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Identifikace bifidobakterii pomoci MALDI TOF
hmotnostni spektrometrie

Souhrn

Rod Bifidobacterium patii mezi bakterie dominantné zastoupené ve stfevni mikrobioté lidi
a zvirat, predevsim v obdobi mlécné vyzivy. Jedna se o sacharolytické bakterie, které pro své
pfiznivé G¢inky na zdravi hostitele nasly uplatnéni jako probiotika. Bifidobakterie byly
objeveny jiz roku 1899, ale az roku 1924 byly identifikovany jako samostatny rod. V soucasné
dobé je znamo vice nez 80 druhti bifidobakterii od riznych hostitelti. Vzhledem k nartstajicimu
poctu a hostitelské variabilité druhti nalezejicich do Bifidobacterium spp. je tfeba pracovat na
rychlych a spolehlivych metodéch jejich identifikace.

Cilem prace bylo ovétit funkénost nové rozSifené databaze pro hmotnostni
spektrometrii. Pivodni databaze od Bruker obsahovala 25 kment bifidobakterii. Tuto databazi
se za spoluprace s BOKU v Vidni povedlo rozsifit o dalSich 50 kmenti na celkem 75 kment.
Dale bylo cilem identifikovat u zvifecich vzorkii multihostitelské druhy.

V této praci byly pouzity izolaty rodu Bifidobacterium ze sbirky Katedry mikrobiologie,
vyzivy a dietetiky. Jednalo se o vzorky divokych kmeni od novosvétskych opic lvicka zlatého
ze ZOO Olomouc. Déle pak byly pouzity i lidské vzorky.

Celkem 144 testovanych vzroki bylo ¢ersvé vykultivovano ze zramzenych kultur. Pro
kultivaci bylo vyuzito tekuté modifikované Wilkins-Chalgren médium. Cistota narostlych
kultur byla kontrolovana pomoci svételného mikroskopu s fazovym kontrastem. Pro naslednou
identifikaci na MALDI-TOF MS byla pouzita metoda extrakce pomoci 70% mravenci kyseliny
a acetonitrilu. Vzorky byly vzdy analyzovany ve dvou kopiich. Do vysledkli prace byla
zahrnuta kopie s vyssim identifika¢nim skore.

Z celkovych 144 vzorkl se podafilo identifikovat 115 z nich, tedy 79,8 %. Nejcasté&ji
vyskytujicimi se druhy byly B. adolescentis, B. longum, B. parmae, B. animalis a B. breve.
U lvicka zlatého se nepodatilo identifikovat vSechny vzorky. Z 81 vzorkt bylo identifikovano
52, coz tvoti 64 %. Celkem bylo rozpoznéano 13 druht bifidobakterii, z nichZ byl nej€astéjSim
druhem B. parmae. Lidskych vzorkt bylo celkem 63, z toho 32 od dospélych a 31 od kojenct.
Tyto vzorky se podafilo identifikovat vSechny, vykazovaly také vyssi skore identifikace nez
vzorky od lvi¢kd. Celkem bylo identifikovano 9 druhti. Pocet detekovanych druhti poukazuje
na vyssi variabilitu zastupct rodu Bifidobacterium a celedi Bifidobacteriaceae u lvicka zlatého
nez u lidi.

Z vysledk je patrné, Ze se cile prace podafilo splnit. Diky rozsifeni databaze se podafilo
identifikovat celkem 19 druhd. Pokud by databaze nebyla rozsifena, podafilo by se pomoci
zakladni databaze od Bruker identifikovat pouze 47 % z identifikovanych druhi, coz je 9.
Podaftilo se nam také identifikovat multihostitelské druhy, které se vyskystovaly jak ve vzorcich
lvicka zlatého, tak i ve vzorcich od lidi. Jednalo se o 3 druhy — B. adolescentis, B. catenulatum
a B. pseudocatenulatum.

Klicova slova: Bifidobaterie; typovy kmen; spektrum; databaze; identifikace



Identification of bifidobacteria by MALDI TOF mass
spectrometry

Summary

Genus Bifidobacterium represents one of the main bacterial group in the intestinal
microbiota of humans and animals, especially in the period of milk nutrition. Bifidobacteria are
type of saccharolytic bacteria that are generally beneficial for host health due to their probiotic
effect. Although bifidobacteria were discovered in 1899, they were not treated as separate genus
before 1924. Currently, there are more than 80 species of bifidobacteria from various hosts that
are known. As the number of species, as well as its host variability, has continuously been
increasing, it is necessary to develop reliable methods for treir identification.

The main goal of the thesis was to verify the functionality of the newly extended
database for mass spectrometry. The original database created by Bruker contained 25 strains
of bifidobacteria. This database was extended by 50 strains to the total number of 75 strains,
in cooperation with the University of Natural Resources and Life Sciences, Vienna. The
additional goal was to identify multi-host species in animal samples.

In the thesis, the verification was conducted using isolates of genus Bifidobacterium
from a collection of the Department of Microbiology, Nutrition, and Dietetics. The collection
contains samples of wild tribes of new world monkey, golden marmoset from the Olomouc
Z0OO0 as well as samples of human.

In total, 144 tested samples were cultivated from frozen cultures. For the cultivation, the
liquid modified Wilkins-Chalgren medium was used. The purity of the grown cultures was
checked using a light microscope with phases contrast. The following identification conducted
on MALDI-TOF MS used the extraction employing formic acid and acetonitrile. To achieve
precise identification, the samples were analyzed twice. The outcome of the analysis with a
higher identification score was included in the final results.

Overall, 115 out of 144 samples were identified correctly, i.e. 79,8 %. The most common
species were B. adolescentis, B. longum, B. parmae, B. animalis and B. breve. In the case of
golden marmoset, 51 out of 81 samples were identified, corresponding to 64 %. Besides, 13
species of bifidobacteria species were determined correctly, mainly B. parmae. Regarding the
identification of human samples, 32 were adult samples and 31 samples were from infants. All
of 63 human samples were identified and indicated higher identification scores than samples
from golden marmoset. Furthermore, 9 human species were identified. The number of detected
species indicates higher variability of the genus Bifidobacterium and family Bifidobacteriaceae
in the case of golden marmoset than in the case of humans.

The results indicate that goal of the thesis was achieved. The newly extended database
was valuable for identifying 19 species. In the case of using the database created by Brucker,
only 47 % of the species would have been determined correctly. Furthermore, it was possible
to identify multi-host species that occurred in both golden marmoset and human samples. Such
multi-host species were B. adolescentis, B. catenulatum and B. pseudocatenulatum.

Keywords: Bifidobacteria; type strain; spectrum; database; identification
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1 Uvod

Stievni mikrobiota je v souCasnosti velmi aktudlnim tématem. Lze ji popsat jako
spoleCenstvi mikroorganismu sidlici v riznych ¢éstech traviciho traktu, které ptiznivé plsobi
na zdravi a stav hostitele. Zastoupeni mikroorganismu je ovliviiovano vékem, slozenim stravy,
ale i stresem. V pribéhu zivota se méni a je specifické pro kazdého jedince.

Vyznamnou komenzalni skupinou vyskytujici se jak u lidi, tak i u zvifat je, zejména
v obdobi mlétné vyzivy, rod Bifidobacterium. Jednd se o grampozitivni, anacrobni,
nepohyblivé ty€inky. Krom traviciho traktu lze bifidobakterie najit v mléce a mléénych
produktech, dutiné ustni i v odpadnich vodach — jejich vyskyt je tedy velmi rozmanity.
Bifidobakterie jsou sacharolytické, energii ziskavaji z nestravitelnych sacharidii rostlinného
a zivoc¢isného ptivodu, jako jsou oligosacharidy nebo glykany. Pro své piiznivé u¢inky jsou
¢asto pouzivana jako probiotika.

V soucasnosti je popsano okolo devadesati druhti tohoto rodu. K jejich identifikaci
a charakterizaci se pouziva cela fada metod. Mezi analytické metody patii MALDI TOF
hmotnostni spektrometrie, ktera zacala byt vyuzivana k identifikaci bakterii na zac¢atku 80. let
minulého stoleti. Principem metody je ionizace chemickych sloucenin, tvorba nabitych molekul
a nasledné méteni jejich poméru hmotnosti ku naboji (m/Z). Hmotnostni spektometrie je Siroce
vyuzivana diky své rychlosti, efektivnosti a hlavné pfesnosti. Tato metoda je schopna rozlisit
mikroorganismy na rodové, druhové i kmenové trovni. Nevyhodou této metody je, Ze dostupné
oficidlni databaze obsahuji pouze omezeny pocet druhli a kmeni tohoto rodu s nizkou
rozmanitosti ptivodu.



2 Cil prace

Cilem této prace bude podilet se na vytvoreni robustni MALDI TOF databazi bakterii
rodu Bifidobacterium a analyza vzorkti pochazejicich z riznych zvitecich hostitelii se snahou
u nich identifikovat druhy typické pro ¢lovéka.

2.1 Hypotéza

Predpokladame tedy, ze pokud vytvoiime z dostupnych typovych a identifikovanych
divokych kmenl bifidobakterii rozsifenou robustni databazi, budeme tuto metodu moci
pouzivat pro rychlou, kvalitni a pfesnou identifikaci izolatl bifidobakterii z nejriiznéjSich
hostitell a prostiedi.
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3 Literarni reSerse

3.1 Rod Bifidobacterium

Vsichni zastupci rodu Bifidobacterium jsou sacharolytické, obligatné anaerobni (se
schopnosti tolerovat kyslik u Bifidobacterium indicum ¢i Bifidobacterium asteroides),
mezofilni, nemotilni, nesporotvorné, katalazové a oxidazov€é negativni, grampozitivni
pleomorfni tyCinky (Killer et al. 2018). Bifidobakterie piedstavuji jednu z dominantnich
mikrobialnich skupin, které jsou pifitomny ve stfevech, zejména v obdobi mlécné vyzivy, a to
jak u lidi, tak i u ostatnich savct (Milani et al. 2014).

3.1.1 Historie

Bifidobakterie byly poprvé izolovany ze stolice kojencti roku 1899. Objevitel Henry
Tissier z Pasteurova institutu jim dal nazev Bacillus bifidus. Z divodu podobnosti
morfologickych a fyziologickych vlastnosti s laktobacily, byly na zacatku 20. stoleti myln¢
zatazovany do rodu Lactobacillus (Turroni et al. 2011). Az roku 1924 Orla-Jensen rozpoznal,
ze se jedna o samostatny rod Bifidobacterium (Lugli et al. 2017). Zasluhy na rapidnim nartstu
studii bifidobakterii v 60. letech dvacatého stoleti maji Reuter v Némecku, Mitsuoka
v Japonsku a Scardovi v Italii. Reuter (1963) nejprve uspotadal jiz diive popsané ,,biotopy* ¢i
»skupiny* do druht, z nichz popsal 8 vyskytujicich se v lidskych vykalech (Biavati et al. 2018).
Dle publikace Bunesova et al. (2014) rod Bifidobacterium v danou dobu zahrnoval 48 druhi
a podruhti, znichz 32 bylo ptvodné izolovano z vykali nebo gastrointestinalniho traktu
zivocichi. V soucasné dob¢ rod dle bacterio.net zahrnuje vice nez 90 druhi.

3.1.2 Taxonomie

Tabulka 1Taxonomické zarazeni

Taxonomické zarazeni
Doména Bacteria
Kmen Actinobacteria
Ttida Actinobacteria
Rad Bifidobacteriales
Celed Bifidobacteriaceae
Rod Bifidobacterium

Zakladnimi fenotypovymi znaky, které jsou vyuzivany pii identifikaci a taxonomickém
roz¢lenéni bakterii jsou morfologie bunék, fermentace sacharidi ¢i elektroforeticka mobilita
enzymul. Nicméné vyuziti téchto metod n€kdy vedlo k nejednoznaénym vysledkiim. Diive
se druhy rodu Bifidobacterium identifikovaly na zaklad¢ lokace nebo dle hostitele, ze kterého
byly izolovany (napt. Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
dentium), dale za pomoci morfologie buné€k, analyzy produktti fermentace a souvisejici
enzymatické aktivity a schopnosti vyuzivat riizné sacharidové substraty (Ventura et al. 2004).
Enzym fruktosa-6-fosfat fosfoketolaza je taxonomickym markerem éeledi Bifidobacteriaceae
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vyuzivanym k jeji identifikaci (Russell et al. 2011). Dalsi metody identifikace byly dle typu
peptidoglykanu, obsahu DNA G + C nebo ptibuznosti DNA-DNA (Killer et al. 2018b).
Vyznamnym zlomem bylo objeveni molekuldrné biologickych metod, které vedly k presnéjsim
a spolehlivéjsim vysledkiim. Pro identifikaci Ize vyuzit rRNA genovych sekvenci, zejména pak
16S rRNA sekvence (Ventura et al. 2004).

