvétvené t. + Bifidobacterium longum 2,14 | Bifidobacterium longum 2,24
29 | MUP 6/8B D26 |WSP-MUP | dlouhé tenké t. + Bifidobacterium longum 2,20 | Bifidobacterium longum 2,18
30 | MUP 6/8C D27 |WSP-MUP | agregaty + Bifidobacterium adolescentis 2,09 | Bifidobacterium adolescentis 2,26
31 |NORF6/8C  |D28 | WSP-NORF | agregaty + Bifidobacterium adolescentis 2,08 | Bifidobacterium adolescentis 2,18
32 |NORF6/7D |D29 |WSP-NORF |agregaty + Bifidobacterium adolescentis 2,15 | Bifidobacterium adolescentis 2,05
33| MUP 7/8B D30 |WSP-MUP | agregaty + Bifidobacterium longum 2,20 | Bifidobacterium longum 2,08
34 |MUP 7/7C D31 |WSP-MUP | kratké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,26 | Bifidobacterium adolescentis 2,22
35| MUP 7/7E D32 |WSP-MUP |rovnét. + Bifidobacterium pseudocatenulatum 2,13 | Bifidobacterium pseudocatenulatum 2,18
36 [NORF 7/7C | D33 | WSP-NORF |shluky delgich t. + Bifidobacterium longum 2,25 | Bifidobacterium longum 2,16
37 | MUP 8/8B D34 |WSP-MUP |rozvétvené t. + Bifidobacterium longum 2,18 | Bifidobacterium longum 2,17
38 | MUP 8/8C D35 |WSP-MUP |zahnuté t. + Bifidobacterium longum 2,06 | Bifidobacterium longum 2,04
39 | MUP 8/7E D36 |WSP-MUP | rovné kratké t. + Bifidobacterium catenulatum 2,18 | Bifidobacterium catenulatum 2,11
40 [NORF 8/8A  |D37 |WSP-NORF |zahnuté t. + | Bifidobacterium longum 2,00 | anooacterium fongum subsp. 2,08
41 [NORF 8/7D | D38 | WSP-NORF | kratké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,29 | Bifidobacterium adolescentis 2,29
42 | MUP 9/7E D40 |WSP-MUP | velmi kratké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,28 | Bifidobacterium adolescentis 2,24
43 | MUP 9/7F D41 |WSP-MUP | velmi kratké t. + | Bifidobacterium animalis subsp. lactis | 2,29 | Bifidobacterium animalis subsp. lactis | 2,23
44 INORF 9/8A | D42 |WSP-NOREF |shluky t. + Bifidobacterium animalis subsp. lactis | 1,98 | Bifidobacterium animalis 1,98
45 |NORF 9/7F | D43 | WSP-NORF |velmi kratké t. + Bifidobacterium animalis 2,13 | Bifidobacterium animalis subsp. lactis | 2,33
46 |[MUP 10/8A | D44 |WSP-MUP | velmi kratké t. + Bifidobacterium animalis subsp. lactis | 2,25 | Bifidobacterium animalis subsp. lactis | 2,22
47|MUP 10/8C D45 |WSP-MUP |zahnuté t. + | oncooacterium fongum subsp. 2,00 |Bifidobacterium longum 2,21
48 [MUP 10/7TF  |D46 |WSP-MUP |zahnuté t. + | oo gpacterium fongum subsp. 2,24 | Bifidobacterium longum 2,16
49 |NORF 10/8A |D47 |WSP-NORF |dlouhé zahnuté t. |+ |Bifidobacterium longum 2,21 | onoopacterium fongum subsp. 2,17
50 |[NORF 10/7D | D48 |WSP-NORF | zahnuté t. + Bifidobacterium longum 2,23 | Bifidobacterium longum 2,15
51 |NORF 10/7E | D49 | WSP-NORF | delsi t. + Bifidobacterium longum 2,13 | Bifidobacterium longum 2,18
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52| MUP 11/8A |D50 |WSP-MUP |[rovné't. + Bifidobacterium longum 2,20 | Bifidobacterium longum

