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Testovani ureazové aktivity bakterii rodu Bifidobacterium

Souhrn

Stievni mikrobiota se sklada z rozsahlého souboru mikroorganismia. Rod Bifidobacterium
patii mezi bakterie, hojné se vyskytujici v travicim traktu lidi i zvifat. Navic jsou tyto bakterie
pro jejich pozitivni vliv na zdravi hostitele, hojn¢ pouzivany jako probiotika. V diplomové
praci jsem navazala na svou praci bakalarskou (Identifikace, charakterizace a vyznam druhu
Bifidobacterium longum, 2017) a pokracovala s testovanim ureazové aktivity u rodu
Bifidobacterium. Ureazova aktivita mize do zna¢né miry ovlivnit zdravi hostitele, a to jak
pozitivnim tak negativnim dopadem.

Cilem této prace bylo navrzeni spolehlivé biochemické metody pro testovani ureazové
aktivity u bakterii rodu Bifidobacterium a nasledna detekce této aktivity u vybranych izolatd
bifidobakterii. VétSina testovanych kment pochézela z oficidlnich sbirek, byla tak u nich
znama i jejich genomova sekvence a informace o pfitomnosti genli pro uredzovou aktivitu.
Pfitomnost vybraného genu (UreC) byla ovéfena pomoci polymerazové fetézové reakce
s doporu¢ovanymi primery pro tento gen. Jelikoz tyto primery nebyly specifické pro
bifidobakterie, tak byly v ramci testovani navrzeny a optimalizovany nové funkéni specifické
primery. Bylo pouzito celkem 63 kment bifidobakterii, které pochazely z riznych
ekologickych nik a na zakladé pivodu a diety hostitele byla pifedpokladana jejich ureazova
aktivita.

Vyhodnocenim testli bylo zjiSténo, Ze schopnost vyuZiti mocoviny odrazi piivod izolatd.
Na druhou stranu testovani nepotvrdilo, ze bifidobakterie pochazejici od hostitelti s vysokym
mnozstvim bilkovin a moc€oviny v dieté, Castéji vykazuji uredzovou aktivitu, coz zamitd
stanovenou hypotézu. Zajimavé vysledky byly zaznamenidny u izolath pochazejicich
z kravského bachoru, jelikoz zadny izolat, i pfes vysoky obsah mocoviny v potravé hostitele,
nevykazoval ureazovou aktivitu. Uredzova aktivita byla zaznamenana piedev§im u izolatd

pochézejicich z traviciho traktu kojenct, prasat a opic.

Klic¢ova slova: Bifidobakterie, dieta, probiotika, mocovina, ureédza



Testing of urease activity of the genus Bifidobacterium

Summary

The intestinal microflora consists of an extensive system of microorganisms. Genus
Bifidobacterium belongs to bacteria, which is abundant in the digestive tract of humans and
animals. In addition, these bacteria are often used as probiotics because of their positive effect
on the host health. Following my bachelor thesis (ldentification, characterization and
significance of the species Bifidobacterium longum, 2017), in this diploma thesis | have
continued with testing of genus Bifidobacterium urease activity. This activity can
considerably affect the health of the host, positively or negatively.

The aim of this thesis was to design a reliable biochemical method for testing urease
activity bacteria of genus Bifidobacterium and subsequent detection of this activity in selected
bifidobacteria isolates. Most of the strains have been originated from official collections,
therefore the presence of their genomic sequence and information of urease activity genes
were also known. The presence of the selected gene (UreC) was verified by polymerase chain
reaction with the recommended primers for this gene. Because these primers were not specific
for bifidobacteria, new functional specific primers were designed and optimized during
testing. A total of 63 strains of bifidobacteria, derived from different ecological niches, were
tested and different urease activity based on their assumed origin and host diets.

The evaluation of these tests revealed that the urea utilization reflects the origin of the
isolates. On the other hand, testing did not proved that bifidobacteria derived from hosts with
high protein and urea in diets. It often showed urease activity and rejected the established
hypothesis. Interestingly, despite the high urea content of the host diet, all cow rumen isolates,
do not showed urease activity. Urease activity has been reported mainly in gastrointestinal

tract isolates of infants, pigs and monkeys.

Keywords: Bifidobacteria, diet, probiotics, urea, urease
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1 Uvod

Stfevni mikrobiota pfedstavuje velmi slozité mikrobialni spolecenstvi, jehoz kolektivni
genom koduje funkce, které maji vyznamny vliv na fyziologii hostitele. Rod Bifidobacterium
tvori soucast mikrobioty lidi i zvifat. Tyto bakterie se mohou do zna¢né miry podilet na zdravi
hostitele. Bifidobakterie jsou schopné vyuZzit mnoho sacharidovych substrati a pfeménit je na
organické kyseliny, které pfiznivé ovliviwji travici trakt hostitele. Diky témto pozitivnim
schopnostem jsou bifidobakterie komeréné vyuzivany jako probiotika do nejriznéjsich
vyrobkt. Jednim z dalSich substrati, ktery jsou schopny nékteré druhy bifidobakterii vyuzit je
mocovina. Tato schopnost miize byt ndgpomocna pii recyklaci dusiku v téle. Recyklace dusiku
ve stfevé je dulezita zejména v prvnich tydnech Zivota. Uredzova aktivita je také zadouci
mimo jiné V bachoru u piezvykavych zvifat a pfi nedostatku bilkovin ve stravé. Ureolytické
bakterie a uredza jsou dillezité pro spravné vyuziti mocoviny a sniZeni toxicity amoniaku.
AvSak amoniak, vznikajici rozkladem mocoviny mize vV nadmérném mnozstvi napomahat
Kk patogenezi nékterych onemocnéni. Ptikladem téchto onemocnéni je infekce ledvin nebo

jaterni encefalopatie.



2 Hypotéza a cil prace

Hypotéza:
Izolaty bifidobakterii, pochazejici od hostitelti S dietou bohatou na bilkoviny a s vysokym

obsahem mocoviny v dieté Castéji vykazuji ureazovou aktivitu.

Cil praktické ¢asti:

Prvotnim cilem praktické casti je navrzeni a vybér vhodné biochemické a molekuldrné
genetické metody detekce ureazové aktivity u bifidobakterii. Dale pak detekovat uredzovou
aktivitu bifidobakterii izolovanych z rtiznych hostitelskych prostfedi pomoci vybranych
biochemickych a molekularn¢ genetickych metod a porovnat detekované vysledky

s genomickymi informacemi.



3 Literarni reSerse

3.1 Rod Bifidobacterium

3.1.1 Obecna charakteristika

Bifidobakterie se fadi do kmene Actinobacteria, rodu Bifidobacterium, ktery byl
klasifikovan Orla-Jensenem roku 1924 (Biavati et al. 2000). Taxonomické zatrazeni
bifidobakterii je zobrazeno na obr. 1.

Bifidobakterie jsou anaerobni mikroorganismy netvofici spory, s vysokym obsahem G +
C (55 - 67%), vyskytujici se jednotlivé, v fetézcich i shlucich (Felis & Dellaglio 2007; Lee
& O’Sullivan 2010). Morfologie bakterii je oznacovana jako bifidni nebo nepravidelnd do
tvaru pismene V nebo Y. Gram-pozitivni bunééna sténa téchto nepravidelnych ty¢inkovitych
bakterii se sklada z peptidoglykanového obalu, slozeného z N-acetyl-D-glukosaminu, kyseliny
muramové, ornitinu, aspartatu, glutamatu, alaninu a serinu v poméru 1: 1: 1: 1: 3: 2: 1 (Lee &
O’Sullivan 2010). Slozeni aminokyselin v tetrapeptidech se mezi jednotlivymi druhy lisi, diky
¢emuz mohou byt 1épe rozpoznany. Obvykle je peptid sloZzen z aminokyselin jako L-alanin,
kyselina D-glutamova, L-ornithin nebo lysin, a D-alanin. Zakladnimi sacharidy v bunééné
sténé téchto bakterii jsou glukdza, galaktoza a Casto také rhamndza. Teichoové kyseliny ve
spojeni s polysacharidovym fetézcem jsou zodpoveédné za ptilnuti bakterii k povrchu streva.
Lipoteichoové kyseliny také urcuji hydrofobni charakter bifidobakterii (Biavati et al. 2000).

Jelikoz jsou bifidobakterie kolonizétofi tlustého stfeva, musi byt schopny pii prichodu
pfes Ustni dutinu, Zaludek a tenké stfevo piekonat riizné osmotické, oxidacni, zlu¢ové a kyselé
bariéry. Nejveétsi ochranou jsou povrchové exopolysacharidy nebo pouzdra a bilkovinné
struktury na povrchu bakteridlnich bungk, kterymi jsou fimbrie a pili. Tyto bilkovinné
struktury umoziuji adhezi k stievni sliznici, pohyb a interakci s jinymi mikroorganismy

(Bottacini et al. 2017).



Obr. 1: Taxonomické zaiazeni bifidobakterii (upraveno podle Ventura et al. 2004)
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3.1.2 Fyziologie a metabolismus bifidobakterii

Obecné jsou zastupci rodu Bifidobacterium oznac¢ovani za anaerobni organizmy. Nékteré
druhy vSak dokazi v pritomnosti oxidu uhli¢itého kyslik tolerovat (Scardovi 1986). Vysokou
kyslikovou toleranci vykazuje poddruh Bifidobacterium animalis subsp. lactis, ktery je hojné
soucasti fermentovanych mléénych vyrobkl a probiotickych doplikli. Anaerobni bakterie
maji rizné stupné tolerance na zaklad¢ aktivit pritomnych enzymi pro odstranéni reaktivnich
druhti kysliku. Mezi tyto enzymy patii NADH oxiddza, NADH peroxiddza a superoxid
dismutaza (Shin & Park 1997; Lee & O’Sullivan 2010). Teplotni minimum rdstu téchto
bakterii je vrozmezi 25-28 °C, naopak teplotni maximum se pohybuje mezi 43—45 °C
(Scardovi 1986). Optimalni teplota pro rist lidskych bifidobakterii je v rozmezi mezi 36 az 38
°C, zatimco pro bifidobakterie, pro néz je hostitel zvite, je optimalni teplota vyssi, vétSinou
kolem 41 az 43 °C. Jsou vSak i vyjimky, u kterych miize ristové optimum teplot dosahovat az
49,5 °C, jako je to napt. Bifidobacterium thermacidophilum (Dong et al. 2000). Optimalni pH
pro rust téchto bakterii je v rozmezi 6,5 az 7,0. Hrani¢nimi pH, pii kterych rlst ustava je 4,5—
5,0 a niz8§i a naopak 8,0-8,5 a vysSi (Scardovi 1986). AvSak néckteré kmeny, napft.
Bifidobacterium animalis subsp. animalis a B. animalis subsp. lactis vykazuji rust i pii pH 3-5
(Matsumoto et al. 2004). Tato vlastnost je dulezitd pro pieziti ve vySSich Castech travici

soustavy (Ventura et al. 2004; BuneSova et al. 2014). Bifidobakterie jsou katalaza negativni,
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s vyjimkou druht Bifidobacterium indicum a Bifidobacterium asteroides, které byly ptivodné
izolovany z traviciho traktu vcel. Tyto dva druhy vykazuji katalazu pozitivni, a dokéazi tedy
rust v pritomnosti kysliku (Felis & Dellaglio 2007).

Bifidobakterie v gastrointestinalnim traktu mohou vyuzivat rozmanité mnozstvi
sacharidd, které nebyly rozlozeny v horni €asti traktu. Mezi nejcastéjsi sacharidové substraty
patfi rostlinné oligosacharidy a polysacharidy. Jednotlivé bifidobakterialni kmeny mohou mit
ruzné schopnosti utilizace sacharidi. Nékteré druhy mohou fermentovat komplexni zdroje
uhliku jako je zalude¢ni mucin, xylooligosacharidy, (trans) galaktooligosacharidy, sojové
oligosacharidy, maltooligosacharidy, fruktooligosacharidy, pektin a jiné rostlinné
oligosacharidy (Pokusaeva et al. 2011). Zatimco vétSina bakterii pfednostné vyuziva
upfednostiuje disacharidy nebo oligosacharidy. Dtvodem je pravdépodobné evoluéni
adaptace na prostiedi bohaté na slozitéjsi sacharidy (Lee & O’Sullivan 2010).

Sacharidy mohou byt bakteriemi asimilovany riznymi mechanizmy. Jeden z Castych
mechanizmil je usnadnéna difuze. Pfi tomto procesu se nespotiebovava energie, ale proces je
spfazen s procesy na energii zavislé, jako je protonovy symport, symport kovovych iontl
a primarni aktivni transport (Degnan & Macfarlane 1993).

Stfevni bakterie rozkladaji polymerni sacharidy na nizkomolekuldrni oligosacharidy,
které mohou byt nasledné¢ degradovany na monosacharidy pouZzitim Sirokého spektra
sacharolytickych enzymu (Pokusaeva et al. 2011). Sacharidové fermentace u bifidobakterii
jsou zobrazeny na obr. 2. V piipadé bifidobakterii, které jsou heterofermentativni organizmy,
jsou hexdzy, jako je glukdza nebo fruktoza, rozkladany charakteristickou metabolickou cestou
ozna¢ovanou jako frukt6zo-6-fosfatova draha neboli ,,bifid shunt®. Hlavni enzym fruktoza-6-
fosfoketolaza $tépi frukozu-6-fosfat na acetyl-1-fosfat a erytrézu-4-fosfat. Pfitomnost enzymu
fruktoza-6-fosfoketoldzy je povaZovana za dillezity taxonomicky znak pro zatazeni organisml
do celedi Bifidobacteriaceae (Felis & Dellaglio 2007). Jako hlavni produkty fermentace
vznikd kyselina octova a kyselina mlécnd v molarnim poméru 3:2. Néckteré bifidobakterie
mohou vytvaret i dal$i organické kyseliny a etanol, které mohou ovliviiovat jejich rist.
Kyselina maselnd, propionova a oxid uhli¢ity (vyjimka degradace glukonatu) nejsou touto

metabolickou cestou vytvareny (Ventura et al. 2004).
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Obr. 2: Sacharidové fermentacni cesty bifidobakterii (upraveno podle Bottacini et al.