Pan-genomova analyza celedi Bifidobacteriaceae umoznila identifikaci 353 COG
sdilenych 67 (sub) druhti, coz predstavuje jadro genomu aktudlné sekvenovanych zastupcu
Bifidobacteriaceae (jadro Bae-COG). Zkoumani ukazuje, Ze nejkonzervovangjsi jadrové geny
specifikuji funkce, jako je replikace, transkripce a translace, nebo funkce souvisejici s adaptaci,
jako je metabolismus sacharidii, nukleotidi a aminokyselin. Pan-genomova analyza také
umoznila identifikaci skute¢né jedine¢nych geni (TUG) celedi Bifidobacteriaceae, tj. téch
genu, které jsou pfitomny v jednom konkrétnim kmeni, ale chybi v kterémkoli z dalSich

zkoumanych ptedstavitelt ¢eledi Bifidobacteriaceae (Lugli et al. 2017).
3.1.2.1 Seznam druhii

Vyse uvedeny pocet druhti bifidobakterii neni kone¢ny, stale probihaji nové objevy
a pocty zastupct se nadale rozristaji. V tabulce €. 2 jsou uvedené znamé druhy k 30.1. 2020
z databaze bacterio.net.

Tabulka 2 Seznam druhii

Druh Objevitel, rok Izolovano z DSMZ
Bifidobacterium Killer etal. 2011 | 1ravici raktEmelaka |44
actinocoloniiforme (Bombus lucorum)
Blfldobacterl_um Reuter 1963 Strevvo dovspeleho 20083
adolescentis cloveka
- . Vykaly dospélce
Bifidobacterium |\ pelini etal. 2017 | tamarina pinciho 100689
aerophilum . .
(Saguinus oedipus)
Bifidobacterium Modesto et al. 2014 Vykaly kosmana 26737
aesculapii (Callithrix jacchus)
Bifidobacterium Scardovi and Crociani i,
angulatum 1974 Lidské vykaly 20098
Bifidobacterium o
animalis Masco et al. 2004 Krysi vykaly 20104
Bifidobacterium
animalis subsp. Masco et al. 2004 Krysi vykaly 20104
animalis
Bifidobacterium | \4oc00 et al. 2004 Jogurt 20140
animalis subsp. lactis
B'f'd;’r?;crties”“m Lugli et al. 2018 Vykaly husy domaci | LMG 30189

12



Druh Objevitel, rok Izolovano z DSMZ
Bifidobacterium apri Pechar et al. 2017 Tlusté strevo divkocho 100238
prasete (Sus scrofa)
Bifidobacterium , CCUG
aquikefiri Laureys et al. 2016 Vodni kefir 67145
Bifidobacterium Scardovi and Zazivaci trakt véely 20089
asteroides Trovatelli 1969 medonosné
Blfldobacte:_rlum Michelini et al. 2019 Vyk:aly tamarina 100685
avesanii (Saguimus oedipus)
Bifidobacteerium Endo et al. 2012 Vykaly tamarina 23969
biavatii (Saguinus midas)
Bifidobacterium Orla-Jensen 1924 Lidské vikaly 20456
bifidum
B|f|dobagter|um Killer et al. 2011 Travici trakt Emelaka 22767
bohemicum (Bombus lucorum)
BlfldobaCt(_arlum Killer et al. 2009 Travici trakt ¢melaka 19703
bombi (Bombus lucorum)
Bifidobacterium boum | Scardovi et al. 1979 Bachor skotu 20432
Bifidobacterium breve Reuter 1963 Stievo kojence 20213
- . Vykaly tamarina
Bifidobacterium . .
callitrichidarum Modesto et al. 2018 vousa_lteho (Saguinus 103152
imperator)
Bifidobacterium Vykaly kosmana
callitrichos Endo et al. 201 (Callithrix jacchus) 23973
Bifidobacterium Scardovi and Crociani i
catenulatum 1974 Lidske vykaly 16992
Bifidobacterium | o joct et al. 2018 Vykaly kosmana 103154
catulorum (Callithrix jacchus)
Bifidobacterium | ¢ . qovi et al. 1979 Vykaly selete 20434
choerinum
Bifidobacterium Praet et al. 2015 Travici trakt ¢melaka 28792
commune (Bombus lucorum)
Bifidobacterium Biavati et al. 1982 Zazivaci trakt Ycely 20216
coryneforme medonosné
Bifodobacterium . , . , CCUG
criceti Lugli et al. 2018 Vykaly kiecka polniho 20962
Bifidobacterium Delcenserie et Cerstvé kravskeé mléko LMG
crudilactis al. 2013 v v 23609
B'fogﬁﬁfiic‘ﬁfi”“m Scardovi et al. 1979 Kraliei vykaly 20435
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Druh Objevitel, rok Izolovano z DSMZ
Blfodoba_cterlum Scardovi and Crociani Zubni kaz 20436
dentium 1974
Bifidobacterium | \y; polini et al. 2016 Vykaly lemura 100216
eulemuris (Eulemur macaco)
Bifidobacterium Choi et al. 2014 Lidské vykaly 19856
faecale
Blfldochterlum Lauer 1990 Strevf) dovspeleho 20093
gallicum cloveka
Bifidobacterium . y
. Watabe et al. 1983 Slepé stievo kufete 20670
gallinarum
o . Vykaly mlad’at
B'f'dﬁbad‘?”“m Michelini etal. 2016 | kosmant (Callithrix | 100202
apali .
jacchus)
- ) Vykaly tamarina
BITIdObaCter.lum Lugli et al. 2018 vousatého (Saguinus CCUG
Imperatoris . 70961
imperator)
Bifidobacterium Scardovi and Zazivaci trakt veely 20214
indicum Trovatelli 1969 medonosné
Bifidobacterium . , e qs CCUG
stalicum Lugli etal. 2018 Vykaly kralika divokého 20963
B. cateulatum subsp. I , .
kashiwanohense Nouioui et al. 2018 Vykaly kojence 21854
Bifidobacterium Modesto et al. 2015 Vykaly lemura (Lemur 28807
lemurum catta)
Bifidobacterium Reuter 1963 Strevvo dovspeleho 20219
longum cloveka
Bifidobacterium | \4oiorelli et al. 2008 Stievo kojence 20088
longum subsp. infantis
Bifidobacterium | v 01 ra et al. 2015 Vykaly selet 28597
longum subsp. suillum ' ykaly selete
B|f|dobacter|um_ Mattarelli et al. 2008 Vykaly prasete 20211
longum subsp. suis
Bifidobacterium . Vykaly kosmana CCUG
margollesii Luglietal. 2018 zakrslého 70959
B|f|doba(_:ter|um Biavati and Mattarelli Bachor skotu 6492
merycicum 1991
Bifidobacterium | oot et al, 1982 Odpadni vody 20102

minimum




Druh Objevitel, rok Izolovano z DSMZ
Blfodobac_terlum Watanabe et al. 2009 Kumys 21395
mongoliense
Bifidobacterium Tsuchida et al. 2014 Vyk_aly gor1_1y nizinné 97391
moukalabense (Gorilla gorilla gorila)
. . Vykaly mlad’at
Bifidobacterium | v oelini etal. 2016 |  kosmant (Callithrix | 100196
myosotis .
jacchus)
Bifidobacterium . Vykaly kosmana CCUG
parmae Lugli etal. 2018 zakrslého 70964
Bifidobacterium | o . 4y et al. 1979 Vykaly kojence 20438
pseudocatenulatum
Bifidobacterium Mitsuoka 1969 Vykaly prascte 20099
pseudolongum
Bifidobacterium Nouioui et al. 2018 Bachor skotu 20092
globosum
Blfldobacterl_um Simpson et al. 2004 Slepé stievo prasete 22366
psychraerophilum
Bifidobacterium : y y
Trovatelli et al. 1974 Stieva kufete 20433
pullorum
- . Vykaly tamarina
Bifidobacterium |y i ohelini etal. 2017 | pinciho (Saguinus 100688
ramosum N
oedipus)
Bifidobacterium Endo et al. 201 Vykaly kosmana 23975
reuteri (Callithrix jacchus)
Blflro_bacte_rlum Biavati and Mattarelli Bachor skotu 6489
ruminantium 1991
Bifidobacterium | g, ot et al, 1992 Kralici vikaly 6531
saeculare
Blfldoba(Ete_rlum Endo et al. 2012 Vyka!y tamarina 93967
saguini (Saguinus midas)
Bifidobacterium Hoyles et al. 2002 Lidska krev 13734
scardovii
Bifidobacterium Endo et al. 2012 Vyka!y tamarina 23968
stellenboschense (Saguinus midas)
Bifidobacterium Stievo dosp&léh
adolescentis subsp. Nouioui et al. 2018 Vo CoSpeicho 20083
. ¢loveka
stercoris
Bifidobactrium subtile | Biavati et al. 1982 Odpadni vody 20096
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Druh Objevitel, rok Izolovano z DSMZ
Blfldob_acterl_um Dong et al. 2000 Odpadni vody z vyrobny 15837
thermacidophilum tofu
Bifidobacterium |\ iioui et al. 2018 Vykaly prasete 17755
porcinum
Bifidobacterium . ,
thermophilum Mitsuoka 1969 Vykaly prasete 20210
o . Vykaly mlad’at
Bifidobacterium | \yicnelini et al. 2016 | kosmanii (Callithrix | 100201
tissieri :
jacchus)
Bifidobacterium |y o010 et al. 2008 | Zubni plak kietka 17777
tsurumiense
. . Vykaly tamarina
Bifidobacterium |y ti et al. 2017 | vousatého (Saguinus | SO
vansindereni . 70655
imperator)

DSMZ — German Collection of Microorganisms / Némecka sbirka mikroorganismti

LMG — Belgian co-ordinated collection of microorganisms / Belgicka koordinovana sbirka
mikroorganismu

CCUG — Culture collection of university Gothenburg / Sbirka kultur univerzity Goethenburg

3.1.3 Morfologie

Bifidobakterie jsou grampozitivni pleomorfni se vyskytuji
od stejnomérnych (uniformnich) az po typické rozvétvené tyCinky ve tvaru Y nebo V. Jsou
anaerobni, nemotylni a nesporolujici. Vétvici povaha neni zavisla pouze na druhu, ale také na
kultivaénim médiu (Tannock 1999).

Bunééna sténa bifidobakterii ma typickou grampozitivni strukturu tvofenou silnym
peptidoglykanovym obalem obsahujicim polysacharidy, proteiny a kyselinu teichoovou.
Zastoupeni aminokyselin v tetrapeptidu se lis$i mezi druhy, coz umoziiuje jejich lepsi
identifikaci. Obvykle tetrapeptidy obsahuji L-alanin, kyselinu D-glutamovou, L-ornitin
a D-alanin, ale v nékterych kmenech muizZe byt ornithin nahrazen lysinem. Zakladni
polysacharidy obsazené v bunééné sténé bifidobakterii jsou glukédza, galaktéza ¢i rhamnoza.
Teichoové kyseliny ve spojeni s polysacharidovym fetézcem zodpovidaji za pfilnuti bakterii
k povrchu stieva. Lipoteichoové kyseliny nasledné zajist'uji hydrofobni charakter bakterii
(Biavati et al. 2000).

tyCinky. Tvaroveé
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Obrazek 1 Morfologie - Bifidobacterium longum, dostupné z https://www.dbi360.com/bifidobacterium-longum-probiotics-
freeze-dried.html

3.1.4 Fyziologie

Jak bylo jiz zminéno vyse, zastupci rodu Bifidobacterium jsou anaerobnimi organizmy.
Nékteré druhy vSak v pfitomnosti oxidu uhli¢itého dokazou kyslik do jisté miry tolerovat.
Teplotni minimum pro jejich riist je v rozmezi 25-28 °C. Teplotni maximum se pro bakterie
pohybuje v rozmezi 43-45 °C. Bifidobakterie se ovSem dokazaly ¢aste¢né teplotné ptizptisobit

oy

na prostiedi, ve kterém se vyskytuji, proto druhy zijici v lidském organismu maji teplotni
optimum mezi 36 az 38 °C, zatimco pro druhy zijici v travicim traktu zvitat je optimalni teplota
pro rist vyssi, kolem 41 az 43 °C (Mattarelli & Biavati 2018). Jsou zde i vyjimky, naptiklad
Bifidobacterium thermacidophilum, jehoz ristové optimum muize byt az 49,5 °C a po omezeny
¢as dokaze prezit i teplotu 60 °C (Biavati et al. 2018). Dalsi vyjimkou je pak Bifidobacterium
psychraerofhilum, u kterého je prokazan jeho rust i pfi teplotach nizsich, nez jsou 4 °C (Leahy
et al. 2005). Optimalni pH pro rist se pohybuje v rozmezi 6,5 az 7,0. Hraniénimi hodnotami
pH, pii kterych rist ustava je 4,5 a nizsi, poté pak 8,0 a vyssi (Biavati et al. 2000).