53| MUP 11/8A | D50A | WSP-MUP | zahnuté t. + Bifidobacterium longum 2,16 | Bifidobacterium longum

54 |MUP 11/7E  |D51 |WSP-MUP | delsi t. + Bifidobacterium adolescentis 2,26 | Bifidobacterium adolescentis
55|MUP 11/7G  |D52 |WSP-MUP | shluky + Bifidobacterium adolescentis 2,11 | Bifidobacterium adolescentis
56 |[NORF 11/7E |D53 | WSP-NORF |shluky + Bifidobacterium adolescentis 2,07 | Bifidobacterium adolescentis
57 | MUP 12/7E D58 |WSP-MUP |rozvétvené t. + Bifidobacterium longum 2,06 | Bifidobacterium longum

58 [NORF 12/7C |D61 | WSP-NORF |zahnuté t. + Bifidobacterium longum 2,00 | Bifidobacterium longum

59 |MUP 13/78 | D6LA |WSP-MUP | shiuky + | Bifidobacterium longum 2,04 |y ooacterium fongum subsp.
60 | NORF 13/7C | D63 |WSP-NORF | kratké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,19 | Bifidobacterium adolescentis
61 |[NORF 13/7E | D64 | WSP-NOREF | shluky +/- | Bifidobacterium adolescentis 1,96 | Bifidobacterium adolescentis
62 | MUP 14/8B D65 |WSP-MUP | dlouhé t. + I%lrf]lglj)nl%acterlum longum subsp. 2.10 IBol;‘lléiSr?]acterlum longum subsp.
63|NORF 14/8B |D67 |WSP-NORF |delsi zahnutét. |+ | onicopacterium ongum subsp. 2,23 | Bifidobacterium longum

64 | NORE 14/8B | D67A | WSP-NORE | zahnuté t. + I%i;iglj)rlra]acterium longum subsp. 2,09 I%i;iéiggacterium longum subsp.
65 | NORF 14/7C | D68 | WSP-NORF | fetizky z t. + | Bifidobacterium oedipus 62N 012 001 GM

66 | NORF 14/7D | D69 | WSP-NORF | kratké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,03 | Bifidobacterium adolescentis
67 | NORF 14/7E | D70 |WSP-NOREF |shluky - Bifidobacterium adolescentis 1,71 | Bifidobacterium adolescentis
68| NORF 14/7F D71 |WSP-NORF | deli t. + I%lggl?rlr)]acterlum longum subsp. 2,03 I%lrﬁléjl?gacterlum longum subsp.
69 |MUP 15/8A |D72 |WSP-MUP |shiuky + Fgrf]lg(;jlj)r?]acterlum longum subsp. 212 Fg;gjlﬁ)rkr)]acterlum longum subsp.
70 |[MUP 15/8B  |D73 | WSP-MUP | shluky + Bifidobacterium adolescentis 2,18 | Bifidobacterium adolescentis
71|MUP 15/8C |D74 |WSP-MUP | kratké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,20 | Bifidobacterium adolescentis
72|MUP15/8D  [D75 |[WSP-MUP_|shluky - | Bifidobacterium rosetti IBON Gifidobacterium faccale

73| MUP 15/7E D76 |WSP-MUP | delii t. + I%lrf]glj)rlra]acterlum longum subsp. 2,03 I%lrfllgdl?r?]acterlum longum subsp.
74| MUP 15/7F D77 |WSP-MUP |shluky + I%lggl?rlr)]acterlum longum subsp. 212 I%l;gjgr?]acterlum longum subsp.
75| NORF 15/8A | D78 | WSP-NORF | kratké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,18 | Bifidobacterium adolescentis
76 |[NORF 15/8B | D79 | WSP-NORF | kratké t. + Bifidobacterium adolescentis 2,20 | Bifidobacterium adolescentis
77 |[NORF 15/7F | D83 | WSP-NOREF | shluky - Bifidobacterium rosetti - Bifidobacterium faecale
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Vysvétlivky:

WSP-MUP — Wilkins-Chalgren agar se s6jovym peptonem, mupirocinem a kyselinou
octovou

WSP-NORF — Wilkins-Chalgren agar se sdjovym peptonem, norfloxacinem,
mupirocinem a kyselinou octovou

t. — ty¢inky

F6PPK test - — negativni vysledek

F6PPK test + — pozitivni vysledek

FOPPK test +/-— nejasny vysledek

Zelena barva (rozsah score identifikace 2,00-3,00) — identifikace s vysokou mirou
jistoty

Zluta barva (rozsah score identifikace 1,70-1,99) — identifikace s nizkou mirou jistoty
— jista rodova pfislusnost

Cervena barva (rozsah score identifikace 0,00-1,69) — identifikace organismu nelze
provést
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6 Diskuze

Rod Bifidobacterium patfi mezi komenzalni sacharolytické bakterie, jejichz mnozstvi
s ptibyvajicim vékem klesa (Ventura et al. 2007). Jsou ptirozenym kolonizatorem traviciho
traktu a podstatnou soucasti stievniho mikrobiomu nejen lidi, ale i zvitat (Hoover 2014).
Nejvyssi zastoupeni ve stievnim mikrobiomu bifidobakterie dosahuji v prvnich tfech letech
oligosacharidi matefského mléka, proto vyssi zastoupeni nalezneme u déti kojenych nez u déti
s umé&lou mlé¢nou vyzivou. Stievni mikrobiom se s pfechodem na normalni stravu piizptsobi
piijimanym latkdm a kojenecké bifidobakterialni druhy postupné nahradi druhy typické pro
mikrobiotu dospé€lého jedince (Hernell 2011). Ptinos bifidobakterii pro lidsky organismus je
nezanedbatelny. Velky vliv na imunitu hostitele maji jejich metabolity, piedevsim organické
kyseliny, octova a mlécna. V tlustém stfevé vytvareji kyselejsi pH, ¢imz zvySuji
obranyschopnost stieva hostitele vic¢i kolonizaci potencidlnimi patogeny. Vzniklé kyselé
prostiedi také podporuje tvorbu nékterych vitamin a mineralnich latek (Wong et al. 2006;
O'Callaghan & van Sinderen 2016). Probiotické bifidobakterie se nepouZzivaji jen k prevenci
gastrointestinalnich potizi, ale také k podpote jejich 1é¢by. Jako takové lze zminit napiiklad
gastroenteritidu, prijem, syndrom drazdivého tra¢niku, nedostate¢né traveni laktozy, infekci
Helicobacter pylory ¢i zanétlivd onemocnéni stiev (Lata 2021). Jelikoz se jedna vétSinou
o striktné anaerobni bakterie, jejich kultivace neni tak snadna, ale kvuli svoji bezpeénosti,
piiznivym ucinkim na zdravi hostitele a snadné aplikaci se s oblibou bifidobakterie uzivaji jako
probiotika (Hoover 2014).