2017)
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3.1.3 Genom bifidobakterii

Rod Bifidobacterium v soucasné dobé zahrnuje kolem 80 druhd a poddruha (List of
prokaryotic names with standing nomenclature 2018). Prvni tGplnd sekvenace
bifidobakterialniho genomu probéhla v roce 2002 u Bifidobacterium longum subsp. longum
NCC2705 (Schell et al. 2002). Vsechny sekvenované genomy se pohybuji v rozmezi od 1,73
Mb (Bifidobacterium indicum) po 3,25 Mb (Bifidobacterium biavatii), coz odpovida 1 352 — 2
557 gentim (Milani et al. 2016)
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Bifidobakterie jsou schopné v travici soustavé vyuzivat mnoho druhli sacharidi, jez
nebyly rozlozeny ve vysSich castech traktu. Metabolickd adaptace na komplexni prostiedi
bohaté na sacharidy u rodu Bifidobacterium vyjadfuje i pfitomnost gent kodujicich velké
mnozstvi enzymil modifikujicich sacharidy. Pfedpoklada se, Ze vice nez 8 % identifikovanych
geni ve vetSiné studovanych bifidobakteridlnich genomi se podili na metabolismu sacharidd,
coz je 0 30 % vice nez je tomu u vétSiny ostatnich mikroorganismu gastrointestinalniho traktu
(GIT) (Pokusaeva et al. 2011). Vyskyt a experese konkrétnich gend u bakterii zalezi z velké
Casti na prostiedi, na které je urCity druh adaptovany. Naptiklad poddruh B. longum subsp.
longum, vyskytujici se se prevazné v télech dospélych lidi, obsahuje vétsi pocet gent
podilejici se na vyuziti komplexnich sacharidi a polyoli. Naopak genom poddruhu
Bifidobacterium longum subsp. infantis, dominantni mikroorganismus v tlustém stfeveé
kojencti, obsahuje mén¢ genil pro vyuziti rostlinnych komplexnich sacharidii a vétsi pocet
gent, u kterych se predpoklada, ze se podileji na vyuziti oligosacharidii matetského mléka
(Lee & O’Sullivan 2010).

Bifidobakteridlni genomy obsahuji geny, u kterych se ptredpokladd, Ze se podileji
na biosyntéze vSech dvaceti aminokyselin. Zalezi v§ak na konkrétnim riistovém médiu, zda se
tyto geny projevi. Aminokyseliny mohou byt syntetizovany z meziproduktd, mezi néz patii
ribdza-5-fosfat, glycerat-3-fosfat, pyruvat, fosfoenolpyruvat, oxalacetat a 2-oxoglutarat.
Vysledky studii biosyntézy vitamini bifidobakterii ukazaly, Ze druhy Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium adolescentis, B. longum subsp. infantis
a B. longum subsp. longum mohou produkovat vitaminy thiamin (B1), niacin (B3), pyridoxin
(B6), kyselinu listovou (B9) a kobalamin (B12) (Deguchi et al. 1985; Lee & O’Sullivan
2010).

U vétSiny bifidobakterii nejsou bézné detekovany plazmidy. Priblizné jen 20 %
izolovanych bifidobakterii obsahuji detekovatelné plazmidy. Nekteré plazmidy byly
kompletné¢ sekvenovany. Jejich velikost se pohybovala od 1800 az 10200 part bazi.
Obsahovéa analyza odhalila rozdilny obsah G + C oproti hlavnimu chromozomu, coz
naznacuje, ze mohou pivodné pochéazet z jinych mikroorganismt (Lee & O’Sullivan 2010).
Nékteré z bifidobakterii obsahuji CRISPRs struktury, coz jsou malé, identické, opakujici se
sekvence DNA. Pocet opakujicich se sekvenci mize byt rozdilny mezi riznymi bakteriemi
napiiklad v rozmezi od 2 az 249. Tyto struktury byly nalezeny v sedmi z deviti
analyzovanych bifidobakterialnich genomu. Bylo prokdzano, ze CRISPRs se podili na ziskani
rezistence proti napadeni bakteriofdgy nahrazenim sekvence DNA segmentem, pochazejici

Z bakteriofagové DNA (Barrangou et al. 2007; Lee & O’Sullivan 2010).
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3.1.4 Vyznam a adaptace

Piedpoklada se, ze rod Bifidobacterium hraje dulezitou roli v lidském zdravi a je spojen
s fadou piiznivych ucinkii véetné udrzovani zdravé stievni mikrobioty a imunomodulace.
Rozmanitost a pocet bifidobakterii kolonizujicich travici trakt se 1isi v zavislosti na veku,
stravé, genetice, mikrobidlnich interakci, zdravotnim stavu hostitele a faktord zivotniho
prostiedi (Foley et al. 2008). Bakterialni kolonizace lidského organismu za¢ind bezprostfedné
po porodu a zavisi na mnoha faktorech, mezi n€z patfi napt. zpusob porodu (cisarsky,
vaginalni), typ kojeni, néaslednd strava, vyuziti antibiotik, hygienické podminky a prodélana
onemocnéni, zejména gastrointestinalni infekce (Eckburg et al. 2005).

Bifidobakterie patii mezi prvni ptfevlddajici skupiny anaerobnich bakterii v lidském
organismu a piedpoklada se, ze podporuji ochranu proti patogenim produkci
antimikrobialnich ¢inidel (napf. organické kyseliny a bakteriociny) a blokovanim jejich
adheze na sliznici (Rastall et al. 2005, Lee & O’Sullivan 2010). Diky témto pozitivnim
schopnostem jsou bifidobakterie komeréné vyuZzivany jako probiotika. Stejné jako vétSina
sttevnich bakterii jsou i1 bifidobakterie sacharolytické a hraji dilezitou roli pfi fermentaci
sacharidt v tlustém stfevé (D’Argenio & Mazzacca 1999; Pokusaeva et al. 2011). Aktivita
probiotickych bakterii vcetn¢ bifidobakterii mtze byt selektivné stimulovana riznymi
sacharidy, nazyvané prebiotika (Gibson 2008). Mezi tyto latky patii zejména oligosacharidy,
jako  jsou fruktooligosacharidy, isomaltooligosacharidy, galaktooligosacharidy
a xylooligosacharidy. Prebiotika odoldvaji hydrolyze zazivacimi enzymy a pii pruchodu
tenkym stfevem nejsou absorbovany, a tak se dostavaji az do tlustého stfeva, kde jsou
fermentovany ptisluSnou mikrobiotou. Bylo prokdzano, Ze oligosacharidy, védzané 1-4
glykosidickou vazbou, byly selektivné vyuZivany vSemi bifidobakteriemi, n€kterymi druhy
laktobacilti a Bacteroides, zatimco nebyly fermentovany rody Clostridium, Eubacterium,
Peptostreptococcus, Enterococcus, Fusobacterium a Escherichia coli. In vitro i in vivo studie
prokazaly, ze galaktooligosacharidy vedly k vyznamnému naristu koncentrace bifidobakterii
Vv tlustém stfevé cCloveéka 1 zvirat (Amaretti et al. 2007). Bakterie rodu Bifidobacterium
vytvareji pii degradaci sacharidi mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA) a dalsi
organické slouceniny, z nichz nékteré mohou byt pfinosné pro hostitele. Tyto latky jsou
rozpustné ve vod¢ a jsou snadno absorbovany v téle (Russell et al. 2011). SCFA jsou vysoce
kalorické a mohou byt absorbovany kolonocyty, kde jsou metabolizovany a nasledné vyuZzity
jako zdroj energie. Déale pak mohou byt SCFA vyuZivany jaternimi a svalovymi buiikami

a stimulovat absorpci sodiku a vody v tlustém stievé (D’Argenio & Mazzacca 1999; Russell
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et al. 2011). Produkce SCFA v tlustém stfevé ma ptimy vliv na absorpci amoniaku (Russell et
al. 2011).

Uz v 19. stoleti Tissier, poté co poprvé objevil bifidobakterie, tvrdil, ze vyssi pocet téchto
bakterii ve stolici zdravych kojencti je pravdépodobnym divodem nizSiho vyskytu
kojeneckych prijmt (Lee & O’Sullivan 2010). Druhy, vyskytujici se v téle dospélého ¢lovéka
jako jsou Bifidobacterium adolescentis a B. longum subsp. longum, jsou fyziologicky
vybaveny ke $té€peni rostlinnych polysacharidi. Kojenecké druhy B. longum subsp. infantis
a B. bifidum se adaptovaly K utilizaci oligosacharidi mateiského mléka. Hlavnimi
komponenty matetského mléka jsou D-glukoza, D-galaktoza, L-fukdza, N-acetylglukosamin
a kyselina sialova. Tyto dva uvedené kojenecké druhy se adaptovaly pomoci enzymi o-
fukosidéaz, sialiddz, hexosaminidaz, lakto-N-biosiddz a o- a B-galaktoziddz, pomoci nichz
degraduji ptislusné oligosacharidy (Bunesova et al. 2016). Mnoho studii potvrzuje vyssi pocet
bifidobakterii a niz$i vyskyt gastroenteritidy u kojenych déti v porovnani s détmi krmenymi
nahradni vyzivou. Stimulace bifidobakterii matefskym mlékem mélo také za nasledek jejich
vyssi vyskyt ve stfevé s naslednym potlatenim nezadoucich stfevnich bakterii. Tento
inhibi¢ni ucinek byl také podpofen zménou fekalniho pH béhem prvnich 7 tydnli po narozeni.
U kojenych déti bylo okolo pH 6, na rozdil od kojencti krmenych umélou vyzivou, u nichz se
octové a mlééné bifidobakteriemi (Lee & O’Sullivan 2010).

Rakovina je stale globalné jednou z nejbéznéjsich pticin tmrti. Hlavni problém Iéceni
rakoviny chemoterapii tkvi v tom, ze tento 1é€ebny postup ovliviiuje nejen buiiky rakovinné,
ale 1 normalni. Bakterie mlééného kvaseni spoleéné s bifidobakteriemi vykazuji
chemoprotektivni ucinky rakoviny tlustého stieva, moc¢ového méchyfe, jater, prsou a Zaludku
(Wei et al. 2018)

Rod Bifidobacterium mutize byt uzite¢ny i pii 16¢bé zacpy u starSich osob. S piibyvajicim
vékem pocet populaci bifidobakterii v tlustém stievé klesa, coz miize byt jednim
bifidobakterii béhem prichodu stolice a produkce exopolysacharidd, které mohou ptisobit
jako projimadlo (O’Sullivan 2001; Lee & O’Sullivan 2010).

Nékteré druhy rodu Bifidobacterium jsou schopné produkovat konjugovanou kyselinu
linolovou (CLA). CLA se ptirozené vyskytuje v Zivoc¢isné tukové tkani a mléce prezvykavcu.
CLA vznika v disledku mikrobialni biohydrogenace kyseliny linolové a linolenové v bachoru
pfezvykavci. Bylo prokazano, ze CLA normalizuje sniZzenou gluk6zovou toleranci

a zamezuje rust hyperglykémie. CLA také ovliviiuje produkci leptinu, coz je hormon
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vylu€ovany tukovou tkani. Leptin reguluje piijem potravy. CLA se tudiz mlze nepiimo
podilet na snizeni télesné hmotnosti (Russell et al. 2011).

Druhy B. longum, B. animalis subsp. lactis a Bifidobacterium breve vykazuji
antimikrobialni aktivitu proti patogenim diky jejich konkurenénimu vylouceni. Tyto druhy
umoznuji dekonjugaci soli zlucovych kyselin a jsou schopné ptilnout na hlenu nebo sttevnim
epitelu. Tyto vlastnosti jsou dilezité pii urovani zdravi prospéSnych a probiotickych
mikroorganismil (Ventura et al. 2004).

Diky svému probiotickému ucinku jsou bifidobakterie pouzivany v mnohych vyrobcich,
jako jsou jogurty, zakysané smetany, syry, suSena mléka, zmrzliny a dalsi mlééné vyrobky.
Jeden z nejpouzivanéjSich poddruhi vyuzivanych v potravinaistvi je B. animalis subsp. lactis,
dale pak B. longum subsp. infantis a druhy B. breve, B. bifidum a B. longum subsp. longum
(Hawkins 1993; Milani et al. 2013). Mlécné vyrobky jsou doporucovény i pro jedince trpici
laktézovou intoleranci. Fermentované potraviny jsou vhodné&jsi pro pacienty z divodu
nastépeni laktdézy mikrobidlnimi kulturami zahrnujici i bifidobakterie (Lee & O’Sullivan

2010).
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3.1.5 Vyskyt bifidobakterii

Bifidobakterie se vyskytuji v travicim traktu lidi i zvitat. Byly izolovany z vykali zvifat,
lidské stolice, vaginy, bachoru dobytka, z kanaliza¢nich vod, zubniho kazu a plaku a z hmyzu,
zijici socialnim zplisobem zivota (Felis & Dellaglio 2007). Podle Ventury (2004) mtizeme
bifidobakterie dle jejich vyskytu rozd€lit do Sesti ekologickych nik: lidské stievo, ustni dutina,
potraviny, zazivaci trakt zvitat, stteva hmyzu a odpadni vody.

Mezi ,lidskou* skupinu bifidobakterii, které¢ byly objeveny zejména v travicim traktu
nebo ve stolici dospélého c¢lovéka nebo kojence, zahrnujeme Bifidobacterium
pseudocatenulatum, B. catenulatum, B. bifidum, B. adolescentis, B. longum, B. breve
a B. angulatum. (Ventura et al. 2004). Z lidskych vykala ¢i traviciho traktu byly objeveny
také Bifidobacterium gallicum, B. stercoris a B. kashiwanohense (BuneSova et al. 2014).
Bifidobakterie byly objeveny také v ustni duting, a to Bifidobacterium dentium, ktera se podili
na vzniku zubniho plaku a pravdépodobné i zubniho kazu (Ventura et al. 2004; Ventura et al.
2009).