3.1.5 Metabolismus

Bifidobakterie jsou sacharolytické bakterie a vétSinu energie ziskavaji z nestravitelnych
sacharidi, jako jsou oligosacharidy Zivocisného 1 rostlinného ptiivodu. Jejich metabolismus
obsahuje unikatni drahu pro $tépeni hex6z za vzniku ATP zndmou jako ,,bifid shunt®. VSechny
hexdézy uvolnéné hydrolyzou z komplexu sacharid podléhaji tomuto typu metabolismu
(Pokusaeva, Fitzgerald, & Van Sinderen 2011). Hlavnim enzymem metabolické drahy je
fruktosa-6-fosfat fosfoketolaza (FOPPK), ktera je klicovym enzymem pro teoreticky vytézek
1,5 molu acetatu, 1 mol laktatu a 2,5 ATP z 1 mol glukdzy. Poméry vytvoreného laktatu
a acetatu se mohou lisit v zavislosti na zdroji a druhu sacharidi a v zéavislosti na tom, zda
se meziprodukt pyruvat §tépi na acetylfosfat a formuje se nebo se redukuje na laktat (Palframan,
Gibson, & Rastall, 2003). Bifidobacterium longum subsp. infantis a Bifidobacterium breve
mohou metabolizovat L-fuk6zu na acetat, formiat, laktat a 1,2-propandiol (1,2-PD) s vyuzitim
cesty s nefosforylovanymi meziprodukty, ¢imz se ziskd 1 mol L-fukézy a 1 mol 1,2-PD.
1,2-PD je prekurzorem pro tvorbu bakterialnich propionatti (Bunesova et al. 2017). Enzym
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F6PPK je hlavnim taxonomickym znakem pro identifikaci celedi Bifidobacteriaceae (Biavati
et al. 2018). Bifidobakterie maji také extracelularni enzymy, které katalyzuji hydrolyzu
polysacharidu, jako je amylopektin, amyloza a xylan (Ventura et al. 2004).

Acetat fadime mezi mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFAs = short chain fatty
acids), které maji vyhody piedevsim pro hostitelské organismy (Musilova et al. 2015). SCFAs,
které maji vysoky kaloricky obsah, jsou vsticbany enterocyty v tlustém stievé, kde jsou
metabolizovany a pouzity jako zdroj energie. Kromé toho SCFAS stimuluji absorpci sodiku
avody v tlustém stfevé a jsou znamy svou schopnosti indukovat enzymy, které podporuji
obnovu sliznic (D’Argenio & Mazzacca 2000; Pokusaeva et al. 2011).

hexoza
ATP
ADP
o~ fiuktdza-6-P ﬁ

1/2 fruktoza-6-P

Y

v
1/2 fruktoza-6-P 1/2 ery'tln 6za-4-P  1/2 acetyl-P

%
xyluloza 5-P
acetyl-P
NAD+* 2 ADP
NADH, 2 ATP
pyruat . 3/2 acetyl‘P
| | b
j ’ JI ‘\
NADH | ADP ~] 2NADH j
NAD*+ 1

ATP =] 2HNAD*+
Y )

laktat formiat acetat ethanol

Dokt L Bifid Shunt

produkujici draha

|
\J

Obrazek 2 Schéma stépeni sacharidii pomoci ,,bifid shunt" (Pokusaeva 2011).

3.1.5.1 Cross feeding

Cross feeding je diilezitou soucasti dynamického a funkéniho komplexu mikrobidlniho
ekosystému v lidském tlustém stfevé. Tlusté sttevo je kolonizovano ptfedevSim kmeny
Bacteroidetes, Firmicutes a Actinobacteria. Hlavni funkci téchto pfevazné anaerobnich bakterii
je fermentace zbytk stravy, které neprosly travenim hostitelskymi enzymy. Jedna se predevsim
o rezistentni Skroby, neSkrobové polysacharidy a oligosacharidy vcetné fruktooligosacharidi.
Produkty a meziprodukty rozkladu sacharidu slouzi jako zdroj uhliku a energie pro k¥izové
interakce (cross feeding) bakterii (Rios-Covian, Gueimonde & Flint 2015).
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ZvySeny rust bifidobakterii na fruktanech inulinového typu zplsobuje zvysSenou
produkci butyratu a bifidogenni ucinek je tak doprovazen i butyrogennim t¢inkem. Kromé toho
je to dukaz o pfimé degradaci fruktani inulinového typu bakteriemi tlustého stifeva
produkujicich butyrat. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je proto vyskyt kiizové interakce,
tj. poskytovani produkti rozkladu polysacharidii jako sekundarnich substrat po castecné
hydrolyze primarnimi rozklada¢i. Produkty rozkladu sacharidd mohou skute¢né slouzit jako
meziprodukty v metabolickych kiiZzovych interakcich mezi bakteriemi tlustého stieva, a tim
se metabolizovat na SCFAs (De Vuyst & Leroy 2011).

Dalsim specifickym substratem pro rdst mikroorganismi je mucin. Mucin
je produkovan mukdznimi a poharkovymi bunikami gastrointestinalniho traktu. Produkce je
zahajena pted porodem a kompletni hlenova vrstva je vyvinuta jiz nékolik dni po narozeni.
Lidské muciny jsou glykoproteiny slozené z polypeptidové kostry bohaté na tandemové
repetice prolinovych, serinovych, threoninovych a O-glykosylovanych postrannich fetézci.
Muciny jsou neustale vylu¢ovany z epitelu tlustého stéeva, a proto jsou potencialnim zdrojem
glykanli pro stfevni mikrobiotu. Degradace mucinu vSak vyzaduje nckolik degradacnich
enzymu specifickych pro vazbu; proto se jen malé mnozstvi mikroorganismu specializuje na
degradaci mucinovych glykant. Zastupcem zrodu Bifidobacterium, ktery mutze mucin
degradovat a zaroven v jeho piitomnosti rist je Bifidobacterium bifidum. B. bifidum degraduje
mucin extracelularné prostrednictvim aktivity membranové vazanych enzymii umozilujicich
kiizové zpfistupniovani zivin jingym druhtim. Jiz diive bylo prokazano, ze B. breve roste
za pouziti mono- a oligosacharidi uvoliiovanych B. bifidum z mucinovych glykant (Bunesova
etal. 2017).

3.2 Vyznam a vyuZziti bifidobakterii
3.2.1 Vyznam bifidobakterii v GIT

Bifidobakterie se pfirozené vyskytuji v lidské stfevni mikrobioté¢ v dominantnim
zastoupeni (Russell et al. 2011). Piedstavuji az 25 % stievnich bakterii u dospélych a 80 %
u kojencu (Picard et al. 2005).

Fermentaci se stimuluje bakteridlni rist a vznikaji organické kyseliny (kyselina mlé¢na
a mastné kyseliny s kratkym fetézcem — SCFAS) spoleéné s plyny (vodik, oxid uhli¢ity
a metan). Kyselina mlé¢na je produkovana mnoha stfevnimi bakteridlnimi druhy, zejména
bifidobakteriemi a laktobacily. SCFAS (acetat, propionat a butyrat) jsou hlavnimi kone¢nymi
produkty bakterialnich fermentacnich reakci v tlustém stievé (Olveira & Gonzalez-Molero,
2016). Vsechny SCFAS se rychle vstiebavaji a stimuluji absorpci soli a vody. Nasledné jsou
metabolizovany pievazné stfevnim epitelem, dale pak jatry a svaly. Butyrat je navic dilezitym
zdrojem energie pro epitel tlustého stieva a reguluje rist a diferenciaci bunék. 1 kdyz
bifidobakterie neprodukuji butyrat piimo, produkuji laktat, ktery mize byt transformovan
v butyrat (Picard et al. 2005).

3.2.2 Vyuziti bifidobakterii v potravinach a dopliicich stravy

Bifidobakterie jsou probiotické mikroorganismy, které se v potravinarském prumyslu
bézn¢ pouzivaji. Probiotické mikroorganismy jsou obvykle dostupné jako kultivacni
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koncentraty v suSené nebo zmrazené formé, které se piidavaji do potravin pro prumyslové nebo
domaci pouziti (Tripathi & Giri 2014). Krom¢ potravinovych probiotik jsou na trhu rizné
zdravotni vyrobky a farmaceutické piipravky obsahujici probiotika (Saad et al. 2013).
NejcCastéji pouzivanym druhem probiotickych bakterii v lyofilizované formé a mlécnych
vyrobcich jsou Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum subsp. longum
a Bifidobacterium longum subsp. infantis. MnozZstvi probiotickych bakterii potiebnych
pro terapeuticky uéinek se povazuje za rozmezi 10° bunék Zivych mikroorganismi za den. Aby
se dosahlo ptiznivého ucinku, musi bakterie zistat v produktu zivotaschopné az do doby
spotieby. Komercné dostupna probiotika jsou obvykle ve formé zmrazenych, praskovych
bakterii nebo ve formé kapsli, coz miize ovlivnit jejich perzistenci a zivotaschopnost (Bunesova
et al. 2015).

Tradicné se bifidobakterii pouziva ve fermentovanych mléénych vyrobcich. Bezpecné
pouzivani bifidobakterii je podporovano dlouhou historickou spotiebou fermentovanych
mlécnych vyrobkil a rostoucimi poznatky o taxonomii a fyziologii bifidobakterii. Bakterie
produkujici kyselinu mlénou se v potravindch povazuji za komenzdlni mikroorganismy
s malym nebo zadnym patogennim potencialem (Picard et al. 2005).

3.2.3 Probiotika

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které¢ v adekvatnim mnoZstvi pfispivaji
ke zlepseni zdravotniho stavu hostitele. K nejpouzivanéj$im druhtim pro vyrobu probiotik patii
rody Lactobacillus a Bifidobacterium. Ve studiich na zvitatech a na lidech byly Siroce testovany
na jejich prospésné ucinky pfi prevenci Sirokého spektra gastrointestinalnich poruch (Picard et
al. 2005).

Vyznam slova probiotika ma ptivod z feckého vyrazu ,,pro Zivot* a v prib¢hu let mél
nékolik riznych vykladd. Slovo probiotikum poprvé pouziti Lilley a Stillwell roku 1965 pro
pojmenovani substance vyluCované jednim organismem, jez stimulovala rlst jiné¢ho
mikroorganismu. Az roku 1989 Fuller predstavil ptesnéjsi definici (Fuller 1992). Soucasna
definice dle Bunesové (2018) zni: Probiotika jsou mono- nebo smésné kultury zivych
mikroorganizmi, které po aplikaci prospé$né ovliviiuji hostitele zlepSenim vlastnosti jeho
vlastni mikroflory.

Hlavni probiotické G¢inky:

1. Prevence a/nebo snizeni doby trvani prdjmu, zpisobeného rotaviry nebo
spojeného s uzivanim antibiotik, jakoz 1 zmirnéni potiZi vyvolanych v disledku
nesnasenlivosti laktozy.

2. Snizeni koncentrace enzymu stimulujicich rozvoj nadorovych onemocnéni
a/nebo vznik hnilobnych (bakterialnich) metabolitd ve stieve.

3. Prevence a zmirnéni nespecifickych a nepravidelné se vyskytujicich
onemocnéni gastrointestinalniho traktu u zdravych lidi.
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4. Priznivé ucinky na mikrobialni odchylky, zanéty a dalsi potize v souvislosti
se zanétlivymi onemocnénimi traviciho traktu, infekce zptisobené Helicobacter
pylori nebo bakterialni pferustani.

5. Normalizace prochazejici stolice a jeji konzistence u osob trpicich zacpou nebo
drézdivosti tra¢niku.

6. Prevence nebo zmirnéni alergii a atopickych chorob u kojencti.

7. Prevence infekci dychacich cest (ryma, chiipka) a jinych infek¢nich onemocnéni
a pomoc pii podpoie 1é¢by infekci urogenitalnich cest (de Vrese & Schrezenmeir
2008).