V ramci screeningu vyskytu bifidobakterii u fekalnich vzorkil lidskych darct bez
gastrointestinalnich obtizi ve véku 25,67 + 18,58 se jejich mnozstvi pohybovalo mezi 107 a 10°
KTJ/g, konkrétn¢ v médiu WSP-MUP to bylo 8,95 + 0,35 log KTJ/g a v médiu WSP-NORF
8,76 £ 0,35 log KTJ/g. Pro srovnani, v japonské studii pfi analyze pies 400 lidskych fekalnich
vzorki vSech vékovych skupin bylo detekovano mnozstvi B. longum v poctech 8,7 + 0,9 log
KTJ/g (Kato et al. 2017). Coz je velmi podobné hodnotam zjisténym v této praci, kde ovSem
byl zjistovan celkovy pocet bifidobakterii, tudiz se da predpokladat, ze v japonské studii byl
celkovy pocet bifidobakterii vyssi. Podobné také Bunesova et al. (2017) detekovali
bifidobakterie ve vysokych kultivac¢nich poctech 9,62 + 0,35 log KTJ/g fekalniho vzorku u lidi
vegetaridnd a 9,36 + 0,57 log KTJ/g u lidi na konvenéni stravé. To vypovida o pravdépodobné
zanedbatelném vlivu konzumace masa na mnozstvi bifidobakterii v travicim traktu cloveka.
V dalsi studii bylo testovano 12 zdravych starSich dobrovolniki, v jejichz fekalnich vzorcich
bylo stanoveno 8,52 + 0,26 log KTJ/g bifidobakterii. V této studii byl zkouman vliv
podavanych fruktooligosacharidd in vivo na pocty bifidobakterii. Po 4 tydnech suplementace
prebiotiky se projevil zfetelny nartst bifidobakterii na 9,17 + 0,17 log KTJ/g. Lze tedy
predpokladat, Ze fruktooligosacharidy maji piiznivé prebiotické bifidogenni ucinky.
Xylooligosacharidy jsou dal$im bézn¢ uzivanym prebiotikem, kdy pouhy 1 gram denné po dobu
tii tydnd podavani vede ke zvyseni poctu bifidobakterii v GIT (Okazaki et al. 1990). Prave
ptirozeny obsah prebiotickych slozek ve stravé je jednim z vyznamnych divodi vysokého
poctu bifidobakterii ve stfevni mikrobiot¢ (Lockyer & Stanner 2019) a pravdépodobné
I divodem vysokého poctu bifidobakterii detekovanych ve fekalnich vzorcich hostiteld v této
praci. Prebiotika, pfedev§im vlaknina, je totiz bézné pfijimana ve stravé formou zeleniny,
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ovoce, lusténin ¢i obilovin (Lockyer & Stanner 2019). Mezi potraviny pfispivajici k navyseni
mnozstvi bifidobakterii patii navic 1mléné vyrobky, které samotné probiotické
mikroorganismy piirozené obsahuji. Mezi druhy, se kterymi se nejcastéji setkdme v téchto
potravinach patii B. longum a B. animalis subsp. lactis (Ranadheera et al. 2010).

Naopak, velmi nizké, spise zadné zastoupeni bifidobakterii v tlustém stéevé byly zjistény
a stale se zivi lovem a sbérem. Moznym divodem eliminace vyskytu bifidobakterii by mohla
byt pravé absence mléka a mléEnych vyrobku v jejich straveé. Zaroven také Hadzové nechovaji
hospodarska zvitata, které mohou byt dalsim moznym zdrojem bifidobakterii, se kterymi tedy
vibec nepiichazeji do styku (Schnorr et al. 2014). Pti geografické izolaci Hadzt je totiz velmi
pravdépodobné, ze nedochazi k zadnému kontaktu s jakymikoliv hospodatrskymi zvifaty, tudiz
ani pienos bifidobakterii nemize prob&éhnout touto cestou (Moeller et al. 2013). Je zajimavé,
Ze westernizace, a S tim souvisejici rozvoj fady civilizacnich onemocnéni, je také spojovana
s niz§im zastoupenim komenzalnich bakterii ve stfevé ¢lovéka (Cucinotta et al. 2021). Pokud
je zdravi naruSeno stievnimi onemocnénimi bez znamé pticiny, jako jsou napiiklad zanétliva
onemocnéni stiev, kolorektalni karcinom a dal$i, tak mnozstvi bifidobakterii vétSinou zna¢né
klesa. U déti trpicich Crohnovou chorobou se hodnoty pohybuji okolo 107 KTJ/g a méné,
kdezto ve stfevé zdravych déti mnozstvi bifidobakterii dosahuje az hodnot 10° KTJ/g
(Modrackova et al. 2019a). Jina studie zabyvajici se také zanétlivymi onemocnénimi stiev
dokonce uvadi jesté niz§i pocty bifidobakterii, a to pouze 10° KTJ/g. Snizené mnozstvi
bifidobakterii bylo také detekovano u lidi s kolorektalnim karcinomem (4,94 + 0,40 log KTJ/g)
(Gueimonde et al. 2007) a laktézovou intoleranci (10° KTJ/g) (Vitellio et al. 2019). U lidi
s laktozovou intoleranci byly hodnoty bifidobakterii zvySeny po probiotické intervenci
B. longum a Lactobacillus rhamnosus po dobu 30 dnii na 10° KTJ/g (Vitellio et al. 2019).