V mléce a mléEnych vyrobcich se vyskytuji prevazné B. animalis subsp. lactis izolované
z jogurtu, B. crudilactis objeveny v syrovém mléce a nepasterizovanych syrech
a B. mongoliense izolované z tradiéniho mongolského napoje ,airag® vyrobeného
z fermentovaného kravského mléka (BuneSova et al. 2014). Nejednad se o druhy, které se
vyskytuji v travicim traktu zvifat produkujicich mléko. Druhy, které byly izolovany z vykala
jehnat, telat a krav jsou Bifidobacterium animalis subsp. animalis, B. globosum,
B. thermophilum, B. choerinum, B. merycicum, a B. ruminantium. KdeZto v travicim traktu
prasat byly izolovany druhy Bifidobacterium aerophilum, B. longum, B. thermophilum,
B. choerinum, B. psychroaerophilum, B. thermacidophilum a B. boum. Bifidobakterie byly
nalezeny ve vykalech i dalSich zvifat, napt. u driibeze, kraliki, mysi nebo primati. Dale byly
izolovany ze slepého stieva kutete a slepého stieva vepte a kravského bachoru (Ventura et al.
2004; Endo et al. 2012).

Z hmyziho travictho traktu byly izolovany druhy Bifidobacterium asteroides,
B. coryneforme, B. incidium, B. bombi, B. actinocoloniiforme a B. bohemicum. Nejcastéji
byly izolovany z traviciho traktu ¢melakl a vcel, ale vyskytuji se u riizného hmyzu, napft.
Svabi, vos nebo sr$ni (Bunesova et al. 2014).

Mnoho druhti bifidobakterii bylo objeveno v odpadnich vodach v dusledku fekalniho
znecisténi. Druhy Bifidobacterium subtile a B. minimun byly izolovany pouze z odpadnich
vod (Biavati et al. 1982).
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3.2 Metabolismus dusikatych latek

Dusik je pro zivot nezbytné diilezity. Na rozdil od rostlin nejsou zivocichové schopni
fixovat vzdusny dusik a musi ho ziskavat z potravy. Souhra absorpce a vylucovani dusiku
moci a stolici je hlavnim faktorem v homeostatické regulaci rovnovahy dusiku. Hlavnimi
zdroji dusiku jsou aminokyseliny a peptidy odvozené od stravou pfijatych proteint. Ty jsou
vyuzity jako stavebni latky nebo zdroj energie. Proteiny jsou v téle neustale syntetizovany
a Stépeny. Bezprostiednim konecnym produktem katabolismu proteinti je amoniak, ktery je
ve veétsim mnozstvi pro bunky toxicky. V organismech je odstrafiovani amoniaku feSeno
nékolika zplisoby. Ryby, pro néz je amoniak siln¢ toxicky, se jeho velké casti zbavuji
uvolnovanim pies zabry na zakladé koncentra¢niho spadu (Stewart & Smith 2005). Amoniak
je vysoce rozpustny ve vodé a relativné snadno prochdzi skrz bunééné membrany, a tak u ryb
nemusi byt pfeménovan na jiné produkty. U suchozemskych zivocichi je amoniak pfeveden
na mocovinu nebo kyselinu moc¢ovou (Wright 1995). Savci se zbavuji Skodlivého amoniaku
pomoci ornitinového cyklu, ktery probihd v jatrech a vyslednym produktem je mocovina
(Stewart & Smith 2005).

V lidském organismu vznikaji béhem metabolismu dusikatych latek tfi hlavni produkty:
mocovina, kreatin a kyselina mocova. I kdyz jsou tyto latky Casto povaZzovany za konecné
produkty, které¢ jsou vyluovany z téla, jsou (zejména mocovina) vyznamné degradovany
intestinalnimi bakteriemi (Wrong 1978). Uvolnény dusik je poté hostiteli k dispozici a mize
znovu vstoupit do dusikového cyklu a byt pouzit jako substrat pro syntetické procesy (Wright
1995). V tomto procesu piechazi mocovina z jater, kde vznika v prubéhu ornitinového cyklu
do krevniho ob&hu. Mocovina je filtrovana v ledvinach a 40 az 60 % ji je reabsorbovano
a zbytek vylou¢en moc¢i. Mocovina v krevnim ob&hu mize byt absorbovana do traviciho
traktu, kde je rozloZzena bakteriemi na amoniak a oxid uhli¢ity. Bakterie poté vyuZivaji
amoniak pro syntézu aminokyselin a nukleotidii. Hostitel mize absorbovat molekuly
syntetizované bakteriemi nebo amoniak, ¢imz dusik ,recykluji“ (Fuller & Reeds 1998;
Stewart & Smith 2005). Tento proces je zndzornén na obr. 3. Pro rlizné skupiny savcl se
tento cyklus lisi. Z tohoto pohledu se rozdé€luji do tfi skupin: pfezvykavi (napft. skot, ovce),
neptezvykavi (napf. prasata, mysi) a ¢lovek (Stewart & Smith 2005).

Mnoho studii se zaméfovalo na recyklaci dusiku u piezvykavcei, jakozto prostfedek
zlepSeni produktivity hospodaiskych zvifat. Prezvykavei maji travici systém specidlné
pfizpusobeny pro vyuzivani komplexnich rostlinnych sacharida (Stewart & Smith 2005). Pro

syntézu bakteridlnich proteini je obzvlaste dilezity predzaludek bachor. Amoniak
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produkovany bakteriemi je vyuzivan pro jejich rast, a ty jsou nasledné dostupné hostiteli jako
mikrobidlni bilkovina. Pokud je vSak pfezvykavcim podévano pfili§ mnoho mocoviny, miize
nadmérna aktivita uredzy v bachoru vést k toxickému ucinku, jelikoz hydrolyza mocoviny na
amoniak piekraCuje rychlost vyuziti amoniaku (Jin et al. 2017; Patra & Aschenbach 2018).
Zvysena utilizace mocCoviny ve stievé napomaha k Setfeni vody v téle, coz je dulezité zejména
u poustnich prezvykavcl, napt. velbloudd ¢i poustnich koz, jelikoz se snizuje potieba
vylu¢ovat mocovinu ledvinami (Mousa et al. 1983).

U neptezvykavych je ureazova aktivita piitomna v jicnu, ileu, slepém stfevé a zejména
v tlustém stfevé, nicméné ve srovnani s prezvykavci je jeji aktivita relativné nizkd (Patra &
Aschenbach 2018). Predpoklada se, ze je to z divodu vyskytu bakterii v tlustém stieve
a absorpce vétSiny zivin ve stievé tenkém (Stewart & Smith 2005). Avsak Hooper et al.
(2001) a Buddington (2003) odhalili existenci ureolytickych bakterii u neptezvykavcl (psi,
mysi) i ve stfevé tenkém. U monogastrickych zvifat mize zvySena koncentrace amoniaku
zpusobit poskozeni sliznice GIT, coz ma za nésledek naruSeni absorpce zivin, ztratu energie,
ubytek bilkovin a sniZeni rastu zvifete (Patra & Aschenbach 2018).

U clovéka je hlavnim mistem hydrolyzy tlusté stfevo, ale v mensi mife také usta
a zaludek. Na stépeni mocoviny v zaludku se zamétilo mnoho studii, z divodu objevu uredzu
obsahujici patogenni bakterie Helicobacter pylori (Stewart & Smith 2005). Bylo zjisténo, Ze
vyznamné mnozstvi lidskych aminokyselin je mikrobialniho pivodu (Metges et al. 1999).
Recyklace dusiku ve stievé je dulezitd zejména v prvnich tydnech zivota (Stewart & Smith
2005).

Ureolytické bakterie a uredza jsou kliCcové pro spravné vyuziti mocoviny a sniZeni

toxicity amoniaku (Patra & Aschenbach 2018).
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Obr. 3: Cyklus recyklace dusiku (upraveno podle Stewart & Smith 2005)
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Reabsorpce ledvinami (4) Vylouc¢eni moci (5) Prostup do GIT (6) Rozsté€peni ureazou (7)
Reabsorpce amoniaku (8) Produkce aminokyselin a opétovna absorpce

3.2.1 Ureazova aktivita

Ureaza (aminohydrolaza) je enzym produkovan rostlinami, houbami a bakteriemi, ktery
katalyzuje hydrolyzu moc€oviny na amoniak a oxid uhli¢ity. Rozkladem mocoviny dochazi
k alkalizaci okolniho prostfedi (Kappaun et al. 2018). Aktivita tohoto enzymu umoziuje
mikroorganismiim vyuzivat mocovinu jako zdroj dusiku (Cotter & Hill 2003). U bakterii
muze ureaza ovliviiovat jejich virulenci. U rostlin maji uredzy vétSinou insekticidni
a fungitoxické Gc¢inky (Kappaun et al. 2018). Syntéza ureazy mize byt konstitutivni nebo
syntetizovana jako reakce bakterii na stres nebo na pH prostiedi (Cotter & Hill 2003).

Ureéza patii do rodiny amidohydrolaz a fosfotriesteraz, které obsahuji katalyticky aktivni
kov na svych aktivnich mistech. AZ na vyjimky nesou ureazy na svych aktivnich mistech dva
ionty niklu. Pocet polypeptidovych fetézcti, které tvoii funkéni jednotku, se 1isi podle zdroje
ureazy. U rostlinnych a fungélnich ureaz tvoii funkcni jednotku jediny polypeptidovy fetézec,
u bakterii je tvofena dvéma nebo dokonce tfemi podjednotkami. Kromé dvou atomt niklu se
aktivni misto skladd zjednoho karbamylovaného lysinu, ¢ty histidinG a jednoho

aspartatového zbytku (Kappaun et al. 2018). Na obr. 4 je znazornéna struktura ureazy.
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Obr. 4: Struktura ureazy (Krajewska a Ciurli, 2005)
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Ureaza je Siroce rozsifend mezi aerobnimi bakteriemi, ale zfidkakdy se vyskytuje
u anaerobnich mikroorganismu. Pfitomnost tohoto enzymu u rodu Bifidobacterium poprvé
objevili Gibbons & Doetsch (1959), a to u bakterii izolovanych z kravského bachoru.

Uredza patii mezi malo enzymd, které vyzaduji pro svou ¢innost nikl a ve vétSiné ptipada
ho jiné kovy nemohou nahradit, aby vznikl enzym srovnatelné biologické aktivity (Mobley et
al. 1995). Bakterialni ureazové genové klastry obsahuji sedm az devét genl v zavislosti na
konkrétnim druhu. Tyto geny koduji strukturni podjednotky uredzy a polypeptidy podilejici se
na biosyntéze niklu (Collins & D’Orazio 1993). VétSina bakteridlnich genovych klastri
obsahuje geny ureABC kodujici podjednotky v, B a a, respektive tvofi ureazovy apoenzym.
Biogeneze funk¢ni uredzy vyzaduje ptritomnost a expresi doplitkovych gent ureDEFG. In
vitro experimenty vyhodnotily, ze ureE pravdépodobné plsobi jako nosi¢ niklu a ureDFG
tvoti komplex drzici apoenzym v konfiguraci, ve které je schopny piijmout nikl. Karbamylace
enzymu je nutnd pro zaclenéni u€inného niklu, coz vysvétluje zlepSeni aktivity ureazy, kdyz
nekteré organismy rostou v prostiedi bohaté na oxid uhli¢ity. Oxid uhlicity je také vylucovan
enzymem jako produkt (Burne & Chen 2000). Kromé& pfislusnych genti se na biogenezi
ureazy podileji i jiné geny, napiiklad kovové pienasece s vysokou afinitou jako je gen nixA
u bakterie Helicobacter pylori. Tyto pifenaSece zachytavaji stopové mnozstvi niklu z prostiedi
(Mobley et al. 1995).

Collins & D’Orazio (1993) popsali pro ureolytické bakterie tii rlizné mechanismy exprese
genu. Nékteré druhy konstitutivné vytvareji uredzu; nekteré vytvaieji uredzu pouze tehdy,
pokud je mocovina pfitomna v ristovém mediu; a tfeti skupina vytvari ureazu pouze behem
rustu v prostfedi chudém na dusik.

Jak jiz bylo zminéno vyse, syntéza ureazy je regulovana mnoha faktory, mezi néz patii
zejména koncentrace mocoviny, amoniaku, dusiku, a pH média. Ureazova aktivita je ¢asto

snizena vysokou koncentraci vysledného produktu amoniaku (Patra & Aschenbach 2018).
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Mezi znamé latky, které mohou inhibovat uredzovou aktivitu patii thioly, zejména
b-merkaptoethanol, kyselina acetohydroxamova, amidy a estery kyseliny fosforecné. Slabsi
inhibi¢ni G¢inek maji také fluoridy, chinony, nékteré polyfenolycké slouceniny (napf.
Vv zeleném ¢aji), kyseliny obsahujici bor, citraty a t€zké kovy (Kappaun et al. 2018). Ruzné

faktory ovliviiujici aktivitu uredzy jsou znazornény v tabulce 1.