3.2.4 Bifidobakterie jako probiotika

Bifidobakterie, jakozto probiotika, prokazaly Géinnost pii prevenci Sirokého spektra
zvitecich a/nebo lidskych gastrointestindlnich poruch, jako jsou poruchy prichodu tlustého
stfeva, stfevni infekce, adenomy tlustého stieva a nadorova onemocnéni (Picard et al. 2005).

Bifidobakterie jsou hlavni bakterialni skupinou ve stolici pfirozené porozenych
a kojenych déti. Druhy vyskytujici se u kojenct, jako je B. longum subsp. infantis a B. bifidum,
jsou uzpusobeny k vyuziti oligosacharidu lidského mléka (HMOs), jako jednoho z hlavnich
zdroji glykanu v matetském mléce (BuneSova et al.2017). Pienos bifidobakterii na bazi
matefského mléka mize byt podpotfen jejich schopnosti vyuzivat slozky, jako jsou HMOs.
Proto se tvrdilo, ze prvni mikrobiota savct zahrnuje stievni komenzaly, Ktefi jsou schopni
metabolizovat mlééné glykany, jako jsou bifidobakterialni kmeny pattici k B. longum subsp.
infantis a B. bifidum. Tyto bifidobakterialni druhy mohou byt rozhodujici pro podporu
vytvoreni naslednych bifidobakterialnich kolonizatori, ktefi sSami o sobé nemohou piimo ziskat
ptistup k takovym komplexnim sacharidiim ziskanym z mléka. Tito kolonizatoti mohou diky
chovani pti cross-feedingu vyuzivat produkty degradace HMOs, vcetné kyseliny sialové
a fukozy (Milani et al. 2017).

3.2.5 Prebiotika

Slovo prebiotikum piedstavili Gibson a Robertfroid a definovali jej jako ,,nestravitelnou
slozku potravin, ktera pfiznivé ovliviiuje hostitele tim, ze selektivné stimuluje riist a/nebo
aktivitu jedné bakterie nebo omezeného poctu bakterii v tlustém strevé* (Manning & Gibson
2004). Nejnovejsi definice z roku 2017 definuje prebiotikum jako substrat, ktery je selektivné
vyuzivan hostitelskymi mikroorganismy, které postkytuji zdravotni pfinos (Gibson et al. 2017).
Optimalni stfevni mikrobiota mtize zvysit odolnost vici patogennim bakteriim, snizit amoniak
v krvi, zvysit stimulaci imunitni odpovédi a snizit riziko rakoviny (Manning & Gibson 2004).
Aby se dand latka mohla fadit mezi prebiotika, musi splilovat 2 zakladni pozadavky — prichod
horni ¢asti traviciho traktu pfijemce v nezménéné form¢ a musi slouzit selektivng jako substrat
pro fermentaci ur€itymi bakteriemi tlustého stfeva, které maji ptiznivy efekt na zdravotni stav
hostitele (Bunesova 2018). Hlavnimi prebiotickymi slou¢eninami jsou inulin a oligofruktéza
(fruktooligosacharidy), galaktooligosacharidy a laktuloza (Jirillo, Jirillo & Magrone 2013).
Definice prebiotik se vice ¢i méné prekryva s definici vlakniny, s vyjimkou selektivity prebiotik
pro urCit¢ druhy. Tato selektivita byla objevena i pro bifidobakterie, které mohou byt
podporovany pozitim latek, jako jsou fruktooligosacharidy a inulin, transgalaktosylované
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oligosacharidy a sdjové oligosacharidy (de Vrese & Schrezenmeir 2008). Prebiotika
se ptirozen¢ vyskytuji v semenech a kotenech nekterych rostlin jako je ¢ekanka, cibule, Cesnek,
artyCoky, chfest, jeémen, zito, sjové boby, cizrna a lupina. Mohou byt také extrahovana
vafenim, enzymatickym pusobenim nebo alkoholem. Existuji také syntetické oligosacharidy
ziskané¢ pifimou polymerizaci disacharidi ¢i fermentaci a probiotické jsou 1 nékteré
polysacharidy z bunééné stény kvasinek (Flesch, Poziomyck & Damin 2014).

| |
v !

[ PREBIOTICKE ] [NEPREBIOTICKE]

¢ [ v ¢ Dietni vlaknina i i l

[ ) | J

Obrazek 3 Schéma prebioticky ucinnych substratii dle Gibson et al. 2017

CLA (Conjugated Linolic Acid) — Konjugovana kyselina linolova
PUFA (Poly Unsaturated Fatty Acids) - Polynenasycené mastné kyseliny
HMOs (Human Milk Oligosaccharides) — Oligosacharidy matetského mléka

3.2.6 Synbiotika

Termin synbiotikum se pouziva, pokud produkt obsahuje probiotika i prebiotika.
ProtoZe slovo zmifuje synergismus, mé¢l by byt tento termin vyhrazen pro produkty, ve kterych
prebioticka sloucenina selektivné zvyhodnuje probiotickou slouc¢eninu. Naptiklad produkt
obsahujici prebiotickou oligofruktézu a probiotické bifidobakterie (de Vrese & Schrezenmeir
2008). Bylo prokazano, ze pravidelny dlouhodoby pfijem synbiotik zlepSuje zdravi dospélych
sniZzenim vyskytu a zadvaZznosti onemocnéni dychacich cest v chladném obdobi. Synbiotika také
méni slozeni mikrobioty tlustého stfeva, snizuji zanétlivé procesy ve stfevni sliznici a maji
potencial vyvolat remisi onemocnéni pfi zanétlivém onemocnéni stiev (Jirillo, Jirillo &
Magrone 2013).

3.3 Vyskyt bifidobakterii

Bifidobakterie se vyskytuji v riznych ekologickych nikéch, mezi které mizeme zatradit
gastrointestinalni trakt, dutinu ustni, odpadni vody, krev ¢i potraviny (Ventura et al. 2007,
Biavati et al. 2018). Bifidobakterie byly nalezeny ve zvitecim trusu (kralik, skot, mysi, aj.), také
i ve vzorcich ze zvifeciho a hmyziho GIT (slepici slepé stievo, hovézi bachor ¢i hmyzi stieva).
Analyza genomové diverzity izolatd rodu Bifidobacterium ziskanych z rtznych frakei
vepiového slepého stfeva identifikovala dva nové druhy (Bifidobacterium aerophilum
a Bifidobacterium psychroaerophilum) (Simpson et al. 2003). Mnoho druhii bifidobakterii bylo
detekovano v odpadnich vodach v dusledku fekalni kontaminace, zatimco Bifidobacterium
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subtile a Bifidobacterium minimum byly izolovany pouze z odpadnich vod (Lievin et al. 2000;
Ventura et al. 2004).

Zastupci tohoto rodu predstavuji vyznamnou ¢ast stfevni mikrobioty u dospélych
jedinc. U kojenct jsou diky mlécné stravé pievazujicim rodem. Druhové zastoupeni
a mnozstvi stievnich bifidobakterii se s vékem jedince méni (Arboleya et al. 2016). Tissier
pozoroval, ze u kojenctli s gastrointestinalnimi poruchami se ve stolici vyskytuje nizky pocet
bakterii charakteristickych neobvyklou morfologii do tvaru Y. Navrhl tedy, podavat tyto
bakterie pacientiim s prijmy pro obnovu zdravé stfevni mikrobioty (Biavati et al. 2018). Tento
¢in byl prvnim krokem k soucasnému pojeti bifidobakterii jakozto zdravi podporujicich
(probiotikum, imunomodulace, ochrana pied patogeny) bakterii vyskytujicich se ve stifevnim
mikrobiomu (Savignac et al. 2015).

3.4 Moznosti identifikace a charakterizace
3.4.1 Rodova a druhova PCR pro bifidobakterie

Polymerazova fetézova reakce je velmi rozSifenou molekularni metodou. Jedna
se 0 enzymatické zmozeni (amplifikaci) specifické sekvence DNA nebo komplementarni DNA
sekvence zprostfedkované primerem (Farrell 2005). Vyuziti PCR v in vitro podminkach
umoziiuje prakticky neomezeny poéet zmnozeni — vice nez 10° kopii po tficeti cyklech DNA
syntézy (Hirsch, Mauchline, & Clark, 2010). Oblast DNA, ktera ma byt amplifikovana je ur¢ena
sekvenci bazi dvojice oligonukleotidovych primeri, které jsou komplementarni k vazebnym
mistim umisténych na obou strandch cilové sekvence. Vybérem typu primeru je mozné
detekovat bud’ funk¢ni geny nebo sekvence specifické pro uréitou skupinu bakterii (Salmonova
& BunesSova 2017). Tato metoda ma méné piisné pozadavky na vstupni hmotnost a ¢istotu RNA
ve srovnani s tradicnimi klonovacimi metodami. To je ¢astecné z toho ditvodu, Ze PCR primery
,ohrani¢uji“ oblast, ktera bude zmnozena, diky ¢emuz je PCR tolerantnéjsi vuci ¢astecné
degradované RNA nez tradi¢ni syntéza komplementarni DNA (Farrell 2005).

V niZze uvedené tabulce €. 3 lze nalézt priklady nékterych specifickych primert

pro vybrané druhy bifidobakterii pouZivanych v probiotickych dopliicich stravy.
Tabulka 3 vybrané typy primerii dle Bunesova 2015

Druhy Primery
— ] Bif162
Bifidobacterium spp. Bif662
_ BiBIF-1
B. bifidum BiBIF-2
BiBRE-1
B. breve BiBRE-2
B. longum subsp. longum BILON-1
. long p. long BiLON-2
] . BiINF-1
B. longum subsp. infantis BilNF-2
— . Bflac2
B. animalis subsp. lactis Bflacs

23



3.4.2 MLST (Multilocus sequence typing)

Multilocus sekvence typing (MLST) miize cilit na vice genomickych lokust a vysledky
Ize snadno archivovat, sdilet a porovnavat mezi laboratofemi. Je povazovana za jednu
Z nejspolehlivéjsich a nejinformativnéjSich metod molekularniho genotypovani, a to 1 ve véku
sekvenovani celého genomu. Pouzitim této metody bylo genotypovano mnoho mikroorganismi
a vzristd zdjem 0 zjisténi rozdild mezi izolaty uvnitf mikrobidlnich populaci, zejména
ve studiich mikrobialni evoluce, patogeneze, ekologie a mikrobioml. Genotypizace MLST
je vykonnym pfistupem k vymezeni druhii a kmenti, ale soucasna metodologie je nakladna,
Casov¢ narocna a pracna (Chen & Perfect 2017). Ventura roku 2006 navrhl multigenni metodu
zalozenou na fragmentech 7 molekularnich markeru (clpC, dnaB, dnaG, dnall, purF, rpoC a xfp
geny), jako alternativu k 16S rRNA genu, aby poskytla rozsahlejsi fylogenetickou analyzu
bifidobakterii (Killer et al. 2018a).

V poslednich letech se rozsifila identifikace a taxonomicka charakterizace bifidobakterii
pomoci sekvenovani dalSich gentl, jako naptiklad gen koédujici CTP (cytidin trifosfat) syntazu
(katalyzujici ATP-zavislou aminaci UTP na CTP bud’ 1-glutaminem nebo amoniakem), ktery
hraje nezastupitelnou roli v syntéze RNA v procesu transkripce. Vyskytuje se u bakterii,
existuje v jediné kopii v genomu, je pfedmétem stabiliza¢niho vybéru, je stabilni s ohledem
na rychlou genetickou modifikaci a zakladé sekvenace tohoto genu Ize sestavit fylogeneticky
strom, ktery co nejvice odrazi vyvoj druhu (Killer et al. 2018Db).

Molekularni genetické techniky jsou kli¢ové jak v ekologickych studiich, tak
pfi klasifikaci, typizaci a fylogenetické analyze prokaryot. Tyto techniky jsou zaméteny hlavné
na porovnani celého genomu a experimenty odvozené z PCR, v¢etn¢ amplifikace 16S rRNA
a dalsich riznych geni pouzivanych v taxonomii, jakoz i MLST (multilocus sekvenéni
typizace) a MLSA (multilocus sekvenéni analyza) riznych taxonomickych bakteridlnich
skupin. Gen kodujici threonin-tRNA ligdzu (thrS) je potencialné pouzitelny jako identifikacni
a fylogeneticky marker u bakterii. Threonin-tRNA syntdza (ligdza) katalyzuje piipojeni
threoninu k Thr-tRNA. L-threonin je aktivovan ATP za vzniku Thr-AMP a piesunut
do akceptoru Thr-tRNA. Tento enzym ma nezastupitelnou roli v translacnim procesu a tim
i v syntéze proteini (Killer et al. 2018b). V soucasné dobé nabizi metoda stanoveni ANI
(pramérnd nukleotidova identita) a fylogenetické analyzy zalozené na COG (klastry
ortologickych skupin proteinil) pomoci uplné genomické charakterizace nejvhodnéjsi néstroje
pro klasifikaci a fylogenetickou analyzu bifidobakterii (Killer et al. 2018a).