Na zdklad¢ téchto zjiSténi by proto bylo vhodné zvazovat zatazeni suplementace
probiotickych bifidobakterialnich kultur s cilem obnovy pfirozené stievni mikrobioty, ktera
beézn¢ obsahuje vysoke pocty komenzalnich bifidobakterii. Nicméné je ale vzdy nutné zvazit,
0 jaké problémy a individualitu hostitele se jedna, protoze podani bifidobakterii nemusi byt
vzdy zcela vhodné (Sarkar & Mandal 2016). Nevhodné je uzivani probiotik napiiklad po
operacich nebo pii aktivnim zanétu GIT, nedoporucuje se také podani probiotik v ranném
obdobi Zivota, zvlasté pak nedonoSenym novorozenciim (Fri¢ 2011).

Velmi dilezité je také zvazeni testovani probiotickych vlastnosti dalSich
bifidobakteridlnich druhii, které jsou pfirozenou slozkou stievni mikrobioty dané skupiny
hostitelt. Naptiklad pro kojence by bylo vhodné zatadit druhy bifidobakterii, které se pfirozené
vyskytuji v jejich stievni mikrobioté. V této praci z kojenecké stolice byly izolovany druhy
B. adolescentis a B. longum subsp. longum. U dospélych jedinci to byly nejcastéji
B. adolescentis, B. longum a dale také B. animalis a B. catenulatum. Komeréné vyuzivané
probiotické preparaty obsahuji bud’ jednotlivé kmeny, nebo jsou zaloZeny na kombinaci vétsiho
mnozstvi kment/druhl/rodt bakterii, naptiklad velmi casta je kombinace Bifidobacterium spp.
a Lactobacillus spp., které byvaji vyuzivany pro obnoveni ptivodni mikrobioty napiiklad po
uzivani antibiotik (Cremonini et al. 2002).

V této praci byla pouzita dvé selektivni média pro stanoveni bifidobakterii. Médium
s mupirocinem by mélo byt obecné mén¢ selektivni ve srovnani s médiem obsahujici navic
k mupirocinu jesté norfloxacin (Rada & Petr 2000; Vlkova et al. 2015). V ramci této prace
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nicméné toto zjisténi nebylo jednoznacné potvrzeno. Pro kultivacni stanoveni bifidobakterii
z fekalnich vzorkl lidi bez gastrointestindlnich obtizi byla ob& pouzitd média dostate¢né
selektivni a umoznila nartst bifidobakterii bez vyznamnych rozdilt a jsou tedy vhodnymi médii
pro jejich kultivaci z fekalnich vzorku lidskych hostiteli. Konkrétné napiiklad u vzorku €. 1
hodnoty stejné nebo velmi podobné, Tabulka 10.