Tabulka 1: Faktory ovliviiujici ureazovou aktivitu (upraveno podle Patra & Aschenbach
2018)

Faktor Odezva

Ni (5mg/kg) + mocovina (10g/kg) Stimulace aktivity ureazy v bachoru ovci
Mn, Mg, Ca, Sr, Ba, Co (5 a 10mM) Inhibice aktivity ureazy

Ba, Ni, Mn (2 a 20 mM)

Stimulace aktivity ureazy v bachoru ovci

Cu, Zn, Cd (2 a 20 mM)

Inhibice aktivity uredzy v bachoru ovci

Sr, Ca, Co (2 a 20 mM)

Inhibice aktivity uredzy v bachoru ovcei

Mn, Mg, Ca, Sr, Ba

Stimulace aktivity ureazy u bachorovych

bakterii

Na, K, Co

Inhibice aktivity uredzy u bachorovych
bakterii

Monensin (antibiotikum)

Inhibice aktivity uredzy v bachoru voli

Lasalocid (antibiotikum)

Inhibice aktivity uredzy v bachoru voli

pH

Optimalni pH ureazy pii 6,8 az 7,6

Mocovina Stimulace aktivity ureazy

Mocovina Nartst populace ureolytickych bakterii

Mocovina (160 g/den) V porovnani s bazalni dietou (167 g/kg)
neméla vliv na rozmanitost a slozeni
ureolytickych bakterii a aktivitu uredzy

Amoniak Vysoka koncentrace amoniaku snizila
aktivitu uredzy

Protein Vyssi ureazova aktivita u nizkobilkovinné

diety (23 g) v porovnani
s vysokobilkovinnou (123 g) dietou u ovci

(jehnat)
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2.2.1.1 Ureazova aktivita a jeji pozitivni vliv

Ureolyticka mikrobiota v lidském stfevé hydrolyzuje az 30 % veSkeré mocoviny
produkované v téle (Kappaun et al. 2018). U piezvykavci hraje ureaza velmi dulezitou roli
pfi uvolnovani amoniaku, jakozto zdroje dusiku pro bachorovou mikrobiotu (Javorsky et al.
1987).

K vyvoji zubniho kazu dochazi jako duasledku Castého okyselovani zubnich biofilmut
anaslednému vyskytu acidogennich a acidotolerantnich mikroorganismt vcetné¢ mutantnich
streptokokl a Lactobacillus spp., které fermentuji sacharidy a snizuji tak pH. Bakterie, které
maji pozitivni vliv na zdravi zubl, mohou rozkladat mocovinu a arginin K vytvofeni
amoniaku. Tato produkce zvySuje pH a pozitivné ovliviiuje rovnovahu mezi remineralizaci
a demineralizaci zubti a napomaha k zabranéni vyskytu kariogennich mikroorganismu (Liu et
al. 2012; Mora & Arioli 2014).

Bakterie mlééného kvaseni, Streptococcus thermophilus, Siroce rozsifend pii vyrobé
mléénych vyrobkil, vykazuje uredzovou aktivitu. Z tohoto divodu konzumenti jogurtd,
fermentovaného mléka a syrd pozivaji i zivé bunky nesouci aktivni molekuly uredzy (Mora &
Arioli 2014). Yatsunenko et al. (2012) zkoumali mikrobiom stfev dvou rozdilnych komunit,
a to malajské a americké. U malajské populace byla frekvence ureazového genu vyznamné
vyssi u détské mikrobioty a s vékem postupné klesala, na rozdil od Spojenych statd, kde
zstala nizka od détstvi az do dospélosti. Vzhledem K tomu, ze ma ureaza vliv na recyklaci
dusiku, zejména pii nedostatku bilkovin ve straveé, je proto vyuZziti mocoviny stfevni
mikrobiotou s vysokou pravdépodobnosti vyhodné jak pro mikroorganismy, tak pro hostitele
(Mora & Arioli 2014).

2.2.1.2 Ureazova aktivita a patogenita

Patogeneze nékterych onemocnéni u lidi a zvifat mohou byt spojeny s ureolytickou
aktivitou bakterii nebo hub. Ptikladem je enterobakterie Proteus mirabilis, ktera zpisobuje
alkalizaci moc¢i a nasledny vznik mocovych kamend. Tato bakterie také pfispiva
ke vzniku pyelonefritidy (infekce ledvin). Vznikly amoniak napomahda bakteriim v pfilnuti
na mocove cesty, jelikoz zplisobuje poSkozeni glykosaminoglykanové vrstvy, kterd ochraiuje
epitelialni bunky pied bakterialni infekci (Rutherford 2014).

Dalsi bakterii, kterda hojn¢ vyuzivd svou uredzovou aktivitu, je gramnegativni
Helicobacter pylori (Kappaun et al. 2018). Tato mikroaerofilni bakterie kolonizuje zalude¢ni
sliznici ¢loveéka, zpisobuje infekce a zalude¢ni a duodenalni viedy. Diky ureazové alkalizaci

dokaze zneutralizovat i tak kyselé prostiedi jako je Zzaludek (Mobley et al. 1991). Amoniak,
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ktery vznikne pfi rozkladu mocoviny, je toxicky pro hostitelské epitelidlni buiiky, coz vede
k jejich poskozeni v misté infekce (Rutherford 2014). Podobné je tomu u bakterie Yersinia
enterocolitica, u niz ureolyticka aktivita umoziuje prichod Zalude¢nim prostiedim do dalSich
¢asti traviciho traktu (De Koning-Ward & Robins-Browne 1995).

U pacienti s akutnim selhanim jater je hlavnim problémem hepatalni encefalopatie, ktera
je spojovana s vysokym obsahem stfevniho amoniaku. Stfevni mikroorganismy, které jsou
ureaza pozitivni napi. Klebsiella spp. a Proteus spp., jsou vyznamnymi producenty stievniho
amoniaku a podileji se tak na patogenezi tohoto onemocnéni. Zavaznost hepatalni
encefalopatie mize byt snizena modulaci stfevni mikrobioty pomoci agens, jako je rifaximin,
laktulosa, prebiotika a probiotika. AvSak i probiotika mohou byt uredza pozitivni (Mora
& Arioli 2014). Wilson et al. (2014) hodnotili ureazovou aktivitu Lactobacillus reuteri
na mysich. I kdyz je tato bakterie uredza pozitivni, doslo k celkovému sniZeni této aktivity
ve stfevech. Bylo to pravdépodobné z diivodu potlaceni fekalnich bakterii, jelikoz mikrobiota
s pievahou fekalnich bakterii vykazovala aktivitu vys$si nez u mysi kolonizovanych L. reuteri.

Mezi dalsi bakterie, u nichz ma ureolytickd aktivita kliCovou roli v patogenezi patii
Clostridium perfringens, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp., Staphylococcus
saprophyticus, Ureoplasma urealyticum, Yersinia enterocolitica a tato aktivita byla hlaSena
u nemoci jako urelitidza, amoniakalni encefalopatie, jaterni selhani a gastroduodendlni
infekce (Mora & Arioli 2014). Uvolnovani oxidu uhli¢it¢ého z mocoviny ovliviiuje pH
bakterialni homeostazy, fyziologii bakterii a pH prostfedi, coz také mize do znacné miry
ovlivilovat patogenezi bakterii. AvSak z hlediska patogeneze ma nejvétsSi dopad uvoliovani
amoniaku (Burne & Chen 2000). Neékteré alkalofilni bakterie a patogen mocového ustroji
Ureoplasma ureolyticum mohou ureolyzu pouzivat také k tvorbé ATP (Smith et al. 1995).

Nékteré uredzy mohou mit i neenzymatické vlastnosti jako napf. neurotoxicitu. Canatoxin
je izoforma ureazy rostliny Canavalia ensiformis z ¢eledi bobovitych. Tento protein byl
testovan na mysich, u nichz zptsoboval kieCe a smrt. Canatoxin je toxicky i pro vldknité

houby a kvasinky (Follmer et al. 2004).
3.2.2 Mocovina

Mocovina piedstavuje asimilovatelny zdroj dusiku pro bakterie kolonizujici vySssi
organismy (Burne & Chen 2000). Mocovina je hlavnim produktem dusikového metabolismu
¢lovéka a vétSiny suchozemskych zvifat (Mora & Arioli 2014). Tato latka je produkovéna
V jatrech, pfenaSena krevnim obéhem a vyluCovéana ledvinami moci. Sérova koncentrace
mocoviny u zdravého ¢loveka se pohybuje v rozmezi 1 az 10 mM. Jeji hladina v moc¢i mtze
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prekrocit 0,5 M. Mocovina se také vyskytuje v sekretech exokrinnich zlaz v koncentracich
ekvivalentnich séru. U sterilnich tkani je pomérné nevyznamnou slozkou, kterd nemd zédnou
zjevnou roli. AvSak v oblastech, kde jsou epitelidlni povrchy kolonizovany mikroorganismy,
jako je ustni dutina nebo stfeva, mize mit metabolismus mocoviny mikrobialnimi uredzami
hluboky dopad na integritu tkdni, mikrobidlni ekologii a celkové zdravi hostitele (Burne
& Chen 2000).

Mocovina je také pfitomna v lidském mléce. Lidské ml¢ko obsahuje ptiblizné 15 %
dusiku ve form¢ mocoviny. V postnatalnim obdobi je dulezité navysSeni hladiny dusiku pro
uspokojeni pozadavkl spravného rlstu a metabolismu kojence a mikrobiotu GIT. Bylo
zjisténo, ze aminokyseliny v plazmé kojenci mohou byt odvozeny od mocoviny, poté co byly
hydrolyzovany a utilizovany intestindlni mikrobiotou. Pravdépodobné z tohoto divodu je
bakterie Bifidobacterium longum subsp. infantis, jakozto jeden z prvnich kolonizatora stiev,
producentem aktivni uredzy (Mora & Arioli 2014).

Mocovina je vylucovana do vSech casti traviciho traktu, pocinaje Ustni dutinou. Ve
slinach je pfitomna v koncentraci 3-10 mM, coz piedstavuje vyznamny zdroj dusiku pro
nékolik druh oralnich mikroorganismti napf. Streptococcus salivarius, Streptococcus
vestibularis a Actinomyces naeslundii napomahajicim k zdravi zubi, viz vyse (Mora & Arioli
2014).

Mocovina se u piezvykavci b&zné pouziva jako neproteinovy zdroj dusiku jakoZto

ekonomicka nahrada proteinovych krmiv (Kertz 2010).

25



4 Metodicka c¢ast

Na zéklad¢ vysledki zjisténych béhem zpracovani bakaléiské prace a praktickych analyz
laboratoti Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky (KMVD), bylo zjisténo, ze komeréni
biochemické testy vykazuji znacnou variabilitu vysledki béhem testovani ureazové aktivity
bakterii rodu Bifidobacterium. Tudiz bylo prvotnim cilem prace navrzeni spolehlivé metody

pro testovani této aktivity.

4.1 Vybér spolehlivych metod pro testovani ureazové aktivity

Pro vybér vhodné metody testovani uredzové aktivity byla vybrana skupina 14 kment
bifidobakterii spole¢né s jednim kmenem Streptococcus thermophilus. Piehled kment je
uveden v tabulce 2. Ne¢které z kment byly vybrany na zakladé pozitivnich vysledkt
ureazového testu v ANAEROtestu 23 v bakalaiské praci a druh Streptococcus thermophilus

z diivodu ureazové aktivity u vyuzivanych startovacich kultur v mléénych vyrobceich.

Tabulka 2: Pi‘ehled vybranych testovanych kmeni pro optimalizaci a vybér metod

Kmen Izolovano

Bifidobacterium longum subsp. suis (ETH 11-5) Africky kojenec
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Danone) Jogurt Activia
Bifidobacterium longum subsp. suillum DSM 28597 Praseci vykaly
Bifidobacterium longum subsp. infantis DSM 20090 Stievo kojence
Bifidobacterium longum subsp. suis DSM 20211 Praseci vykaly
Bifidobacterium longum subsp. infantis DSM 20088 Stievo kojence
Bifidobacterium longum subsp. longum DSM 20219 Stievo dospélého ¢loveka
Streptococcus thermophilus (ST) Jogurt
Bifidobacterium longum MA 2 Kojenec (stari 1 mésic)
Bifidobacterium longum TA 2 Kojenec (stari 2 mésice)
Bifidobacterium longum subsp. longum MB 7/5 Dospély clovek (konvenéni dieta)
Bifidobacterium longum subsp. longum MB 7/6 Dospély ¢lovek (konvencni dieta)
Bifidobacterium longum subsp. longum MB 5/3 Dospély ¢lovek (konvencni dieta)
Bifidobacterium longum subsp. longum NB Probioticky produkt Nutra Bona
Bifidobacterium longum subsp. infantis IN 2 Kojenecka vyziva
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4.1.1 Komer¢ni biochemické soupravy

Pro stanoveni biochemické aktivity bylo vyvinuto mnoho biochemickych identifika¢nich
testl, detekujici pfitomnost produkti, metaboliti nebo enzymu, které vznikaji utilizaci
ruznych latek. Pozitivni reakce je zaloZena na zméné barvy indikatoru v ptislusném médiu.
V praci jsem se blize zabyvala komerénimi soupravami ANAEROtest 23 a RAPID 32 ID,

které obsahuji test na stanoveni ureazové aktivity.

4.1.1.1 ANAEROtest 23

Souprava ANAEROtest 23 (Erba Lachema, Ceska republika) je systém spojujici 23
biochemickych testli, umoziujici identifikaci anaerobnich bakterii na zakladé jejich
sacharidového metabolismu. Testy jsou umistény v jamkdch mikrotitraéni desticky. Pii
fermentaci daného sacharidového substratu dochazi ke zméné barvy vlivem vzniku
organickych kyselin a pfitomnosti acidobazického indikatoru. U uredzového testu dochazi
k rozkladu mo¢oviny, vzniku amoniaku a navySeni pH.

Narostlé kultury (1 ml) byly sto¢eny v centrifuze (14500 otacek/min. po dobu 3 minut),
supernatant slit a sediment proplachnut ve fyziologickém roztoku. Suspenze byla znovu
centrifugovdna a supernatant odlit. Nasledné byly usazené bakterialni pelety promichany
Vv piislusném médiu pro ANAEROtest 23 a 0,15 ml suspenze bylo inokulovano do vsech
jamek testu. Desticky naockované bakterialni suspenzi byly spole¢né s vyvijeCem
anaerobniho prostfedi (AnaeroGen, Oxoid) vlozeny do inkubaéniho sacku, ktery byl posléze
vzduchotésné uzavien a uloZen do termostatu nastaveného na teplotu 37 °C. Po 48 hod.

inkubace byl test vyhodnocen pomoci barevné skaly.