343 FISH

Mezi mnoha molekularné ekologickymi metodami pro analyzu mikrobioty
je fluorescencni in situ hybridizace (FISH) Siroce pouzivanou metodou pro sledovani
mikroorganismi v komplexnich ekosystémech. (Dinoto et al. 2006). Metodou FISH lze
kvantitativné identifikovat riizné mikroorganismy jedinou hybridizacni reakci za pouziti
riznych kombinaci fluorescencnich barviv s riznymi fluorescen¢nimi spektry (vicebarevna
FISH). Tato technika se kromé& u¢inné detekce vice mikroorganismu jevi jako uzitecna technika
pro vizualizaci bakteridlniho slozeni (Takada, Matsumoto, & Nomoto 2004). Dostupna
je i sonda pro rod Bifidobacterium (Bunesova et al. 2015).
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3.4.4 Kultivaéni metody a selektivni média

Kultiva¢ni metody jsou vyuzivany pro detekci mikroorganismt jiz vice nez 100 let. Jsou
zalozeny na principu o¢kovani a inkubace na péstebném médiu, jehoz slozeni zavisi na cili
ziskanych z piirody se vyuzivani volitelna péstebni média s bohatymi zdroji zivin (Mandal et
al. 2011). Naopak pro izolaci ur¢ité skupiny mikroorganismi jsou vyZzadovana média skladajici
se ze specifického slozeni zivin, zdroji energie a selektivnich antimikrobialnich latek (Vlkova
et al. 2015). Vyhodou kultiva¢nich metod je jejich citlivost, finanéni nenaro¢nost, amplifikace
mikrobialniho materialu a zjisténi jak kvalitativnich, tak i kvantitativnich informaci ze vzorku.
Nicméne¢ jsou zde i limitujici vlastnosti, a to sice nemoznost detekovat jesté nenarostlé bakterie,
bakterie netvorici kolonie nebo uvolnéné bakterie ze vzorku. Dale pak selektivita péstebného
média, rizna rychlost ristu bakterii a s tim spojend ¢asova naro¢nost metody (Salmonova &
Bunesova 2017).

Pro selektivni kultivaci ¢lenti rodu Bifidobacterium bylo navrzeno nékolik pevnych
médii. Antibiotika nebo kyselé piisady jsou vhodnou volbou pii udélovani selektivnich
vlastnosti médiu. Jen malo z téchto médii je zcela selektivnich pro bifidobakterie. Selektivnim
médiem jsou Beerenstiv agar ¢i Rogosa SL agar (Seng et al. 2009). Dalsim piikladem
je mupirocinové médium, které je selektivni a vSechny izolaty na ném testované byly
identifikovany jako bifidobakterie. Mupirocinové antibiotikum potlacuje rust laktobacild,
laktokokt,, leukonostoki a streptokokii, ovSem bez jakéhokoliv inhibiéniho u¢inku
na bifidobakterie (Bunesova et al. 2015). Avsak u komplexnich vzorkd obsahujicich
rozmanit&j$i mikrobiotu je selektivita mupirocinového média omezena. Rezistence
na mupirocin byla prokazana mnoha anaerobnimi bakteriemi, zejména klostridiemi (Vlkova et
al. 2015).

3.4.5 Biochemické a chemotaxonomické metody

3.4.5.1 Detekce enzymu F6PPK

Bifidobakterie fermentuji hex6zy pomoci fruktosy-6-fosfat fosfoketolasy (FO6PPK).
Fruktosa-6-fosfat fosfoketolaza katalyzuje S$tépeni fruktosy-6-fosfatu na erytrozu-4-fosfat
a acetyl-fosfat. Acetyl-fosfat nasledné reaguje s FeCls za vzniku fialového zbarveni, ¢imz
je mozné bifidobakterie mikroskopicky odlisit od podobnych druhti (Tannock 1999).

3.4.5.2 Vyuziti urcitého substriatu jako jediného zdroje uhliku v ramci stanoveni
fermentac¢niho profilu

Principem této techniky je schopnost bakterii vyuzivat riznych substratli za riznych
podminek. Mikroorganismy se kultivuji v mikrotitranich destickach obsahujici rizné zdroje
uhliku spolu s indikatorem v jamkach. V piipadé, Ze je substrat metabolizovan, je degradace
doprovazena zménou barvy. Metody se vyuziva pro charakterizaci — detekci metabolickych
drah a enzymd, ¢i identifikaci kmene €isté kultury (Salmonovéa & BuneSova 2017).

25



Watson a kolektiv (2013) prokazali, ze galaktooligosacharidy a laktuléza podporuji

nejptiznivej$i rustové charakteristiky u bifidobakterii, zatimco u inulinu, maltodextrinu
a polydextrozy byl pozorovan relativné slaby rust.

3.4.5.3 Analyza mastnych Kkyselin

Mastné kyseliny, jakozto nedilnd slozka membranovych struktur, jsou nezbytnou
soucasti vSech zivych bun€k. Diky své vysoké biodiverzité se vyuzivaji jako biomarkery
pii identifikaci mikroorganismi. Analyza mikrobidlnich mastnych kyselin slouzi jak
k identifikaci, tak i k taxonomické Kklasifikaci ¢istych kultur pii studiu mikroorganismi
ve vzrocich z Zivotniho prostiedi ¢ laboratornich bakteridlnich smési. Siroce vyuZivanou
metodou pro identifikaci bakterii je analyza methylesteri mastnych kyselin. JelikoZ jsou
bunécné lipidy ptitomny v zivotaschopnych i zivotaneschopnych buiikach, neni tato extrakéni
metoda omezena pouze na zivé organismy (Salmonova & BuneSova 2017).

3.4.5.4 Proteinova analyza

Pro identifikaci a studium bakterii se vyuziva i stanoveni obsahu proteinti. Bilkoviny
vyskytujici se v mikroorganismech poskytuji nepiimou genetickou informaci. Typ proteint
pritomnych v bakteridlnich buiikéach je obrovsky a jejich zastoupené mnozstvi se velmi lisi.
Nékteré z nich jsou unikatni pro urcity druh bakterii, mohou tedy slouzit jako biomarkery.
Vhodnymi biomarkery pro chemotaxonomickou charakterizaci bakterii jsou ribozomalni
proteiny, jelikoz se vyskytuji ve vSech buiikach (Teramoto et al. 2007).

3.5 Hmotnostni spektrometrie MALDI TOF MS

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spektrometry = MS) je analytickd metoda, ve které
jsou chemické slouceniny pievedeny ionizaci na molekuly s nabojem (ionty). Vzniklé ionty
nasledné separujeme podle poméru jejich hmoty (m) ku naboji (z). Prestoze byla hmotnostni
spektrometrie objevena jiZ na zaCatku 20. stoleti, moZnosti jejiho vyuziti byly limitovany
znalostmi v oblasti chemie (Singhal et al. 2015).

3.5.1 MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometrie, predevsim pak MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-Flight/hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci
za ucCasti matrice s pruletovym analyzatorem) zacala byt vyuzivana pro identifikaci bakterii
na zac¢atku 80. let minulého stoleti. Hlavnimi divody byla rychlost, pfesnost a efektivnost
nakladi této metody identifikace v porovnani s konvencnimi fenotypovymi technikami nebo
molekularni biologii (Carbonnelle et al. 2011). Dosavadni znalosti a vysledky pokust
provedenych pomoci MALDI-TOF MS dokazuji schopnost rozli§it pomoci této metody
bakterie ¢i jiné mikroorganismy na rodové, druhové a ¢asto i na kmenové tirovni (Huong et al.
2014). Diky své presnosti je metoda Siroce vyuzivana pro monitoring zivotniho prostiedi, ale
také pro rutinni identifikaci a klasifikaci bakterii v potravinarstvi, primyslu, veiejné ochrané
zdravi a pfedevS§im ve zdravotnictvi (Teramoto et al. 2007). Prvni pouziti MALDI-TOF MS
v rutinni klinické mikrobiologii popisuje Seng a kol. roku 2009. Bylo studovano 1660 kment
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(45 rodd, 109 riznych druht s 1 az 347 izolaty na druh). Toto hodnoceni bylo zaméieno
na vykonnost MALDI-TOF MS z hlediska identifikace. Jedna kolonie je pfimo nanesena
na cilovou desticku MALDI-TOF MS a pro kazdy izolat byly vytvoreny 4 vzorky. Identifikace
se povazuje za platnou, pokud dva nebo vice vzorkli poskytuji stejnou identifikaci se skore
piijatelnymi pro ovéieni (Carbonelle 2011). Z 1660 analyzovanych bakterialnich izolata bylo
95,4 % spravn¢ identifikovano hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF MS; Na urovni druhu
bylo identifikovano 84,1 % a na uUrovni rodu 11,3 %. Ve vétSiné ptipadl byla absence
identifikace (2,8 % izolatd) a chybna identifikace (1,7 % izolatl) zpusobena chybgéjicimi
polozkami databaze (Seng et al. 2009).

3.5.2 Princip MALDI-TOF MS

Vzorek pro analyzu pomoci MALDI MS se pfipravi piekrytim vzorku pomoci roztoku
organické latky absorbujici energii, nazyvané matrice. Kdyz matrice krystalizuje pfi suseni,
vzorek zachyceny uvnitf matrice také krystalizuje. Vzorek v matrici je ionizovan
V automatizovaném rezimu laserovym paprskem. Desorpce a ionizace s laserovym paprskem
generuje jednotlivé nabité molekuly z analyti ve vzorku (Singhal et al. 2015). Mezi MALDI
destickou a vstupni §térbinou priletového analyzéatoru dojde k extrakci nabitych molekul podle
zvolené polarity napéti a k jejich analyze v praletovém hmotnostnim analyzatoru. V zavislosti
na dobé¢ letu molekul analyzatorem k detektoru se vypocita pomér m/z (Huong et al. 2014).

Identifikace pomoci MALDI-TOF je zalozena na nasledujicim zjisténi: spektra se mezi
jednotlivymi mikroorganismy 1isi, uréité piky Sloucenin detekovanych ve spektru jsou
specifické pro rod, druh a nékdy i1 pro poddruh. Vybrané piky znaméfeného spektra
analyzovaného vzorku se porovnavaji s databazemi. Pro reprodukovatelnost ziskanych spekter
je dulezita kultivace bakterii za stejnych podminek. Stejny druh mize dat rizna hmotnostni
spektra diky pouziti riznych rstovych podminek nebo rtiznych metod chemické extrakce
(Carbonnelle et al. 2011).

Dobte kontrolované podminky riistu a standardizované postupy piipravy vzorki jsou proto
zasadni pro reprodukovatelnost. Kompozice roztoku pouzitd pro péstovani bakterii muze
modifikovat spektra daného kmene. Napiiklad pouziti kyseliny trifluoroctové nebo kyseliny
mravenci vytvafi rizna spektra s vyznamnymi rozdily v relativnich intenzitach piku. Metody
proteinové extrakce, koncentrace NaCl a kapkovaci metody mohou ovlivnit kvalitu spektra
ovlivityjicich kvalitu spektra. Predpoklada se, Ze matrice ma dv€ hlavni funkce: absorpci
energie z laseru a izolaci biopolymernich molekul od ostatnich (Carbonnelle et al. 2011).
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3.5.4 Dostupna databaze pro identifikaci bifidobakterii — Bruker 2019

Tabulka 4 Seznam doztupnych druhii v databazi Bruker (2019)

o
sl ¥
& > Rod Druh
m
1 436 |Bifidobacterium |adolescentis
2 |437 |Bifidobacterium |angulatum
3 |438 |Bifidobacterium |animalis
4 439 |Bifidobacterium |asteroides
5 |440 |Bifidobacterium |bifidum
6 |441 |Bifidobacterium |boum
7 |442 |Bifidobacterium |breve
8 |443 |Bifidobacterium |catenulatum
9 |444 |Bifidobacterium |choerinum
10 |445 |Bifidobacterium |coryneforme
11 |446 |Bifidobacterium |dentium
12 |447 |Bifidobacterium |gallicum
13 [448 |Bifidobacterium |gallinarum
14 1449 |Bifidobacterium |longum
15 [450 |Bifidobacterium | magnum
16 |451 |Bifidobacterium | merycicum
17 |452 |Bifidobacterium | minimum
18 |453 |Bifidobacterium |pseudocatenulatum
19 |454 |Bifidobacterium |pseudolongum
20 |455 |Bifidobacterium |pullorum
21 | 456 |Bifidobacterium | ruminantium
22 | 457 |Bifidobacterium |saeculare
23 | 458 |Bifidobacterium |scardovii
24 | 459 |Bifidobacterium |thermoacidophilum
25 |460 |Bifidobacterium |thermophilum
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4 Metodika

4.1 Priprava vzorki

Ukolem praktické &asti této bakalaiské prace byla identifikace bifidobakterii pochézejicich
ze zvitecich a lidskych hostiteld, a tim se podilet na verifikaci nové ptfipravené databaze
pracovniky Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky. NiZze je uveden seznam bakterii
(ptiloha 1), o které byla rozSifena zadkladni databaze Bruker (tab. ¢. 4). Ddle bylo cilem
identifikovat u testovanych zvifecich vzorkti druhy typické také pro cloveka,
tzv. multihostitelské druhy.