Jednim z hlavnich znakt uréujici rod Bifidobacterium je produkce enzymu F6PPK
(Scardovi 1986; Vlkova & Rada 2013). Test na zjisténi FOPPK ptedchazel konkrétni druhové
identifikaci na MALDI-TOF MS. Vétsina izolata bifidobakterii vykazovala jasné pozitivni
vysledek na pfitomnost enzymu FO6PPK, nicméné byly také detekovany dva izolaty (D55
a D64), jejichz reakce nebyla zcela jednozna¢na. Divodem mohla byt vznikld kontaminace
z prostiedi, a tedy testovani kultury, ktera nebyla ¢ista, nebo také testovani kultury v nevhodné
fazi ristové kiivky. Pfesto byly i tyto izolaty identifikovany pomoci MALDI-TOF MS pro
ovéteni jejich identity. U kment, které vykazovaly vysledek FOPPK testu negativni, nebo
u kterych vysledek nebyl zcela jasny, se i na nasledujici identifikaci mira druhové jistoty
ukazala jako nizka. Dva izolaty byly identifikovany jako Bacillus cereus, ktery je casto
pfenasen potravinami a zpusobuje potize, jako je prijem a zvraceni (Granum & Lindbéack
2012). Vyskyt tohoto mikroorganismu v ramci testovani stfevni mikrobioty lidi bez
gastrointestindlnich obtizi lze nejpravdépodobnéji zdivodnit jako kontaminaci béhem sub-
kultivace izolatu z prostiedi laboratofe, ve které v dobé identifikaci probihal experiment
s Bacillus ssp. Tieti izolat, ktery nebyl bifidobakterii, byl identifikovan jako Cutibacterium
acnes. Vyskyt tohoto mikroorganismu Ize opét zdivodnit ptedpokladem kontaminace
z pokozky pfi ptipravé vzorkl pro identifikaci. C. acnes je totiZ béZznou soucasti mikrobiomu
lidské ktze (Dréno et al. 2018).

MALDI-TOF MS se dtive nepouzivala pro béznou identifikaci bakterii. Az pozdéji se
tato metoda stala rutinni pro stanovovani bakterii, pfedev§im kviili jeji rychlosti a spolehlivosti
(Cherkaoui et al. 2010; Timperio et al. 2017). Rychlost identifikace je podstatna predevsim
Vv oblasti klinické a diagnostické identifikace na rozdil od mikrobiologie environmentalni nebo
aplikované (Timperio et al. 2017). Jelikoz bifidobakterie patii mezi komenzalni bakterie a jejich
osidleni traviciho traktu hostiteli vétSinou ptinasi benefity, aktualizace dostupné MALDI-TOF
MS databaze 0 nové popsané druhy bifidobakterii je méné Casta nez v ptipadé nekterych
potencidlné patogennich a patogennich bakterii, které mohou zplisobovat zdvazné zdravotni
komplikace hostiteli, jako naptiklad nekteré patogenni kmeny Escherichia coli, Bacillus cereus
nebo Staphylococcus aureus. Tento diivod ovSem ziejmé neni pii¢inou nizké druhové jistoty
pfi identifikaci nékterych izolath vramci této prace. Lidské fekalni kultivovatelné
bifidobakterie jsou totiz Casto zkoumanym tématem ptedevSim kvili jejich probiotickym
schopnostem (Sarkar & Mandal 2016), a da se tedy piedpokladat, Ze u zdravych jedincu ze
stolice nebudou izolovany nové druhy bifidobakterii. Nizka mira druhové jistoty pfi identifikaci
bifidobakterialnich izolatd byla konkrétn€ zjisténa u kment D68, D70, D75 a D83. Divodem
mohl byt nedostatecny narust kultury, jeji kontaminace, chyba pii pfipravé analytu
pro MALDI-TOF MS identifikaci, nedostatecna homogenizace matrice, jeji nevhodné
skladovani nebo chybné naneseni matrice ¢i analytu na testovaci desticku.