4.1.1.2 RAPID 32 ID

Komeréni souprava RAPID 32 ID (BioMérieux, Francie) je soustava 32 testl, ktera je
zalozena na rychlé fermentaci lyofilizovanych substratti. Tato souprava testi je vyuZzivana
k identifikaci anaerobnich bakterii na zakladé¢ barevnych zmén jednotlivych testl, vznikajici
pii bakteridlni aktivité.

Narostlé¢ kultury byly stoceny v centrifuze (14500 otacek/min. po dobu 3 minut),
supernatant slit a sediment proplachnut ve fyziologickém roztoku. Posléze bylo pfipraveno
inokulum z narostlych bakteridlnich kultur a suspenzniho média Rapid ID 32 A. Zakal
suspenze byl upraven na turoven 4,0 pomoci zakalové stupnice podle McFarlanda. Do vsech

jamek testu bylo aplikovano 0,15 ml bakteridlni suspenze a jamka pro uredzovy test byla
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navic zakapnuta parafinovym olejem. Nasledn¢ probéhla aerobni inkubace pfi teploté 37 °C

po dobu 4 hodin a poté vyhodnoceni podle barevnych zmén.
4.1.2 Modifikované agary s pH indikatorem

4.1.2.1 Modifikované API 50 CHL médium s pridavkem mocoviny ve formé agaru

Modifikovany APl 50 CHL agar byl piipraven V laboratornich podminkach dle slozeni
uvedené vyrobcem média API 50 CHL (BioMérieux, France) a podle dodaného zdroje uhliku
upraven do tii variant:

a. Dle slozeni uvedené vyrobcem
b. S ptidavkem glukozy
c. Sptidavkem laktdzy

V receptufe byla vynechdna bronkmesolova fialovd, kterd byla nahrazena jinym pH
indikatorem, viz postup nize. Do vSech variant byla ptfidana 40% mocovina pii findlni
koncentraci v médiu 2 % a jako pH indikator fenolova Cerven, jejiz pouziti je pii pH 6,8
a vyssi, kdy ptfechazi z kyselé Zluté formy na zasaditou purpurové Cervenou. Pocate¢ni pH
bylo upraveno pomoci kyseliny octové ¢i hydroxidu sodného na pH 6. Slozeni médii je
uvedeno v piiloze 1.

Do malé Petriho misky bylo nalito 5 ml agaru. Po zatuhnuti bylo nao¢kovano pomoci
pipety 0,1 ml narostlé kultury. Toto inokulum bylo rozprostieno po povrchu agaru sterilni
plastovou jednorazovou inokula¢ni klickou. Kultivace probihala anaerobné v termostatu pfi
teploté 37 °C po dobu 72 hodin. Po uplynuti této doby se vysledky vyhodnocovaly podle
barevnych zmén vzniklych v agaru. Pozitivni narostlé kmeny se projevovaly z¢ervenanim
agaru, u negativnich kment zustala barva agaru svétle zluta. Pozitivni a negativni reakce je

zobrazena na obr. 5.

4.1.2.2 Urea base agar s pridavkem mocoviny

Urea base agar byl pfipraven v laboratornich podminkach dle sloZeni uvedené vyrobcem
(Oxoid, UK) a na zakladé¢ sacharidového zdroje upraven do tfi variant:
a. Dle slozeni uvedené vyrobcem
b. S pridavkem glukézy
c. S ptidavkem laktozy
Do vsech variant Urea base agaru byla ptidana 40% mocovina pfi finalni koncentraci

v médiu 2 % a fenolova Cervei, jakozto pH indikator, reagujici pii pH 6,8 a vyssi. Pocatecni

28



pH bylo opét upraveno pomoci kyseliny octové ¢i hydroxidu sodného na pH 6. Slozeni je
uvedeno v piiloze 2.

Do Petriho misky bylo nalito 5 ml agaru a po jeho zatuhnuti bylo na agar nao¢kovano
pomoci pipety 0,1 ml narostlé kultury, toto inokulum bylo rozprostieno po povrchu agaru
sterilni platovou jednorazovou inokula¢ni klickou. Kultivace probihala v anaerobnich
podminkach v termostatu pii teploté 37 °C po dobu 48 hodin. Po uplynuti této doby se

vysledky vyhodnocovaly podle barevnych zmén vzniklych v agaru.

Obr. 5: Negativni (vlevo) a pozitivni (vpravo) reakce ureazového testu v modifikovanych

agarech

4.1.3 Modifikovana tekuta média s pH indikatorem

4.1.3.1 API 50 CHL médium s pfidavkem mocoviny

Médium API 50 CHL bylo pfipraveno V laboratornich podminkéch podle slozeni uvedené
vyrobcem (BioM¢érieux, France). Opét byla v receptufe vynechdna bronkmesolova fialova,
ktera byla nahrazena jinym pH indikatorem, viz postup niZe.

Narostla bakterialni kultura byla centrifugovana ve zkumavce Eppendorf rychlosti 14500
otaek/min. po dobu 3 minut. Supernatant byl odlit a sediment promichan v 1 ml Bifipufru.
Suspenze byla znovu centrifugovdna, supernatant slit a k sedimentu bylo ptfidano 600 pl
destilované vody. Do jamek testovaci desticky bylo napipetovano 1350 ul média, 150 pl
roztoku 2% mocoviny a 150 pl bakterialniho kmene. Bifidobakterie byly ponechany
Vv anaerobnim prostiedi pii 37 °C a v intervalech 24 hod. byly kontrolovany barevné zmény

indikatoru a pomoci pH papirkli méfeno pH.
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4.1.3.2 Modifikované Wilkins-Chalgren médium v kombinaci s Nesslerovym ¢inidlem

Modifikované Wilkins-Chalgren médium bylo uvafeno V laboratornich podminkach

podle slozeni uvedené vyrobcem (Oxoid, UK) a upraveno do tii variant:
a. Dle slozeni uvedené vyrobcem
b. S pfidavkem laktozy
c. S ptridavkem s6jového peptonu

Slozeni média je uvedeno v piiloze 3.

Do médii v fadné oznacenych penicilinkach (9 ml) bylo nao¢kovano 0,5 ml narostlé
bakterialni kultury a pomoci injekéni stiikacky aplikovan 0,5 ml roztok 40 % mocoviny.
Nésledné probihala kultivace za anaerobnich podminek v termostatu pifi teplot¢ 37 °C
po dobu 48 hodin.

Pro zjisténi uredzové aktivity bylo odebrano 0,5 ml média do zkumavek Eppendorf,
k némuz bylo nasledné pfidano 50 pl 2 M NaOH a 75 pl Nesslerova ¢inidla. V piipadé

pozitivni reakce doslo ke vzniku amoniku, coZ se projevilo vznikem oranzové srazeniny.

4.2 Testovani ureazové aktivity

Pro testovani uredazové aktivity byly vybrany médium a agar APl 50 CHL podle slozeni

uvedené vyrobcem S modifikaci pH indikatoru, jak je uvedeno vySe, jakoZzto nejspolehlivé;si

metody pfi testovani kontrolni skupiny.

4.2.1 Priprava bakteridlnich kultur

Pro dalsi testovani ureazové aktivity bylo pouzito 64 izolati rodu Bifidobacterium
pochazejici z oficidlnich sbirek DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen), ATCC (American Type Culture Collection) a CCM (Czech Collection of
Microorganism), u nichz byla znama jejich ptfesna identita a genom. Mikroorganismy byly
vybrany z riznych ekologickych nik. Seznam pouzitych sbirkovych druhi bifidobakterii je
uveden v tabulce 3.

Izolaty byly uchovéavané pii teploté - 20 °C v modifikovaném Wilkins-Chargrem bujonu
s ptidavkem Bifipufru (20% v/v) a glycerolu (20% v/v). Bakterialni kmeny byly rozmrazeny
a 0,5 ml kultury naockovano do tekutého, anaerobniho modifikovaného Wilkins-Chargrem
bujonu (9 ml). Bakterie byly poté kultivovany za anaerobnich podminek pfi teploté 37 °C po
dobu 48 hod. Cistota narostlych kultur byla kontrolovana pomoci fazové kontrastniho

mikroskopu (Nikon Eclipse E 200LED MV RS, Japan). Takto narostlé a mikroskopicky
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zkontrolované Cisté kultury byly znovu pieockovany a kultivovany 24 hod. pro vytvoreni

pracovni kultury. Dalsi postup viz API 50 CHL médium s ptidavkem mocoviny a Viz

modifikované API 50 CHL médium s ptidavkem mocoviny a glukozy ve form¢ agaru.

Tabulka 3: Pi‘ehled testovanych sbirkovych bifidobakterii

Druh, poddruh Puvodné izolovano Izoloval, rok Kod
Bifidobacterium Travici trakt ¢melaka Killer et al. 2011 22766
actinocoloniiforme?
Bifidobacterium Stfevo ¢loveka Reuter 1963 4987
adolescentis °
Bifidobacterium Bachor skotu Reuter 1963 20087
adolescentis?
Bifidobacterium Psi vykaly Mitsuoka 1969 4988
animalis ¢
Bifidobacterium Travici trakt mysi Masco et al. 2004 26074
animalis?
Bifidobacterium Krysi vykaly Masco et al. 2004 20104
animalis subsp.
animalis ?
Bifidobacterium Jogurt Masco et al. 2004 10140
animalis subsp. lactis?
Bifidobacterium Jogurt Masco et al. 2004 10104
animalis subsp. lactis ?
Bifidobacterium Travici trakt veely Scardovi & Trovatelli 20089
asteroides @ medonosné 1969
Bifidobacterium Vykaly tamarina Michelini et al. 2015 100685
avesonii (Saguinus oedipus)
Bifidobacterium biavatii Vykaly tamarina Endo et al. 2012 23969
a (Saguinus midas)
Bifidobacterium bifidum  Stfevo dospélého ¢lovéka Orla-Jensen 1924 20215
a
Bifidobacterium bifidum  Stfevo dospélého ¢loveka Orla-Jensen 1924 20082
a
Bifidobacterium bifidum Stolice kojence Orla-Jensen 1924 29521
b
Bifidobacterium bifidum Stolice kojence Orla-Jensen 1924 3762
c
Bifidobacterium bifidum  Stfevo dospélého ¢loveka Orla-Jensen 1924 20239
a
Bifidobacterium bifidum Stolice kojence Orla-Jensen 1924 20456
a
Bifidobacterium Travici trakt cmeldka Killer et al. 2011 22767
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bohemicum 2
Bifidobacterium bombi 2
Bifidobacterium breve ®

Bifidobacterium

callitrichos 2

Bifidobacterium
catenulatum?
Bifidobacterium
catenulatum ©
Bifidobacterium
catenulatum subsp.
kashiwanohense ?
Bifidobacterium
coryneforme #
Bifidobacterium
cuniculi?
Bifidobacterium
gallicum 2
Bifidobacterium
globosum 2
Bifidobacterium hapali ?

Bifidobacterium
choerinum 2
Bifidobacterium
indicum 2
Bifidobacterium
lemurum #
Bifidobacterium longum
subsp. infantis °
Bifidobacterium longum
subsp. infantis 2
Bifidobacterium longum
subsp. infantis ©
Bifidobacterium longum
subsp. infantis 2
Bifidobacterium longum
subsp. longum @
Bifidobacterium longum
subsp. suillum 2
Bifidobacterium longum
subsp. suis ?

Travici trakt cmeldka
Stievo kojence
vykaly kosmana
bélovousého (Callithrix
jacchus)

Stolice ¢loveka
Stolice Clovéka
Stolice kojence
Travici trakt véely
medonosné
Krali¢i vykaly
Stifevo dospélého ¢loveka
Bachor skotu
Vykaly mlad’at kosmant
(Callithrix jacchus L.)
Vykaly selete
Travici trakt vCely
medonosné
Vykaly lemura (Lemur
catta)

Stolice kojence
Strevo kojence
Stievo kojence
Stievo kojence
Stievo dospélého Cloveéka

Praseci vykaly

Praseci vykaly
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Killer et al. 2009
Reuter 1963
Endo et al. 2012

Scardovi & Crociani

1974

Scardovi & Crociani

1974

Morita et al. 2011

Biavati et al. 1982

Scardovi et al. 1979

Lauer 1990

Yaeshima et al. 1992

Michelini et al. 2016

Scardovi et al. 1979

Scardovi & Trovatelli

1969

Modesto et al. 2015

Reuter 1963

Reuter 1963

Reuter 1963

Reuter 1963

Matteuzzi et al. 1971

Yanokura et al. 2015

Matteuzzi et al. 1971

19703

15700

23973

16992

4989

21854

20216

20435

20093

20092

100202

20434

20214

28807

17930

20088

4990

20090

20219

28597

20211



Bifidobacterium
magnum ?
Bifidobacterium
merycicum 2
Bifidobacterium
minimum 2
Bifidobacterium
moukalabense 2
Bifidobacterium
myosotis ?
Bifidobacterium
pseudocatenulatum 2
Bifidobacterium
pseudolongum subsp.
pseudolongum 2
Bifidobacterium
pullorum 2
Bifidobacterium
pullorum subsp.
saeculare ?
Bifidobacterium
ramosum 2
Bifidobacterium
ruminantium @
Bifidobacterium saguini
a
Bifidobacterium
scardovii @
Bifidobacterium
stellenboschense @
Bifidobacterium
stercoris ?
Bifidobacterium subtile 2
Bifidobacterium
thermacidophilum
subsp. porcinum?
Bifidobacterium
thermacidophilum
subsp.
thermacidophilum 2
Bifidobacterium
thermophilum?
Bifidobacterium

Krali¢i vykaly

Bachor skotu

Odpadni voda
Vykaly gorily nizinné

(Gorilla gorilla gorilla)
Vykaly mlad’at kosmani
(Callithrix jacchus L.)
Stolice kojence

Praseci vykaly

Kufeci vykaly
Krali¢i vykaly
Vykaly tamarina pin¢iho
(Saguinus oedipus)
Bachor skotu
Vykaly tamarina
(Saguinus midas)
Lidska krev
Vykaly tamarina
(Saguinus midas)
Stolice ¢lovéka
Odpadni voda
Vykaly selete

Odpadni voda

Praseci vykaly

Bachor skotu
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Scardovi & Zani 1974
Biavati & Mattarelli
1991
Biavati et al. 1982
Tsuchida et al. 2014
Michelini et al. 2016

Scardovi et al. 1979

Mitsuoka 1969

Trovatelli et al. 1974

Biavati et al. 1992

Michelini et al. 2017
Biavati & Mattarelli
1991
Endo et al. 2012
Hoyles et al. 2002
Endo et al. 2012
Kim et al. 2010
Biavati et al. 1982

Zhu et al. 2003

Dong et al. 2000

Mitsuoka 1969

Mitsuoka 1969

20222

6492

20102

27321

100196

20438

20099

20433

6531

100688

6489

23967

13734

23968

24849

20096

17755

15837

20210

20212



thermophilum 2
Bifidobacterium tissieri®  Vykaly mlad’at kosmant Michelini etal. 2016 100201
(Callithrix jacchus L.)
Bifidobacterium Zubni plak kiecka Okamoto et al. 2008 17777
tsurumiense 2
& - DSM — Némecka sbirka mikroorganismti a bunéénych kultur (Deutsche Sammlung von

Microorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany)
b_ ATCC — Americka sbirka typovych kultur (American Type Culture Collection)
¢ CCM Ceska sbirka mikroorganismti (Czech Collection of Microorganisms)

4.2.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR byla pouzita pro detekci geni podilejici se na uredzové aktivité. Pred provedenim
PCR byla nejprve izolovana DNA z ¢istych kultur. Poté byla smichana smés pro PCR s DNA
a vlozena do termocykleru, kde prob¢hla PCR reakce. Nasledné byly PCR produkty naneseny
do gelu a gel vloZen do elektroforézy na 60 min a 130 V, poté byl gel prosvicen UV svétlem

a zachycen graficky zaznam — elektroforeogram.