4.1.1 Puvod vzorku

Pro préci byly vyuzity 2 skupiny vzorkl. Prvni skupina ¢itajici 81 vzorki byla z vykala
primati. Konkrétné pochéazely od druhu lvicek zlaty ze ZOO Olomouc. Jednalo se o samce,
samici a jejich mladé. Druhou skupinu tvofily fekalni vzorky od kojenct a dospélych jedinci.
Tato skupina zahrnuje 63 vzork.

4.1.2 Kultivace

K identifikaci byly pouzity Cerstvé vykultivované vzorky ze zamrazenych kultur sbirky
Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky. Vzorky jsou uchovavany v zasobnich zkumavkach
pii teploté -20°C, kde tvoti 60 % podilu narostlé kultury a 30 % podilu Bifipufr s glycerolem.
Nejprve doslo k rozmraZzeni vzorkl pfi pokojové teplot¢ a nasledné¢ se 0,5 ml kultury
pteockovalo do penicilinovych lahvicek nebo zkumavek s predem ptipravenym WSP médiem
(10 ml, Wilkins-Chalgren broth s pfidavkem sojového peptonu, cysteinu a tweenu).

4.1.3 Priprava média

Modifikovany Wilkins-Chalgren broth je tekuté péstebni médium pro anaerobni bakterie.
Na ptipravu 1 litru média bylo zapotiebi komponent uvedenych nize v tabulce €. 5.

Tabulka 5 Siozeni péstebného média

Komponenty média

1 1 demineralizované vody

21,5 g Wilkins-Chalgren bujon (broth; Oxoid, UK)
2,5 g GMO sojového peptonu (Oxoid, UK)

0,25 g L-cysteinu (Sigma-Aldrich, Germany)

0,5 ml tween (Sigma-Aldrich, Germany)

Jednotlivé komponenty byly navdzeny a postupné pievedeny do 1 litru
demineralizované vody do kénické Erlenmeyerovy baiiky. Po fddném promichéni a rozpusténi
vSech slozek byl vysledny roztok ddn na 10 minut vafit do vodni lazné. Po ptevateni bylo
médium davkovano po 10 ml do penicilinovych lahvicek, které byly nasledné dany do vodni
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lazné¢. Po vyndani zvodni lazn¢ byly vSechny lahvicky probubldny oxidem uhlicitym
a uzavieny pryzovymi zatkami pro dosazeni anaerobniho prostfedi. Na zavér byly lahvicky
utésnény hlinikovymi vi¢ky pro zachovani vhodnych podminek. Lahvicky byly nasledné dany
do autoklavu a vysterilovany.

Obrazek 4 Penicilinové lahvicky

4.1.4 Kontrola ¢istoty kultury

Kontrola ¢istoty kultury probihala pomoci svételného mikroskopu s fdzovym kontrastem.
Pomoci injekéni stiikacky bylo z narostlé kultury odebrano malé mnozstvi vzorku a dano
na podlozni skli¢ko. Kapka vzorku kultury musela byt co nejrychleji piekryta krycim sklickem.
Kontrola byla dtlezita pro vylouéeni piipadné¢ kontaminovanych vzorkd.

4.2 Identifikace vzorka pomoci MALDI-TOF MS

MALDI TOF MS funguje zejména na principu identifikace ribozomalnich spekter a jejich
urcovani dle identifikacniho skére. Pro identifikaci byla pouzita metoda extrakce pomoci

e

Obrdazek 5 MALDI desticka -

Bruker
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mravenci kyseliny a acetonitrilu. Vlastni extrakci ribosomalnich proteint piedchézela fixace
pomoci etanolu. Pfesny postup je uveden nize.

4.2.1 Material

V tabulce ¢. 6 jsou uvedené chemikalie, které byly nutné pro pfipravu vzorkl
k identifikaci. Redestilovana voda byla vyuzita k nafedéni mravenci kyseliny na pozadovanou
70% koncentraci. Trifluoroctova kyselina se vyuziva na ¢isténi MALDI (Bruker) desticky.
Ethanol mé funkci jak pfi pfipravé samotného vzorku, tak i pii CiSténi desticky. Organické
rozpoustédlo se pripravuje z 500 ul 100% Acetonotrilu, 475 ul vody, 25 ul 100% TFA.

Tabulka 6 Seznam pouzitych chemikalii

Chemikalie Koncentrace | Vyrobce
ddH>0

Ethanol 70% PENTA
Acetonitril 99,80% | Sigma-Aldrich
Mravenci kyselina 98% Acros organics
Trifluoroctova kyselina (TFA) 80% Sigma-Aldrich
MATRIX Bruker
Organické rozpoustédlo

4.2.1.1 Postup pripravy vzorku

1. Do oznacenych Eppendorf zkumavek o objemu 1,5 ml byl pfeveden 1 ml
mikroskopicky zkontrolované kultury.

2. Zkumavny byly dany na 3 minuty do centrifugy na maximalni otacky 14 500 otacek
za minutu. Tim bylo dosaZeno usazeni sedimentu na dné zkumavek. Zbyly supernatan
byl odstranén.

3. K sedimentu bylo napipetovano 0,5 ml 70% ethanolu pro fixaci vzorku. Sediment byl
Vv ethanolu diikladné promichan a nasledné zvortexovan. Vznikly roztok byl znovu dén
na 2 minuty do centrifugy.

4. Od znovu vzniklého sedimentu byl odlit a odpipetovan ethanol a vzorek se nechal
10 minut odstat.

5. Pro extrakei proteinll bylo k sedimentu ptidano 20 pul 70% mravenci kyseliny, dikladné
promichéano a zvortexovano.

6. Kroztoku mravenci kyseliny bylo ptidano 20 ul acetonitrilu, nasledné byl vzorek
zvortexan a dan na 2 minuty do centrifugy.

7. Z vysledného roztoku bylo odebrano 1 pl tekuté slozky, ktery byl preveden na specialni
desticku (Bruker) ve dvou provedenich.

8. Po zaschnuti na kazdy vzorek bylo pipetovano 1 pl matrice (Bruker). Vzorky byly
analyzovany.

31



4.2.3

Cisténi MALDI desti¢ky

Rozpoustédla potiebnd k cisténi MALDI desticky jsou uvedena v tabulce ¢. 6. Dale bylo
zapotiebi horké vody, ubrouskt Kimwipe (Kimberly-Clark, USA) a krystaliza¢ni misky.

4.2.3.1 Postup ¢iSténi

1.

MALDI desticka byla umisténa do dostatecné velké krystaliza¢ni misky a cely povrch
byl piekryt 70% ethanolem, ktery se nechal 5 minut plsobit.

Desticka byla intenzivné oplachovdna pod tekouci horkou vodou. Nasledné byla
nékolikrat intenzivné otfena ubrouskem namocenym do 70% ethanolu.

Desticka byla opét oplachovéna pod tekouci horkou vodou a ¢isténa ubrouskem.
Desticka byla piekryta vrstvou 80% TFA a byly dikladné otfeny vSechny pozice
ubrouskem.

Nésledné byla desticka oplachnuta destilovanou vodou a vysuSena ubrouskem. Takto
byla ponechdna 15 minut uschnout pfi laboratorni teplotg.

Byla provedena kontrola Cistoty. Desti¢ka je ptipravena na dalsi pouziti.
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5 Vysledky

Cilem této bakalatské prace bylo verifikovat nové rozsitenou databazi MALDI TOF MS
(Bruker, Némecko). Databaze byla rozsifovana v roce 2019 na katedie Mikrobiologie, vyzivy
a dietetiky ve spolupraci s univertitou BOKU ve Vidni z puvodnich 25 druhti na 75 druht
bifidobakterii. Celkem bylo pfidano 50 bifidobakteridlnich druhi. Pro mtj tkol verifikace
databaze byly vyuzity divoké kmeny ze dvou skupin hostitel, u kterych byla vysoka
pravdépodobnost vyskytu rodu Bifidobacterium. Prvni skupinou byla rodina novosvétskych
primatt lvicka zlatého (samec, samice a jejich mlade) ze ZOO Olomouc. Druhou skupinou pak
byly lidské vzorky, které se dale délily na vzorky od dospélych a od kojencii. Z celkovych 144
vzorkl se podafilo identifikovat 115, tedy 79,8 %. Vzorky byly zpracovavany ve dvou kopiich,
V praci jsou prezentovany vysledky kopie s vyssim vyslednym skore identifikace. V tabulce
¢. 7 je uveden seznam 19 bifidobakterialnich druht které se podafilo u testovanych skupin
identifikovat. V tabulce ¢. 7 jsou oznaceny druhy ptidané a ty, které byly piivodné v databazi
MALDI TOF MS (Bruker). Z ¢ehoz je patrné, ze pokud by databaze nebyla rozsifena, tak by

byl pocet identifikovanych izolati pouze 74 z celkovych 115 identifikovanych vzorki.

Tabulka 7 Pocet identifikovanych druhii

Druh (19) Igzgiﬁl‘iké)lv fél)o Hostitel N:f:gr/zm
Bifidobacterium adolescentisBruker 22 Dospély/Kojenec/Lvicek | 2.390
Bifidobacterium animalisBruker 7 Dospély/Kojenec 2.341
Bifidobacterium avesanii“MVP 5 Lvigek 2.158
Bifidobacterium bifidumBruker 6 Dospély/Kojenec 2.337
Bifidobacterium breveBruker 8 Dospély/Kojenec 2.188
Bifidobacterium callimiconis®“MVD 1 Lvicek 2.037
Bifidobacterium callitrichidarumMVvD 5 Lvicek 2.096
Bifidobacterium callitrichoskMVP 2 Lvicek 1.727
Bifidobacterium catenulatum®Bruker 6 Dospély/Kojenec/Lvicek |  2.253
Bifidobaterium dentium®Bruker 1 Dospély 2.182
Bifidobacterium goeldiikMVP 3 Lvicek 2.102
Bifidobacterium imperatoriskMVD 1 Lvicek 1.942
Bifidobacterium indicumKMVvD 3 Kojenec 2.137
Bifidobacterium longum®ruker 19 Dospély/Kojenec 2.230
Bifidobacterium parmae<MVD 13 Lvicek 2.096
Bifidobacterium pseudocatenulatum®Bruker 6 Dospély/Lvic¢ek 2.276
Bifidobacterium pseudolongumBruker 1 Lvicek 2.096
Bifidobacterium ramosum<MVD 2 Lvicek 1.898
Bifidobacterium saguini<MVP 4 Lvicek 2.125

Bruker — druhy v oficialni databazi MALDI TOF MS (Bruker, Némecko)
KMVD — druhy nov¢ pifidané

Nejcastéji vyskytujicimi se druhy byly B. adolescentis, B. longum, B. parmae, B. animalis
a B. breve. Shodné druhy pro obé skupiny byly druhy B. adolescentis, B. catenulatum
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a B. pseudocatenulatum. Nejvyssi identifikacni skore mél druh B. adolescentis. Druh B. breve
m¢l Casto ve druhém skore identifikace nejbliz§i shodu s B. indicum a naopak, ziejmé jsou
si tyto druhy z pohledu spektra podobné. Stejny jev se projevil i mezi B. catenulatum a B.
pseudocatenulatum (identifika¢ni skore pro vSechny testované kmeny je uvedeno v piiloze €.
2-5). Za detekované multihostitelské druhy muzeme oznadit B. adolescentis a B. catenulatum,
kter¢ byly identifikovany jak u lvickt, tak 1 u dospélych akojenci. Dale pak
B. pseudocatenulatum, ktery se ale vyskytoval pouze u lvi¢ki a dospé€lych.