Jelikoz vékové rozpéti darct fekalnich vzorka bylo velké (25, 67 + 18,58) a jejich pocet
nizky a nerovnomérny, je nevhodné porovnavat kultivatni mnozstvi bifidobakterii mezi
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vékovymi skupinami. Proto se zaméfime spiSe na zastoupeni druhii u jednotlivych darct.
Dominantnimi bifidobakteriemi kojeneckého traviciho traktu jsou kromé i zde izolovaného
B. longum subsp. longum, také B. longum subsp. infantis, B. breve, B. bifidum
a B. pseudocatenulatum (Hoover 2014). V ramci této prace u déti mladSich t¥i let byly
izolovany také druhy B. adolescentis a B. longum. B. adolescentis je typicky zastupce
dospélych jedincu, ale u kojencti se muze také vyskytovat (Arboleya et al. 2016). Fekalni
vzorky ostatnich hostitelt analyzované V této praci obsahovaly piedev§im B. adolescentis
a B. longum. B. animalis subsp. lactis bylo detekovano pouze u vzorkti dvou hostiteli. Je
mozné, ze vyskyt tohoto druhu byl zpisoben vyssim obsahem mlécnych vyrobkd v dieté
hostitelti, protoze B. animalis subsp. lactis se Casto vyskytuje ve fermentovanych mléénych
vyrobcich, a to predevsim v jogurtech a syrech (Ranadheera et al. 2010). Dalsi, tentokrat pouze
u jednoho hostitele izolovany druh je B. angulatum. B. angulatum bylo prvotné izolovano
z lidskych vykald a odpadnich vod (Scardovi & Crociani 1974), ale v soucasnosti je podle
nékterych studii spiSe ojedinélym druhem v lidské stfevni mikrobioté¢ (Mattarelli & Biavati
2018; Zakharevich et al. 2019). Dalsim detekovanym druhem byl B. catenulatum, ktery byl
izolovan ze tii fekalnich vzorkd, coz je neobvyklé, protoZe vicero studii se shoduje na tom, Ze
u dospélych jedincu se hojné vyskytuje (Hoover 2014; Arboleya et al. 2016; Kato et al. 2017).
Dtvodem by mohla byt naptiklad volba selektivniho média, pfi které jsou podstatné dveé
zakladni informace, a to selektivita pro dany druh, ktery ma byt kultivovan a nutri¢ni pozadavky
bakterii potiebné k rustu (Ferraris et al. 2010). Neékteré druhy bifidobakterii mohou
upfednostiiovat také jiné Ziviny a mohou, ale nemusi byt zcela rezistentni vici danému
antibiotiku (Vlkova et al. 2015). Napiiklad narast B. longum subsp. infantis bychom mobhli
oc¢ekavat na médiu obohaceném o oligosacharidy matetského mléka (Bottacini et al. 2014),
nebo B. bifidum na substratu s mucinem (Pechar et al. 2014). Pro stanoveni dalSich druht
bifidobakterii pomoci selektivnich médii by mohly byt vyuzity substraty, které dany druh umi
vyuzivat, jako jsou napiiklad nékteré ptirodni gumy (Modrackova et al. 2019b). Do budoucna
by tedy pro detekci dalSich pravdépodobné ptitomnych druhli bifidobakterii ve stievni
mikrobioté cloveéka, které mohly byt u testovanych vzorkil ptitomny (nicméné pravdépodobné
nebyly v tak vysokych poctech, aby mohly byt izolovany), bylo vhodné zajisténi dalSich
selektivnich faktort. Cilem této prace nicméné nebylo selektivni stanoveni jednotlivych druht,
ale kvantifikace bifidobakterii pomoci dvou selektivnich médii pro Bifidobacterium spp.
a rutinni screening detekovanych druhti na téchto médiich.