4.2.2.1 lzolace DNA

1) 1 ml bakterialni suspenze ve 2 ml zkumavce Eppendorf byly centrifugovany
v centrifuze MINI Spin (Eppendorf) rychlosti 14500 otac¢ek/min. po dobu 3 minut.

2) Ze zkumavky byl opatrné odlit supernatant a ponechan pouze sediment.

3) Sediment byl promichan se 100 pl roztoku PrepMan Ultra.

4) Suspenze byla zahtata v termocykleru na 100 °C po dobu 10 minut.

5) Suspenze byla ponechana v pokojové teploté po dobu 2 minut.

6) Suspenze byla cenrifugovana v centrifuze rychlosti 14500 ota¢ek/min. po dobu 3
minut.

7) Ze zkumavky bylo odpipetovano 50 pl supernatantu do nové sterilni zkumavky
Eppendorf.

8) Izolovana DNA byla pouzita na PCR nebo zmrazeno pro pozdéjsi testovani.

4.2.2.2 Priprava PCR smési

Smeés pro PCR byla piipravena podle tabulky 4 v tomtéz potfadi a uvedeném mnozZstvi.
Smés byla promichéna a kratce zcentrifugovana. Reakéni pufr, smés nukleotidli a Tag DNA

polymeraza byly pfiddny ve formé master mixu (DreamTaq™ Green PCR Master mix 2x,
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Thermo Scientific). Byly pouzity 4 druhy pard primert, jejichz sekvence jsou uvedené
v tabulce 5, 6 a 7. Jednotlivé slozky byly rozpipetovany do eppendorfovych zkumavek
a doplnény 1 ul vyizolovanou DNA do celkového mnozstvi 25 pl. Testovani primerd
probéhlo na zkusebni skupiné mikroorganismti uvedené v tabulce 2 (vyjma Streptococcus
thermophilus).

Tabulka 4: SloZeni smési pro PCR

Komponenta MnoZstvi (ul)
Master mix 12,5
PCR voda 9,5
Primer 12 1
Primer 2 @ 1

Templatova DNA ° 1
Celkem 25

8 _v koncentraci 5 pmol/pul, ® — v koncentraci 10 — 30 ng/ul

Tabulka 5: PCR primery — navrzené Walter et al. (2010)

Primer Sekvence primeri 5°-3" Teplota PCR

nasednuti (°C)  produkt (bp)
UreC-F  GAAAGTCTTTTTGGTGGTGG  50-55 (gradient) 324
UreC-R  AACGTCGTCAGGAATCTTAG 55-65 (gradient)

Tabulka 6: PCR primery — navrzené ve spolupraci s Elena Maria Martino, IGFL —
Francie (2017)

Primer Sekvence primera 5°-3" Teplota PCR
nasednuti (°C) produkt (bp)
Ure ABC_F GAAGTTGGGAATGATGCGAC
Ure. ABC_R ACGACTTCCAATTTCTTGCC 57 300
Ure D F  TGGACGACCTGTATTTCGAG
Ure D R CGTTCGAGAACACCGAGT 57 300

Tabulka 7: PCR primery — navrzené Jifim Killerem, AV CR (2019)

Primer Sekvence primerit 5°-3° Teplota PCR

nasednuti (°C) produkt (bp)
UreCBifF AACCTCATCATCGARGTC

UreCBIfR CAGACCATCATCATGTC 5l 887

4.2.2.3 PCR proces

Zkumavky byly umistény do termocykleru a poté spusténa PCR reakce. PCR program
probihal ve tfech opakujicich se fazich. Pocatecni denaturace probihala pfi teploté 95 °C po

dobu 5 minut, nasledovalo 32 cykli zahrnujicich denaturaci po dobu 30 sekund pfi teplote
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95 °C. Pro optimalizaci teploty nasednuti byl u primerd ureC zvolen teplotni gradient
v rozmezi 50-55°C a nasledné 55-65°C. U primert Ure_ABC a Ure_D probihalo nasednuti
primerid 30 sekund pii 57 °C. Elongace probihala po dobu 30 sekund pti 72 °C. Finalni krok
elongace trval 10 minut pii 72 °C, nacez nasledovalo ochlazeni na 4 °C. Primer UreCBif byl
nejprve vyzkousen podle programu uvedenym vyrobcem. Z divodu nespecificnosti reakce
a vzniku vétsitho poctu produkti nez bylo pozadovano, byl program optimalizovan, viz

tabulka 8. S danym programem byly otestovany v§echny kmeny uvedené v tabulce 3.

Tabulka 8: PCR programy s primery UreCBif

NavrZeno autorem Upraveno Vv ramci

diplomové prace

Pocatecni denaturace 95 °C 5 min 95°C 5 min
Denaturace 95 °C 45s 95 °C 30s
Nasednuti primert 50 °C 555 51°C 30s
Elongace 72 °C 70s 72 °C 1 min
Finalni elongace 72 °C 7 min 72 °C 10 min
Ochlazeni 4°C 00 4°C 00

4.2.2.4 Agarézova gelova elektroforéza

Jedna se o posledni krok PCR, diky némuz byly detekovany vzniklé PCR produkty.
Princip elektroforézy spoc¢iva v migraci elektricky nabitych ¢astic v elektrickém poli.
Postup:
1) Do 100 ml TAE (Tris-acetat-EDTA) pufru (0,75 krat koncentrovany) byl pfidan 1 g
praskové agarozy.
2) Smés byla rozvatena v mikrovinné troubé (3 min.)
3) Do smési bylo ptidano 5 ul GelRed barviva (Biotum).
4) Roztok byl nalit do elektroforézy, do nadoby s hiebinky a nechal se ztuhnout pii
laboratorni teploté (cca 30 min.).
5) Hiebinky byly opatrné vyjmuty, ¢imz vznikly komtrky pro PCR smés.
6) Gel byl zalit TAE pufrem v nadobé¢ elektroforézy.
7) Do jamek v gelu bylo automatickou pipetou naneseno po 5 pl PCR smési. Do prvni
a posledni jamky byl nanesen velikostni standart v objemu 2,5 ul, ktery byl ptidan pro
odhad velikosti pozorovanych fragmentii DNA. Velikost fragmentu se udava jako

pocet bazi — bp (base pair).
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8) Nadoba elektroforézy byla prikryta vikem a pfipojena ke zdroji napéti 130 V po dobu

60 minut.

4.2.2.5 Vyhodnoceni

Po hodin¢ elektroforézy byl gel pienesen, vizualizovan pomoci Gel-Doc systému

(BioRad) a byl pofizen elektroforeogram.

37



5 Vysledky

5.1 Vybér spolehlivych metod pro testovani ureazové aktivity

Pii vybéru spolehlivé metody byla testovana skupina 15 kmenu bakterii, pochazejici
z raznych ekologickych nik.

V ANAEROtestu 23 byly pozitivni kmeny DSM 28597, DSM 20211, MB 7/5 a MB 7/6.
U ostatnich kmenti byla reakce negativni. U testu RAPID 32 ID nevysel zadny pozitivni
vysledek. Z davodu nepiesnych vysledkii a finan¢ni naro¢nosti komercnich testi nebyly
vybrany pro dalsi testovani ureazové aktivity.

Dalsimi metodami stanoveni uredzové aktivity byly API 50 CHL a Urea base médium
s ptidavkem mocoviny ve form¢ agaru. Oba agary byly pfipraveny ve tfech variantach: podle
slozeni uvedené vyrobcem, s piidavkem glukozy a s pfidavkem laktozy. U varianty podle
vyrobce bez cukru byl zaznamenan pozitivni vysledek pouze u kmentt DSM 28597, DSM
20211, MB 7/5 a MB 7/6. Ostatni kmeny neprojevily ureazovou aktivitu. Ve variantach API
I Urea base s ptidavkem glukozy a laktézy vykazovaly vSechny kmeny pozitivni reakci,
krom¢ kmenu Danone a DSM 20219, coz je pozitivni, jelikoz tyto kmeny by mély byt ureaza
negativni. Naopak tomu bylo u agaru Urea base se sloZzenim podle vyrobce, kdy ani jeden
kmen neprojevil barevnou reakci.

Jako tekuté médium bylo vybrano API 50 CHL pftipravené v laboratornich podminkach
podle slozeni uvedené vyrobcem média a s pfidavkem mocoviny. Z testovanych 15 kmend
projevily 4 kmeny barevnou zménu — vykazovaly ureazovou aktivitu a doSlo u nich
K vyraznému navySeni pH, které se pohybovalo v rozmezi 7,7 az 7,9. Jednalo se o kmeny
DSM 28597, DSM 20211, MB 7/5 a MB 7/6. Ostatni kmeny byly uredza negativni s pH
v rozmezi 5,4 az 5,7. Tato metoda byla z navrzenych metod nejspolehlivéjsi a byla proto
vybrana spole¢né s API 50 CHL agarem pro dalsi testovani uredzové aktivity.

Wilkins-Chalgren médium s pfidavkem mocoviny bylo pfipravené ve tfech variantach.
V médiu piipraveném podle sloZzeni uvedené vyrobcem byly dva kmeny pozitivni a jeden
vykazoval slabé pozitivni reakci. Ve varianté s ptidavkem sojového peptonu nevykazoval
zadny kmen uredzovou aktivitu. V médiu s ptidavkem lakt6zy doSlo u dvou kment k barevné
zméné a lehkému zakaleni, vykazovaly tudiz pozitivni reakci. Nicméné pozitivni reakce
nebyly pfili§ vyrazné, proto tato metoda nebyla vybrana pro dalsi testovani ureazové aktivity.

Vysledky vSech testovanych metod jsou zobrazeny v tabulce 9.
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Tabulka 9: Vysledky ureazovych testi vybranych metod

KOMERCNI S. AGARY MEDIA

Kmen AT23 RAP | APl APl APl U u U |AP WC WC WC
a b c Ba B b B¢ |2 a c d

ETH - - - + + - + o+ + - - -

11-5

Dano - - - - - - - - - - - -

ne

DSM + - + + + - + + + + - -

28597

DSM - - - + + - + o+ - - - -

20090

DSM + - + + + - + o+ |+ + - +

20211

DSM - - - + + - + o+ - - - -

20088

DSM - - - - - - - - - - - -

20219

ST - - - + + - + + - - - -

MA 2 - - - + + - + o+ - - - -

TA2 - - - + + - + o+ - - - -

MB + - + + + - + o+ + * - -

7/5

MB + - + + + - + O+ + - - +

716

MB - - - + + - + + - - - -

5/3

NB - - - + + - + + - - - -

IN 2 - - - + + - + o+ - - - -

Vysvétlivky:

(+) - pozitivni reakce, (-) - negativni reakce, (AT 23) - ANAEROTtest 23, (RAP) - RAPID 32
ID, (UB) — Urea Base médium, (WC) - Wilkins-Chalgren médium, (?) - dle slozeni uvedené
vyrobcem, (°) — s ptidavkem glukézy, (¢) - s piidavkem laktozy, (%) — s piidavkem séjového
peptonu
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5.2 Biochemické testovani ureazové aktivity

Pfi testovani ureazové aktivity na zaklad¢ biochemickych reakci bylo otestovano 63
sbirkovych kment rodu Bifidobacterium. V tabulce 7 jsou uvedeny kmeny, které
v biochemickych testech reagovaly pozitivné. Barevnou zménu vykazovalo 10 kment. Pfi
pozitivni reakci doslo k navySeni pH v rozmezi 7,3-8,5. U ureaza negativnich kmenti se pH
pohybovalo v rozmezi 5,2-6,4. Testované kmeny pochazely zruznych ekologickych nik.
Vsechny kmeny izolované ze stolice dospélého clovéka, mlécnych vyrobki, kravského
bachoru, krve, zubniho plaku, traviciho traktu vcel a ¢melaku, traviciho traktu psa, kufat
a hlodavcu reagovaly negativné. Ureaza pozitivni kmeny pochazely ze stolice kojenct, vykala
kosmani, vykalli prasat, vykalt kraliki a odpadni vody. Jednalo se o kmeny druhu
B. kashiwanohense, B. callitrichos, B. bifidum, B. tissieri, B. subtile, B. bifidum B. magnum
a poddruhu B. longum subsp. suis, B. longum subsp. suillum a B. pseudolongum subsp.
pseudolongum. Béhem prvotniho testovani byla ureazova aktivita detekovana také u kmena
poddruhu B. longum subsp. infantis (DSM 20088 a DSM 20090) a ostatnich kmeni
B. longum bez poddruhového uréni (MA 2, TA 2). Z vysledki je patrné, ze aktivita se béhem
biochemického testovani nemusi vZdy projevit, coZ je patrné z vysledkt kmentit DSM 20088
a DSM 20090, které byly pouzity jakozto sbirkové i pozdéji a nedosSlo k fenotypovému
potvrzeni s pouzitym biochemickym testem (tabulka 9 a ptiloha 4).