U lvicka zlatého se nepodarilo identifikovat vSechny vzorky, i piestoze se dle morfologie
a testu na ptitomnost enzymu F6PPK jedna pravdépodobné o zastupce rodu Bifidobacterium
¢i Celedi Bifidobacteriaceae. Vzorky mohly byt $patné piipraveny, kontaminovany, anebo
vzorkll bylo identifikovano 52, coZ tvoii 64 %. Pocet detekovanych druhti poukazuje na vyssi
variabilitu zastupcu rodu Bifidobacterium a celedi Bifidobacteriaceae u lvicka zlatého nez
u lidi. Celkem bylo rozpoznano 13 druhii bifidobakterii, z nichZz byl nejcastéj§im druhem
B. parmae, ktery v druhém skore mozné shody nebyl identifikovan, nebo vykazoval podobnost
s B. stellenboschense. Druhym nejcastéji se vyskytujicim druhem byl B. adolescentis, ktery mél
100% shodu v obou identifikacnich skore. Podrobny piehled o identifikaci a identifika¢nich
skore je v piiloze €. 1-4. Na skore identifikace mélo vliv, zda byl identifikovany druh stavajici,
anebo nov¢ pridany. Pro stavajici druhy je v databazi vice kmeni, coz ma vliv na vyslednou
identifikaci. Tudiz bylo dobré skoére detekovano u druhtt jako je B. adolecentis,
B. pseudolongum, B. catenulatum/B. pseudocatenulatum. Seznam kmend, které se nepodatilo
identifikovat je uveden v piiloze €. 6. V pfiloze jsou uvedeny i kmeny S nejbliz§im moZnym
podobnym spektrem. Identifikaci vSak nelze povaZovat za relevantni, nicméné ve vice jak
poloving testovanych vzorku se jednalo o rod Bifidobacterium.

Tabulka 8 Identifikované druhy u Lvicka zlatého

Lvicek zlaty
Druh (13) Identifikovanych | Nejvyssi | Primérné

vzorku (52) skore skore
Bifidobacterium adolescentis 11 2.332 2.154
Bifidobacterium avesanii 5 2.158 2.095
Bifidobacterium callimiconis 1 2.037 2.037
Bifidobacterium callitrichidarum 5 2.096 1.885
Bifidobacterium callitrichos 2 1.727 1.719
Bifidobacterium catenulatum 1 2.080 2.080
Bifidobacterium goeldii 3 2.102 2.018
Bifidobacterium imperatoris 1 1.942 1.942
Bifidobacterium parmae 13 2.096 1.868
Bifidobacterium pseudocatenulatum 3 2.276 2.126
Bifidobacterium pseudolongum 1 2.096 2.096
Bifidobacterium ramosum 2 1.898 1.884
Bifidobacterium saguini 4 2.125 1.979
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Tabulka 9 Rozmezi pro identifikované skore

Skore Popis Barva
2.300 ... 3.000 Vysoce pravdépodobna identifikace druhu Zelena
2000 ... 2.299 Zarucena identifikace rocijur,ulr)]ruavdepodobna identifikace Zelena
1.700 ... 1.999 Pravdépodobna identifikace rodu Zluta
0.000 ... 1.699 Neni spolehlivé identifikace _

Lidskych vzorka bylo celkem 63, z toho 32 od dospé€lych a 31 od kojenci. Tyto vzorky
se podarily identifikovat vSechny, vykazovaly také vysSsi skore identifikace nez vzorky
od lvickt. Celkem bylo identifikovano 9 druhd. U dospélych byl nejcastéjsim druhem
B. adolescentis jako u Ivicku, ovS§em u kojenct se vyskytoval pouze ojedinéle. U kojenct byl
nejvice zastoupeny druh B. longum, ktery byl identifikovan u poloviny testovanych vzorkd.
Vzorky od dospélych jedinct vykazovaly vyssi druhovou variabilitu, vyskytly se zde i druhy
B. dentium a B. pseudocatenulatum, které ve vzorcich od kojencti nemaji ani jednoho zastupce.
Druhem vyskytujicim se pouze u kojencu byl B. indicum, ktery neni pro lidi typicky, takze 1ze
predpokladat, ze se jedna o B. breve, kdy pouzita metoda nedokazala druhy fadné odlisit

a identifikovat.

Tabulka 10 Identifikované druhy u dospélych jedincii

Lid¢ - dosp¢li

Identifikovanych jvysSi | Primérné

o @ e TR
Bifidobacterium adolescentis 7 2.390 2.226
Bifidobacterium animalis 5 2.341 2.204
Bifidobacterium bifidum 4 2.317 2.260
Bifidobacterium breve 4 2.078 2.029
Bifidobacterium catenulatum 2 2.253 2.243
Bifidobacterium dentium 1 2.182 2.182
Bifidobacterium longum 6 2.205 2.159
Bifidobacterium pseudocatenulatum 3 2.191 2.179

Tabulka 11 Identifikované druhy u kojencii
Lidé - kojenci

Druh (7) Identifikovanych Nej\fyéé,i Prﬁn}émé
vzorki (31) skore skore
Bifidobacterium adolescentis 4 2.299 2.091
Bifidobacterium animalis 2 2.275 2.214
Bifidobacterium bifidum 2 2.337 2.216
Bifidobacterium breve 4 2.188 2.019
Bifidobacterium catenulatum 3 2.167 2.127
Bifidobacterium indicum 3 2.137 2.005
Bifidobacterium longum 13 2.230 2.139
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6 Diskuze

Rod Bifidobacterium patii mezi vyznamné komenzalni bakterie stfevni mikrobioty (Milani
etal. 2014). Jedna se o sacharolytické bakterie, které pro své ptiznivé ucinky na zdravi hostitele
nasly uplatnéni jako probiotika (Bunesova et al. 2015; Picard et al. 2005). Vzhledem
K nardstajicimu poctu a hostitelské variabilité druhti nalezejicich do rodu Bifidobacterium
je tieba pracovat na rychlych a spolehlivych metodach identifikace (Carbonnelle et al. 2011).
Jednou z moznosti identifikace bifidobakterii je metoda MALDI TOF MS.

V pribehu posledniho desetileti se pro rychlou a spolehlivou identifikaci bakterii
a kvasinek stale vice pouzivd hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci
za ucasti matrice s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS) (Honnavar et al. 2018).
Spolehlivost metody identifikace zalozené na MALDI-TOF MS zavisi hlavné na pfesnosti
arobustnosti referen¢nich databazi, které vyzaduji neustalé rozSifovani a zlepSovani.
O rozsiteni databaze Bruker se snazi vice laboratoii. Roku 2006 se Mazzeoetal et al. podafiilo
roz§ifeni o 26 druhli potravinaiskych patogenti. Bohmeetal v roce 2012 rozsitil MALDI-TOF
MS databazi 0 vice nez 70 bakterialnich druhti a zvefejnil je na volné dostupné webové aplikaci
SPECLUST (Rahi, Prakash & Shouche 2016).

Pro identifikaci bifidobakterii pochazejicich ze vzorkl od lvi¢kl zlatych byla pouzita
pravé nove rozsifena databdze. Databaze od Bruker byla rozsifena o 50 bifidobakteridlnich
druhii ke stavajicim 25 druhtim bifidobakterii. Diky tomu se podafilo identifikovat z celkovych
144 vzorki 115, tedy 79,8 %. Diky rozsifeni databaze se podaftilo identifikovat 10 z celkovée 19
identifikovanych druhti. Pokud by databaze nebyla rozsifena, podatilo by se pomoci zakladni
databaze od Bruker identifikovat pouze 47 % z identifikovanych druht.

Lidska stfevni mikrobiota se ucastni celé fady interakci ovliviiujicich zdravi hostitele
po celou dobu jeho zivota. Mikroorganismy kolonizuji novorozenecké stievo ihned
po narozeni. Bifidobakterie jsou pfenaSeny mezi matkou a novorozencem. Konkrétné byly
pozorovany ptenosy druhti B. breve a B. bifidum (Milani et al. 2017). Tyto druhy byly nalezeny
jak ve vzorcich od dospélych lidi, tak 1 u kojenct. Naopak u Ivicki se tyto druhy nevyskytovaly
vibec. Arboleya et al. (2016) uvadi, ze druhy B. longum, B. breve a B. bifidum jsou nejhojnéji
zastoupeny u kojenct. Je tedy zajimavé, Ze vzorky pouzité v této praci tomu neodpovidaji.
B. breve a B. bifidum jsou u kojencti sice zastoupeny, ov§em mén¢ nez u dospélych a druh
B. longum se ve vzorcich kojenci nebyly detekovany vube. Druh bifidobakterii, ktery
je spojovan s mikrobiotou dospélych je B. adolescentis (Milani et al. 2017). Tuto informaci
vysledky potvrzuji. B. adolescentis byl nalezen u dospé€lych jedincd, ale také u lvicka, lze
ho tedy povazovat za multihostitelsky.

Mnoho druhti bifidobakterii neni hostitelsky specificka (typické pouze pro jeden Zivocisny
druh) a mohou se vyskytovat u vice druhové rozdilnych zivocichii véetné ¢lovéka. Tyto druhy
muzeme oznadit pravé za multihostitelské (Bunesova et al. 2014) ¢i kosmopolitni (Killer et al.
2018). Podatilo se identifikovat celkem 3 multihostitelské druhy. Prvnim z nich a také nejvice
zastoupenym druhem u obou sledovanych skupin byl B. adolescentis, jehoZz nejcastéj$im
hostitelem jsou dospéli lidé. Dale se porafilo identifikovat B. catenulatum, ktery byl zastoupen
u lidi a pouze v jednom vzorku u lvicki. Poslednim identifikovanym multihostitelskym druhem
je B. pseudocatenulatum. Tento druh byl pfitomen u lvicka a u dospélych, u kojenct se ovsem
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nepodafil identifikovat. Druhy B. catenulatum a B. pseudocatenulatum jsou si geneticky velmi
blizké a v ptipadé MALDI TOF MS identifikace je obtizné je odlisit.

U lvicka zlatych se nachazelo n¢kolik druht, které ve vzorcich od lidi nalezeny nebyly.
Jednalo se pfevazné o druhy prvné izolované od novosvétskych opic, mezi které se fadi i Ivicek
zlaty, zejména pak od kosmanu a tamarint. Identifikované druhy B. callitrichidarum,
B. callitrichos a B. parmae pochazi od kosmant. Druhy B. callimiconis, B. imperatoris,
B. ramosum, B. avesanii a B. saguini pak pochazi od tamarint (Mattarelli & Biavati 2018).
Vysledek tedy naznacuje, ze dané druhy nejsou striktné pfitomny v druzich opic, ve kterych
byly popsany, ale jsou typické/specifické pro novosvétské primaty. Coz potvrzuje fakt,
ze ze vzorka lvicka zlatého se podafilo identifikovat 13 druht bifidobakterii a stale zde
je n¢kolik izolatd neidentifikovanych s pfedpokladem, Ze se jedna o bakterie rodu
Bifidobacterium.

Neuspésné identifikovanych vzorkl bylo celkem 29. VSechny tyto vzorky pochazely
od lvi¢kt. Je zde moznost, Ze vzorky mohly byt $patné pfipraveny, kontaminovany, nebo
se muze jednat o nové druhy, které do databaze zatim nebyly vlozZeny. V piiloze 6 jsou uvedené
nejbliz§i mozné shody u vzorkl, které nebyly prikazné identifikovany. Pro UspéSnou
identifikaci alesponi na rodové Urovni je nutné minimalni identifikacni skore 1.700 a vyssi.
U vice nez poloviny neidentifikovanych piipadi byl jako nejbliz§i shoda uréen rod
Bifidobacterium. Nejéastéji zastoupenymi druhy byly B. callitrichos a B. parmae. Oba tito
zastupci jsou dle Mattarelli & Biavati (2018) pivodem od kosmana bélovousého a kosmana
zakrslého. Vysledky ovSem s ohledem na velmi nizké identifika¢ni skore nelze povaZovat
za relevantni.