Pro porovnéni kultivacnich poctii bifidobakterii a jejich druhového zastoupeni u fekéalnich
vzorkll darcti bez zdravotnich obtizi v zavislosti na véku (zastoupeni V kojenecké a dospé€lé
fekalni mikrobioté) je nezbytné otestovani vétSiho poctu vzorki, které budou rovnomérné
zastoupeny u obou testovanych skupin. Vysledky této BP nicméné naznacuji, ze jsou
bifidobakterie béznou soucasti fekalni mikrobioty lidi bez zdravotnich obtizi bez zavislosti na
véku hostitele. Zaroven byla potvrzena pfitomnost druhti bézné¢ se vyskytujicich se u ¢loveka.
Metoda MALDI-TOF MS se navic osvédcila jako spolehlivy nastroj pro identifikaci lidskych
divokych kmenii bifidobakterii. Velkym pifinosem této prace navic bylo rozsifeni sbirky
Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Ceské zemédélské univerzity v Praze o tyto divoké
kmeny bifidobakterii, které budou vyuzity jako soucast kontrolni skupiny pii testovani
dysbiotické lidské stfevni mikrobioty, pfi testovani antibiotické rezistence bifidobakterii
a dalsich vyzkumech zabyvajicich se t€émito sttevnimi komenzaly.
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7 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout zakladni védecké poznatky o rodu
Bifidobacterium, dale provést kultivacni stanoveni pocti bifidobakterii ze vzorki stolice lidi
bez gastrointestinalnich obtizi a na zavér provést izolaci, Kultivaci a identifikaci
bifidobakterialnich kmenti pro rozsifeni kontrolni skupiny bifidobakterii ve sbirce Katedry
mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Ceské zem&délské univerzity v Praze pro dalii testovani.
Vsechny cile bakaléatské prace byly splnény.

Hypotézou této prace byl piedpoklad hojného vyskytu bifidobakterii ve stievni
mikrobioté lidi bez gastrointestinalnich obtizi s dil¢i hypotézou klesajiciho mnoZzstvi
bifidobakterii s rostoucim vékem darcii. Prvni ¢ast hypotézy byla potvrzena. Sttevni mikrobiota
lidi bez gastrointestinalnich obtizi je bohatym prostfedim na obsah komenzalnich
bifidobakterii, jejichZ kultivaéni poéty dosahovaly 10’—10° KTJ/g u viech testovanych lidskych
fekalnich vzorku. Kultivaéni poéty bifidobakterii s ptibyvajicim vé€kem darcu sice zpravidla
Klesaly, ale vzhledem k nizkému poctu testovanych vzorkt nelze dil¢i hypotézu zcela potvrdit
a lze tedy konstatovat, ze hypotéza byla pouze ¢astecné potvrzena.

Ze stolice od 15 lidskych darct bez gastrointestinalnich obtizi bylo mikrobiologickou
analyzou pomoci deskové metody celkem izolovano a uspésné identifikovano 77 kment
bifidobakterii, ze kterych 73 bylo charakterizovano na troven druhu pomoci MALDI-TOF MS.
Vsech 73 spravné zidentifikovanych kment bylo ulozeno do sbirky bifidobakterii Katedry
mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Ceské zemé&délské univerzity v Praze.

Celkem bylo detekovano 6 riznych druhti bifidobakterii. Nejcastéji detekovanymi
druhy byly B. longum a B. adolescentis, po kterych nasledovaly B. animalis, B. catenulatum
a B. pseudocatenulatum. Zajimavym zjisténim byla také izolace a identifikace druhu
B. angulatum, ktery ze stolice od lidskych hostitelti nebyva bézné kultivaéné detekovan.

Rozsifena sbirka bifidobakterii je v soucasné dobé jiz vyuZivana pii testovani
antibiotické rezistence bifidobakterii a jednotlivé kmeny budou déle vyuzity pro naplanované
testovani dysbiotické lidské sttevni mikrobioty a dalsi studie.
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9  Samostatné prilohy

Piiloha 1: fotografie bifidobakterii pod mikroskopem s fazovym

kontrastem
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