Tabulka 10 — Seznam pozitivnich sbirkovych kmeni (vyjma kmeni v tab. 9)

Druh, poddruh Kod DSM  API médium APl agar Izolovano
Bifidobacterium 21854 + + 79 Stolice
kashiwanohense kojence
Bifidobacterium 23973 + + 8 vykaly
callitrichos kosmana
bélovousého
(Callithrix
jacchus)
Bifidobacterium 20099 + + 7,7 Praseci
pseudolongum vykaly
subsp.
pseudolongum
Bifidobacterium 3762 + + 7,6 Stolice
bifidum kojence
Bifidobacterium 100201 + + 8,0 Vykaly
tissieri mlad’at
kosmanu
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(Callithrix
jacchus)
Bifidobacterium 20096 + + 7,3 Odpadni
subtile voda
Bifidobacterium 29521 + - 8,5 Stolice
bifidum kojence
Bifidobacterium 20222 + + 8,5 Krali¢i
magnum vykaly
Bifidobacterium 20211 + + 7,7 Praseci
longum subsp. suis vykaly
Bifidobacterium 28597 + + 7,7 Praseci
longum subsp. vykaly
suillum
Vysvétlivky:

(+) - pozitivni reakce, (-) - negativni reakce
5.3 PCR detekce

PCR detekce ureazovych gend byla provedena se 4 rlznymi pary primert: UreC,
Ure_ABC, Ure D a UreCBif. Primery byly opét nejdiive testovany na zkuSebni skupiné
kmeni. Vysledky této skupiny jsou zobrazeny v tabulce 11.

Tabulka 11 — Vysledky zku$ebnich kmeni s testovanymi primery

(ETH 11-5) - - +

(Danone) - -
DSM 28597 - -
DSM 20090 - +
DSM 20211 - -
DSM 20088 - +
DSM 20219 - -

MA 2 - -
TA?2 - -
MB 7/5 -
MB 7/6 -
MB 5/3 -
NB -
IN 2 -

+ 4+ 4+ 4+

+ 4+ +++zZ2zZ

+ | Z v 2

Vysvétlivky:
(+) - pozitivni reakce, (-) - negativni reakce, (N) — nespecificka reakce (PCR produkt jiné
velikosti)
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Nejprve probéhlo testovani s parem primeri UreC navrzenymi Walterem et al. (2010).
Pro optimalizaci teploty nasednuti primer byl zvolen teplotni gradient v rozmezi 50-55°C
a nasledné 55-65°C a autorem navrzeny program. Nebyla vSak nalezena Zadna vyhovujici
teplota pro vyuziti téchto primerti pro detekci ureazovych gend u bifidobakterii. Dal§imi
testovanymi primery byly Ure ABC a Ure D navrzené Dr. Maria Elena Martino
ve spolupraci s IGFL (Institut de Génomique Functionnelle de Lyon, Francie). Bylo zjisténo,
Ze tyto primery jsou specifické pro poddruh Bifidobacterium longum subsp. infantis a z tohoto
divodu u vsech ostatnich druhti bifidobakterii nepouzitelné. Poslednim z testovanych primert
byl UreCBif navrzeny Jifim Killerem (2019). PCR program byl spustén dle pokyni
navrhovatele, ale bylo zjisténo, Ze reakce neni specificka a vznika vétsi pocet produkti, nez je
poZadovano. Vysledek této reakce je zobrazen v ptiloze 7. Z tohoto divodu byl program
upraven a shleddn po upravé pouzitelny pro detekci genu UreC u bakterii rodu
Bifidobacterium (pfiloha 8). S danym programem byly poté otestovany vSechny uvedené
testované sbirkové kmeny. Piehled pozitivnich kmend je zobrazen v tabulce 12. Jedna se
0 kmeny B. callitrichos DSM 23973, Bifidobacterium longum subsp. infantis DSM 20090,
Bifidobacterium longum subsp. infantis DSM 20088, B. longum subsp. suillum DSM 28597,
B. longum subsp. suis DSM 20211, Bifidobacterium longum subsp. suis ETH 11-5,
B. scardovii DSM 13734, B. subtile DSM 20096, B. tissieri DSM 100201. Ostatni kmeny
byly negativni, nebyl u nich nalezen testovany gen (UreC) pro ureazovou aktivitu. Navic jsou
pro porovnani v tabulce zahrnuty i vysledky biochemického testovani. Tyto vysledky byly
dale porovnavany s genomovymi informacemi. Genomy vybranych bifidobakterii pochazeji

z databaze NBCI genome (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) a k analyze vysledkd je

pouzivany program RAST (http://rast.nmpdr.org/rast.cgi). Data byla stazena a poskytnuta
Vérou Neuzil BuneSovou. Genomové informace vybranych kmend jsou zobrazeny v piiloze
5, ureazové geny bifidobakterii a jejich funkce v ptiloze 6. Podle uvedenych informaci by
geny (UrtA, UrtB, UrtC, UrtD, UrtE, Transp., f/y sub., o. sub., UreE, UreF, UreG, UreD) pro
ureazovou aktivitu mély byt pfitomny v genomu B. callitrichos DSM 23973, B. longum
subsp. infantis DSM 20090, B. longum subsp. infantis DSM 20088, B. longum subsp. suillum
DSM 28597, B. longum subsp. suis DSM 20211, B. longum subsp. suis ETH 11-5,
B. scardovii DSM 13734, B. subtile DSM 20096, B. tissieri DSM 100201, coz koresponduje
s vysledky PCR s navrzenym primerem UreCBif. Jsou zde pouze 4 kmeny liSici se vysledkem
biochemického testu. V pfipadé B. scardovii nebyla zaznamenana uredzova aktivita
prostfednictvim biochemického testu. Pravdépodobné nedoslo k expresi daného genu, nebo

nebyl kmen kultivovan za optimalnich podminek, jelikoz dle genomickych dat a PCR je zde
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pritomen potiebny gen a cela fada ostatnich genii pro ureazovou aktivitu. Naopak pozitivni
reakce byla zaznamenana u kmenu B. bifidum ATCC 29521, B. catenulatum subsp.
kashiwanohense DSM 21854, B. magnum DSM 20222, B. pseudolongum subsp.
pseudolongum DSM 20099, ale potiebné geny nebyly detekovany. Zde se muize jednat
naptiklad 0 kontaminaci béhem testovani. Typovy kmen B. kashiwanohense DSM 21854 sice
podle genomové analyzy nemé geny pro uredzovou aktivitu, nicmén¢ jiny kmen tohoto druhu
PV20-2 pochézejici z afrického kojence t€émito geny disponuje (piiloha €. 5).

Vysledky této prace poukazuji na pfitomnost gend a samotné ureazové aktivity u druhu
B. longum subsp. infantis a to u vice kmeni, pochazejicich z traviciho traktu kojence. Jedna
se 0 kmeny B. longum subsp. infantis DSM 20090 a B. longum subsp. infantis DSM 20088.
Z traviciho traktu kojence také pochazi ureaza pozitivni kmen B. longum subsp. suis ETH
11-5. Oba kmeny B. longum subsp. suillum DSM 28597 a B. longum subsp. suis DSM 20211
pochazeji z traviciho traktu prasat. Kmeny B. callitrichos DSM 23973 a B. tissieri DSM
100201 maji ptvod v travicim traktu kosmana bélovousého (Callithrix jacchus). Ureaza
pozitivni kmen B. scardovii DSM 13734 byl izolovan z krve a kmen B. subtile DSM 20096
Z odpadnich vod.

Tabulka 12 — Vysledky porovnani biochemickych, PCR pro UreCBif a genomickych

informaci vybranych sbirkovych kmenu

Kod Biochemicky PCR Ptitomnost
test UreCBif  UreC v genomu
Bifidobacterium bifidum 29521 + - -
Bifidobacterium 23973 + + +
callitrichos
Bifidobacterium 21854 + - -

catenulatum subsp.
kashiwanohense

Bifidobacterium longum 20090 + + +
subsp. infantis
Bifidobacterium longum 20088 + + +

subsp. infantis

Bifidobacterium longum 20219 - - -
subsp. longum

Bifidobacterium longum 28597 + + +
subsp. suillum
Bifidobacterium longum 20211 + + +
subsp. suis
Bifidobacterium longum ETH + + +
subsp. suis 11-5
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Bifidobacterium magnum 20222 + - -
Bifidobacterium 20099 + - -
pseudolongum subsp.
pseudolongum
Bifidobacterium scardovii 13734 - + +
Bifidobacterium subtile 20096 + + +
Bifidobacterium tissieri 100201 + + +
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6 Diskuze

Ureaza patii mezi aminohydrolazy, $tépici mocovinu na amoniak a oxid uhli¢ity. Tento
enzym produkuje mnoho bakterii véetné né€kterych druhd rodu Bifidobacterium. V téle
Cloveka 1 zvirat se mohou ureolytické bakterie podilet na zlepSeni vyuzitelnosti dusiku. Tato
aktivita mize byt vyhodnd pro mikroorganismy i1 pro hostitele, a to zejména v piipade
nedostatku bilkovin ve stravé (Yatsunenko et al. 2012). Rod Bifidobacterium patii mezi
nejcastéji uzivané probiotické rody. V soucasné dobé se fadi do tohoto rodu okolo 80 druhti
a poddruhu (List of prokaryotic names with standing nomenclature 2019)

V této praci byla otestovana ureazova aktivita u 63 kmena rodu Bifidobacterium. Bylo
vyzkouseno 12 riznych variant biochemickych testi, z nichz 2 byly vyhovujici. Jednalo se o
ureazovy test v modifikovaném médiu a agaru APl 50 CHL s pfidavkem mocoviny,
u varianty agar doplnéno jesté o glukozu. Pii detekovani uredzovych genii pomoci
polymerazové fetézové reakce byly vyzkouSeny 4 typy part primert: UreC, Ure ABC,
Ure_D a UreCBif. Spolehlivou reakci poskytly pouze primery UreCBif navrzené Jifim
Killerem. Ureazové geny byly detekovany u 9 sbirkovych kment. Tyto vysledky korelovaly
s genomickymi daty ziskanymi z databdze NBCI a analyzovanymi programem RAST.
V biochemickych testech bylo pozitivnich 12 kmentl, z nichz se 8 shodovalo s vysledky PCR.
Pozitivni reakce v biochemickych testech mohla byt zptisobena kontaminaci ¢i nespecifickou
realci. Biochemické testy nejsou vzdy zcela spolehlivé a doporucujeme kombinaci
s molekularné genetickymi metodami. U biochemickych testl je navic potieba vice opakovani
a optimalizované podminky kultivace.

Ureaza hraje dilezitou roli pfi novorozeneckém vyvoji. MocCovina obsazend v lidském
mléce vyrovnava nedostatek koncentrace bilkovin pro potfebu dusiku nejen pro kojence, ale
i pro stievni bakterie. Lidské mléko obsahuje ptiblizné 15% dusiku ve formé mocoviny. Podle
Mora & Arioli (2014) je B. longum subsp. infantis, jakozto jeden z prvnich druhti kolonizujici
travici trakt novorozence producentem aktivni uredzy. V biochemickych testech se toto
tvrzeni potvrdilo, jelikoz izolaty poddruhu B. longum subsp. infantis byly schopny mocovinu
rozlozit. Pfi ovéfovani ureazové aktivity pomoci PCR byly nalezeny geny, za tuto aktivitu
zodpovédné. Tento fakt také koreluje s daty ziskanymi z genomt kmend tohoto poddruhu.
Kmenové rozdily vramci uredzové aktivity byly nalezeny mezi genomy kmenti druhu
B. kashiwanohense, kdy typovy kmen (DSM 21854) pochazejici ze stolice 1,5 roku starého
kojence (Morita et al. 2011) nema ve svém genomu potiebné geny, ale kmen PV20-2
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pochazejici z 6 mésict starého kojence tyto geny ma (Vazquez-Gutierrez et al. 2015;
Bunesova et al. 2016).

V poslednich letech bylo objeveno mnoho novych druhti rodu Bifidobacterium u zastupct
opic a poloopic. Piikladem jsou druhy B. aerophilum a B. ramosum izolované z vykalu
tamarina pinc¢iho (Micheliniet al. 2017), B. aesculapii izolovany z vykali kosmana
bélovousého (Modesto et al. 2014), B. biavatii, B. callitrichos, B. reuteri, B. saguini
a B. stellenboschense z vykali kosmana bélovousého a tamarina zlutorukého (Endo et al.
2012), B. eulemuris z vykalt lemura tmavého (Michelini et al. 2016) a dalsi. V této praci bylo
testovano 11 kmena pochazejicich z traviciho traktu opic a poloopic, z nichz 2 kmeny
projevily uredzovou aktivitu. Oba tyto kmeny pochazely z vykali kosmana bé&lovousého
mnozstvim mocoviny a dusikatych latek v téle hostitele. B. tissieri navic pochazi z fekalnich
vzorkd mladéte, takze 1 zde mize mit na urelytickou aktivitu vliv matetského mléka v dieté
(Michelini et al. 2016).

Studie Yanokury a kol. (2015) rozd¢lila poddruhy B. longum subsp. suis a B. longum
subsp. suillum na zaklad¢ ureazové aktivity. Podle této studie je B. longum subsp. suis ureaza
pozitivni, zatimco B. longum subsp. suillum ureaza negativni. Toto tvrzeni bylo v bakalarské
i diplomové praci vyvraceno. V této praci byly testovany 2 kmeny poddruhu B. longum subsp.
suis, z nichz oba dva vykazovaly ureazovou aktivitu. Pozitivni kmeny poddruhu B. longum
subsp. suis byly izolovany z prasecich vykali a stolice afrického kojence. U poddruhu
B. longum subsp. suillum byl otestovan 1 kmen, ktery byl ureaza pozitivni a byl izolovan
z prasec¢ich vykalt, coz nasvédcuje tomu, Ze uredzova aktivita miize odrazet ptivod kmene
a dietu hostitele.

Mocovina je vyuZzivana jako zdroj neproteinového dusiku v potravé piezvykavcel jakoZto
ekonomicka nahrada krmnych proteinti. Mocovina je hydrolyzovana bachorovou bakterialni
ureazou na amoniak, ktery je nasledné vyuzit pro syntézu mikrobialnich proteinti, potiebnych
pro uspokojeni proteinovych pozadavka piezvykavca (Jin et al. 2018). V této praci bylo
testovano 5 kment bifidobakterii pochazejicich z bachoru ptezvykavci (B. globosum DSM
20092, B. ruminantium DSM 6489, B. adolescentis DSM 20087, B. merycicum DSM 6492
a B. thermophilum DSM 20212). Z dtvodu vysokého obsahu mocoviny v potravé
prezvykavci bylo piedpokladano, ze tyto kmeny budou vykazovat ureolytickou aktivitu. Toto
tvrzeni se vSak nepotvrdilo, jelikoZ zadny z kment tuto aktivitu neprojevil. Je mozné, Ze
bifidobakterie kolonizujici bachor, vyuZzivaji amoniak hydrolyzovany jinymi ureolytickymi

bakteriemi, kdy mezi mikroorganismy mize dochazet ke komenzalismu. Podle studie Jin et
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al. (2017) vykazuji ureazovou aktivitu v bachoru nejvice kmeny Proteobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes a  celedi  Methylococcaceae,  Clostridiaceae,  Paenibacillaceae,
Helicobacteraceae a Oxalobacteraceae.

Ureazova aktivita je typickd pro bakterie Helicobacter pylori, Proteus mirabilis,
Clostridium perfringens, Klebsiella pneumoniae, Ureoplasma urealyticum a dalsi, u nichz
pusobi jako faktor virulence (Mora & Arioli 2014). Ure4dzova aktivita se tak mize podilet na
rozvoji nékterych onemocnéni napi. zaludeénich a duodenalnich viedt, infekci ledvin,
mocovych kamenu ¢i jaterni encefalopatie, kdy vznikly amoniak napomaha bakteriim
Vv pfilnuti na vné&jsich povrsich (napi. zaludku, ledvin, mocovych cestach a jatrech), jelikoz
zpusobuje poskozeni vrstev, které ochranuji epitelialni buniky pfed bakterialnimi infekcemi
(Rutherford 2014).

Na druhou stranu ureolytické bakterie v lidském travicim traktu hydrolyzuji az 30 %
veskeré mocoviny, ktera vznika béhem metabolismu dusikatych latek (Kappaun et al. 2018).
Uvolnény dusik je poté hostiteli k dispozici a miize znovu vstoupit do dusikového cyklu a byt
pouzit jako substrat pro syntetické procesy (Wright 1995). Ureolytické bakterie a uredza jsou
klicové pro spravné vyuZiti mocoviny a sniZeni toxicity amoniaku (Patra & Aschenbach
2018). Ureazova aktivita také napomaha k zabranéni vyskytu kariogennich mikroorganismd,
ma tak pozitivni vliv na zdravi zubd (Liu et al. 2012; Mora & Arioli 2014). U bifidobakterii,
asto vyuzivanych jako probiotika, mohou byt tyto vlastnosti ptinosné a mit pozitivni dopad

na ¢loveéka.
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[ Zavér

V' hypotetickém ptedpokladu diplomové prace byla ocekavana uredzova aktivita
predevsim u izolati rodu Bifidobacterium, pochazejicich od hostitelt S vysokym obsahem
bilkovin a moc¢oviny v dieté, coZz nebylo plné potvrzeno. Byla vSak nalezena spojitost mezi
ureazovou aktivitou bifidobakterii a jejich ptivodem.

Byly nalezeny vhodné biochemické metody pro stanoveni ureazové aktivity
u bifidobakterii. I zde je potfeba brat v potaz, ze se jednad o biochemické testy, kdy je tieba
fadné metodu optimalizovat a unifikovat podminky provedeni a dé€lat ve vice opakovanich.
Pro spolehlivé vysledky je vsak tieba kombinace s molekularné genetickymi metodami.

V ramci této prace byl nalezen a optimalizovan specificky primer pro PCR vhodny
k detekci jednoho zgeni (UreC) zodpovédnych za ureazovou aktivitu u rodu
Bifidobacterium. Téchto genti je vsak vice, tudiz by bylo vhodné do budoucna navrhnout i pro
né specifické primery. Bude tak mozné 1épe stanovit danou aktivitu bifidobakterii nejen na
urovni detekce, ale tfeba 1 kvantifikace v totalni bakterialni DNA izolované ze stolice kojencti
v rizném veéku a dalsich jedinct. Také bude tieba pii optimalizaci primer zkontrolovat dalsi
dostupné bifidobakterialni genomy a vyuZit toho pii optimalizaci PCR reakci pro navrzené
primery.

Uredzova aktivita bifidobakterii predstavuje specifickou a pfinosnou vlastnost, kterd ma

potencial v probiotické aplikaci a jeji dalsi vyzkum je zddouci.
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9  Pilohy

Priloha 1: SloZeni API 50 CHL média

Komponenty MnoZstvi

Varianta ¢. 1 Polypepton 10¢g
Kvasnicovy extrakt 59
Tween 80 1ml
Fosfore¢nan draselny 29
Octan sodny 50
Citrat amonny 29
Siran hotecnaty 0,29
Siran manganaty 0,059
Demineralizovana voda 1000 ml
Fenolova Cerven 0,012 mg
*Agar 159
Varianta ¢. 2 + Glukoza 19
Varianta ¢. 3 + Laktoza 1lg

* pouze u API agaru

Piiloha 2: Slozeni Urea Base Agaru

Komponenty MnozZstvi

Varianta ¢. 1 Pepton 19
Chlorid sodny 59
fosfore¢nan sodny 1,29
Dihydrogenfosfore¢nan 08¢
draselny
Agar 15¢
Demineralizovana voda 1000 ml
Fenolova ¢erven 0,012 mg
Varianta ¢. 2 + Glukoéza 19
Varianta ¢. 3 + Laktoza 19
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Piiloha 3: SloZeni Wilkins-Chalgren média

Komponenty MnoZstvi ‘
Varianta ¢. 1 Trypton 10 g
Pepton 109
Kvasni¢ni extrakt 50
Chlorid sodny 50
L-arginin lg
Na-pyruvat 1g
Hemin 5mg
Menadion 0,5mg
Demineralizovana voda 1000 ml
Fenolova Cerveil 0,012 mg
Glukoza 1lg
Varianta ¢. 2 + Laktoza 1g
Varianta ¢. 3 + Sojovy pepton 19

Piiloha 4: Vysledky ureazového testu v API 50 CHL s pifidavkem mocoviny

Druh, poddruh Kod DSM API médium API agar pH
Bifidobacterium 22766 - - 54
actinocoloniiforme
Bifidobacterium 4987 - - 54
adolescentis
Bifidobacterium 20087 - - 54
adolescentis

Bifidobacterium 4988 * * 7,3
animalis

Bifidobacterium 26074 - - 54
animalis

Bifidobacterium 20104 - - 54

animalis subsp.
animalis

Bifidobacterium 10140 - - 6,2

animalis subsp. lactis
Bifidobacterium 10104 - - 54
animalis subsp. lactis

Bifidobacterium 20089 - - 6,3

asteroides
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Bifidobacterium 100685 6,3
avesonii
Bifidobacterium 23969 54
biavatii
Bifidobacterium 20215 6,4
bifidum
Bifidobacterium 20082 54
bifidum
Bifidobacterium 29521 8,5
bifidum
Bifidobacterium 3762 7,6
bifidum
Bifidobacterium 20239 6,4
bifidum
Bifidobacterium 20456 54
bifidum
Bifidobacterium 22767 57
bohemicum
Bifidobacterium bombi 19703 54
Bifidobacterium breve 15700 6,3
Bifidobacterium 23973 8
callitrichos
Bifidobacterium 16992 5,2
catenulatum
Bifidobacterium 4989 4.4
catenulatum
Bifidobacterium 21854 7,9
kashiwanohense
Bifidobacterium 20216 6,4
coryneforme
Bifidobacterium 20435 54
cuniculi
Bifidobacterium 20093 54
gallicum
Bifidobacterium 20092 54
globosum
Bifidobacterium hapali 100202 5,2
Bifidobacterium 20434 54
choerinum
Bifidobacterium 20214 54
indicum
Bifidobacterium 28807 7,0
lemurum
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Bifidobacterium
longum subsp. infantis
Bifidobacterium
longum subsp. infantis
Bifidobacterium
longum subsp. infantis
Bifidobacterium
longum subsp. infantis
Bifidobacterium
longum subsp. longum
Bifidobacterium
longum subsp. suillum
Bifidobacterium
longum subsp. suis
Bifidobacterium
magnum
Bifidobacterium
merycicum
Bifidobacterium
minimum
Bifidobacterium
moukalabense
Bifidobacterium
myosotis
Bifidobacterium
pseudocatenulatum
Bifidobacterium
pseudolongum subsp.
pseudolongum
Bifidobacterium
pullorum
Bifidobacterium
saeculare
Bifidobacterium
ramosum
Bifidobacterium
ruminantium
Bifidobacterium
saguini
Bifidobacterium
scardovii
Bifidobacterium
stellenboschense

17930

20088

4990

20090

20219

28597

20211

20222

6492

20102

27321

100196

20438

20099

20433

6531

100688

6489

23967

13734

23968
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5,4

5,4

5,4

5,4

5,4

7,7

7,7

8,5

7,0

6,3

5,4

5,7

5,4

7,7

5,4

6,3

5,4

5,4

5,4

5,4

6,0



Bifidobacterium 24849 - - 6,0
stercoris
Bifidobacterium 20096 + + 7,3
subtile
Bifidobacterium 17755 - - 54
thermacidophilum
subsp. porcinum
Bifidobacterium 15837 - - 54
thermacidophilum
subsp.
thermacidophilum
Bifidobacterium 20210 - - 54
thermophilum
Bifidobacterium 20212 - - 54
thermophilum
Bifidobacterium 100201 + + 8
tissieri
Bifidobacterium 17777 - - 57
tsurumiense
Vysvétlivky:
(+) - pozitivni reakce, (-) - negativni reakce, (*) — reakce slabé pozitivni

Piiloha 5: Ureazové geny u vybranych testovanych kmeni (NBCI genome, 2019)

Kmen Urt Urt Urt Urt Urt Tra By a Ure Ure Ure Ure
B D E nsp. sub. sub. E F G D

60



BPSE - - - - - - - - - - - -
20092

BPSE - - - - - - - - - - - -
20099

BCAL + + + + + - + + + + + +
23973

BSCA + + + + + - + + + + + +
R

13734

BRU - - - - - - - - - - - -
M

6489

BANG - - - - - - - - - - - -
20098

BMIN - - - - - - - - - - - -
20102

BGAL - - - - - - - - - - - -
L

20093

BDEN - - - - - - - - - - - -
20436

BMA - - - - - - - - - - - -
G

20222

BLEM - - - - - - - - - - - -
28807

BMER - - - - - - - - - - - -
6492

BSUB + + + + + - + + + + + +
20096

Vysvétlivky:

(+) - pozitivni reakce, (-) - negativni reakce

* - pro typovy kmen neni dostupny genom

Priloha 6: Ureazové geny a jejich funkce (NBCI genome, 2019)

UrtA Rozklad mocoviny
uUrtB Rozklad mocoviny
urtC Rozklad mocoviny
urtD Rozklad mocoviny
Urte Rozklad mocoviny
Transp. Transport niklu a kobaltu
P/y sub. Biosyntéza metalocentra, rozklad mocoviny,
ureazové podjednotky
a sub. Biosyntéza metalocentra, rozklad mocoviny,
ureazové podjednotky
UreE Ureadzové podjednotky
UreF Biosyntéza metalocentra, rozklad mocoviny,
ureazové podjednotky
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UreG Biosyntéza metalocentra, rozklad mocoviny,
ureazové podjednotky

UreD Biosyntéza metalocentra, rozklad moc€oviny,
ureazové podjednotky

Piiloha 7: Vysledek PCR s primery UreCBif dle pokynii navrhovatele

PCR UreCBif

12 3456 781 23 45678

L LT = e

' & 1000bp
- == 500 bp
= = 100bp

B. INF 20088 B. SUIS 20211

B. SUBT 20096 B. LON 20219
23

1 4 567 81234567 8.

TR

I

|
] | L

-550°C,2-554°C,3-534°C.4-520°C,
-50.1°C.6-485°C.7-475°C.8-47.0°C

h =
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Priloha 8: Vysledek PCR s primery UreCBif po upravé programu

PCR UreCBif-51 °C
UreCBif

PCR produkt 887 bp

1-INF20088, 2 - INF 20090, 3 — BIF 29521,

4 - KASH 21854, 5 - SUIS 28597, 6 — SUIL 58597,
7-MAG 20222, 8 — PSE 20099, 9 — CALL 23973,
10-TISS 100201, 11 - SCAR 13734, 12 - NEG.
KONTROLA bez DNA
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