Pro jednoznacnou identifikaci by bylo potifeba vysledky ovéfit i jinou metodou,
napiiklad sekvenovanim 16S rRNA genu, které se u bifidobakterii bézné pouziva (Killer et al.
2018; Lugli et al. 2017). Sekvenovani 16S rRNA nebo celogenomové sekvenovani mize
pomoci k identifikaci kment, které se ani po rozsifeni databaze nepodafilo identifikovat.
Témito metodami by navic bylo mozné potvrdit, zda se skutecné¢ jednd o nové, dosud
neidentifikované druhy bifidobakterii.
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[ Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo verifikovat nové rozsitenou databazi pro MALDI-TOF
MS. Databazi se podaftilo rozsitit o 50 novych druht bifidobakterii. Pro ovéfeni funk¢nosti bylo
pouzito celkem 144 vzorkl od zvitecich i lidskych hostitelt. Celkem se podatilo identifikovat
19 riznych druht bifidobakterii. Diky rozsifeni databaze bylo mozné identifikovat 10 druht
z celkoveé identifikovanych, které by bez rozsiteni nebylo mozné detekovat.

Dalsim cilem bylo identifikovat u vzorkii od zvifecich hostiteld druhy bifidobakterii
typické pro lidi. U vzorki od lvickt zlatych se podafilo nalézt celkem 3 multihostitelské druhy
typické spise pro ¢loveka. Jednalo se 0 B. adolescentis, B. catenulatum a B. pseudocatenulatum.

Oba cile se podafilo splnit. Hypotéza byla potvrzena. Rozsifeni databaze pomiize

v

k rychlejsi a presnéjsi identifikaci vzorkd.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ATP — Adenosin-trifosfat
CCUG - Culture collection of university Gothenburg / Sbirka kultur univerzity Goethenburg

CLA — Conjugated Linolic Acid / Konjugovana kyselina linolova

COG - Klastry ortologickych skupin proteini

CTP — Citidin trifosfat

DSMZ — German Collection of Microorganism / Némecka sbirka mikroorganismt

F6PPK — Fruktosa-6-fosfat fosfoketolaza

FeCls — Chlorid Zelezity

FISH — Fluorescenéni in situ hybridizace

GIT — Gastrointestinalni trakt

HMOs — Human Milk Oligosaccharides / Oligosacharidy matefského mléka

LMG — Belgian co-ordinated collection of microorganism / Belgicka koordinovana sbirka
mikroorganismu

MALDI-TOF MS — Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight / Hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gi¢asti matrice s pruletovym analyzatorem
MLST — Multilocus sekvence typing / Multilokus sekven¢ni analyza

Mup — Mupirocin

NaCl — Chlorid sodny

Norf — Norfloxacin

NRI — Not reliable identification / Neni spolehliva identifikace

PCR — Polymerazova fetézova reakce

PUFA — Poly Unsaturated Fatty Acids / Polynenasycené mastné kyseliny

SCFAs — Short chain fatty acids / Mastné kyseliny s kratkym fetézcem
TFA — Trifluoroctova kyselina
UTP — Uridin trifosfat
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10 Samostatné prilohy

10.1 Priloha 1 — RozSireni databaze

é 8 ROD DRUH PODDRUH PRIJATO ZDROJ
0 i oD
1 |BIF1 |Bifidobacterium |actinocoloniforme DSMZ 22766 |Travici trakt ¢melaka (Bombus lucorum)
2 |BIF5 |Bifidobacterium |aesculapii DSMZ 26737 | Vykaly kosmana (Callithrix jacchus)
3 |BIF 11 |Bifidobacterium |apri DSMZ100238 | Obsah stiev divokého prasete (Sus scrofa scrofa)
4 |BIF 13 |Bifidobacterium |avesanii DSMZ100685 | Vykaly tamarina pin¢iho (Saguinus oedipus L.)
5 |BIF 14 |Bifidobacterium |biavatii DSMZ 23969 | Vykaly tamarina zlutorukého
6 |BIF 21 |Bifidobacterium |bohemicum DSMZ 22767 | Travici trakt ¢melaka (Bombus lucorum)
7 | BIF 22 |Bifidobacterium |bombi DSMZ 19703 | Obsah traviciho traktu ¢melaka (Bombus lucorum)
8 |BIF 25 |Bifidobacterium | callitrichos DSMZ 23973 | Vykaly kosmana
9 |BIF 26 |Bifidobacterium |canis DSMZ105923 | Vykaly némeckého ovéaka
10 |BIF 30 |Bifidobacterium |crudilactis LMG 23609 |Syrové kravské mléko
11 |BIF 31 |Bifidobacterium |cuniculi DSMZ 20435 |Kralici vykaly
Cerstvé vykaly &ernych lemurt (Makak Eulemur)
12 | BIF 33 | Bifidobacterium |eulemuris DSMZ100216 | umisténych v polopfirodnich podminkach
13 |BIF 36 |Bifidobacterium |hapali DSMZ100202 | Vykaly mladéte kosmana (Callithrix jacchus L.)
14 | BIF 38 |Bifidobacterium |indicum DSMZ 20214 | Trévici trakt v€ely medonosné
15 | BIF 39 |Bifidobacterium |catenulatum kashiwanohense | DSMZ 21854 | Vykaly zdravého batolete (muz; 1.5 roku)
16 |BIF 40 |Bifidobacterium |lemurum DSMZ 28807 | Vykaly 5 let starého lemura kata (Lemur catta)
Kumys, mongolsky tradiéni néapoj vyrobeny z
17 |BIF 52 |Bifidobacterium | mongoliense DSMZ 21395 | fermentovaného kobyliho mléka
Vykaly divoké zapadni nizinné gorily (Gorilla gorilla
18 | BIF 53 | Bifidobacterium | moukalabense DSMZ 27321 |gorilla)




19 |BIF 54 |Bifidobacterium | myosotis DSMZ100196 | Vykaly mladéte kosmana (Callithrix jacchus L.)
20 | BIF 56 |Bifidobacterium |globosum DSMZ 20092 |Bachor

21 | BIF 57 |Bifidobacterium |pseudolongum DSMZ 20099 | Vykaly prasete

22 |BIF 58 | Bifidobacterium |psychraerophilum DSMZ 22366 | Prasseci slepé stievo

23 | BIF 60 |Bifidobacterium |ramosum DSMZ100688 | Vykaly tamarina pinciho (Saguinus oedipus L.)
24 | BIF 61 |Bifidobacterium |reuteri DSMZ 23975 | Vykaly kosmanti

25 | BIF 64 |Bifidobacterium |saguini DSMZ 23967 | Vykaly tamarina Zlutorukého

26 | BIF 66 |Bifidobacterium |stellenboschense DSMZ 23968 | Vykaly tamarina Zlutorukého

27 |BIF 67 |Bifidobacterium |adolescentis DSMZ 24849 | Stolice zdravého muze, 27 let

28 | BIF 68 | Bifidobacterium |subtile DSMZ 20096 | Kanalizace

29 | BIF 69 |Bifidobacterium |porcinum DSMZ 17755 | Vykaly selat

30 |BIF 70 | Bifidobacterium |thermacidophilum DSMZ 15837 | Odpadni voda z farmy fazoli

31 | BIF 73 |Bifidobacterium |tissieri DSMZ100201 | Vykaly mladéte kosmana (Callithrix jacchus L.)
32 |BIF 74 |Bifidobacterium |tsurumiense DSMZ 17777 |Kftecek, zubni plak

33 | BIF 47 |Bifidobacterium |longum suillum DSMZ 28597 | Vykaly selat

34 |BIF 75 |Bifidobacterium |aemilianum LMG 30143 | Tesaiska véela (Xylocopa violacea)

35 |BIF 77 | Bifidobacterium |anseris LMG 30189 | Vykaly husy doméci

36 | BIF 83 |Bifidobacterium |aquikefiri LMG 28769 | Vodni kefir

37 | BIF 91 |Bifidobacterium |callitrichidarum DSMZ103152 | Vykaly tamarina vousatého

38 |BIF 90 |Bifidobacterium |catulorum DSMZ103154 | Vykaly kosmana (Callithrix jacchus)

39 |BIF 78 |Bifidobacterium | criceti LMG 30188 | Kieéek polni

40 |BIF 79 |Bifidobacterium |imperatoris LMG 30297 | Tamarin vousaty

41 |BIF 80 |Bifidobacterium |italicum LMG 30187 | Vykaly tamarina vousatého

42 |BIF 81 |Bifidobacterium | margollesii LMG 30296 | Kosman zakrsly

43 | BIF 82 |Bifidobacterium |parmae LMG 30295 | Kosman zakrsly

44 | BIF 84 |Bifidobacterium |vansinderenii LMG 30126 | Tamarin vousaty (Saguinus imperator)

45 | BIF 76 |Bifidobacterium |xylocopae LMG 30142 | Tesaiska v¢ela (Xylocopa violacea)

46 | BIF 85 |Bifidobacterium | castoris LMG 30937 | Bobr (Castor fiber)

47 | BIF 86 |Bifidobacterium |callimiconis LMG 30938 | Tamarin skakavy (Callimico goeldii)




48 | BIF 87 |Bifidobacterium |goeldii LMG 30939 | Tamarin skakavy (Callimico goeldii)
49 | BIF 88 |Bifidobacterium |samirii LMG 30940 | Kotul amazonsky (Saimiri boliviensis peruviensis)
50 | BIF 89 | Bifidobacterium |dolichotidis LMG 30941 | Mara stepni (Dolichotis patagonum)

DSMZ — German Collection of Microorganism / Némecka sbirka mikroorganismt

LMG — Belgian co-ordinated collection of microorganism / Belgicka koordinovana sbirka mikroorganismui

10.2 Priloha 2 - Identifikace a identifika¢ni skore pro Lvicka zlatého

Cislo
vzorku | Medium |ldentifikace MALDI TOF MS Skore Identifikace MALDI TOF MS 2 Skore 2
61L-8B Mup Bifidobacterium adolescentis 2.187 Bifidobacterium adolescentis 2.162
61N-7B Mup Bifidobacterium adolescentis 1.968 Bifidobacterium adolescentis 1.886
610-8A Mup Bifidobacterium adolescentis 2.196 Bifidobacterium adolescentis 2.108
62-7B Mup Bifidobacterium adolescentis 2.090 Bifidobacterium adolescentis 2.064
62-7D Mup Bifidobacterium adolescentis 2.234 Bifidobacterium adolescentis 2.209
61H-6A Mup Bifidobacterium adolescentis 2.061 Bifidobacterium adolescentis 2.060
61M-7A | Mup Bifidobacterium adolescentis 2.163 Bifidobacterium adolescentis 2.043
61IN-6A | Mup Bifidobacterium adolescentis 2.164 Bifidobacterium adolescentis 2.162
61F/6NA | Norf Bifidobacterium adolescentis 2.284 Bifidobacterium adolescentis 2.241
61A/9A Mup Bifidobacterium adolescentis 2.332 Bifidobacterium adolescentis 2.268
61A/8D Mup Bifidobacterium adolescentis 2.014 Bifidobacterium adolescentis 1.996
61G-7B Norf Bifidobacterium avesanii 2.064 NRI
61J-7B Mup Bifidobacterium avesanii 2.158 NRI
61K-8A Norf Bifidobacterium avesanii 2.151 NRI
61M-7A | Norf Bifidobacterium avesanii 2.055 NRI
61N-5A Norf Bifidobacterium avesanii 2.051 NRI
61J-8B Mup Bifidobacterium callimiconis 2.037 Bifidobacterium vasiderenii 1.783




1/6NF Norf Bifidobacterium callitrichidarum 1.804 NRI
3/6NA Norf Bifidobacterium callitrichidarum 1.779 NRI
61J-7B Mup Bifidobacterium callitrichidarum 1.833 NRI
61B/ONB| Norf Bifidobacterium callitrichidarum 2.096 NRI
61D/7NB| Norf Bifidobacterium callitrichidarum 1.916 NRI
3/TNA Norf Bifidobacterium callitrichos 1.727 NRI
61K-8B Norf Bifidobacterium callitrichos 1.712 NRI
62-7A Mup Bifidobacterium catenulatum 2.080 | Bifidobacterium pseudocatenulatum
61G-8D Mup Bifidobacterium goeldii 2.003 NRI
61G-8A Mup Bifidobacterium goeldii 2.102 NRI
61G-8C Mup Bifidobacterium goeldii 1.950 Bifidobacterium callitrichidarum
61K-7 Norf Bifidobacterium imperatoris 1.942 Bifidobacterium saguini
1/8D Mup Bifidobacterium parmae 1.864 Bifidobacterium stellenboschense
1/7B Mup Bifidobacterium parmae 1.767 NRI
1/7C Mup Bifidobacterium parmae 1.862 NRI
2[7TA Mup Bifidobacterium parmae 1.824 NRI
3I7A Mup Bifidobacterium parmae 1.862 NRI
3/7C Mup Bifidobacterium parmae 1.945 Bifidobacterium stellenboschense
610-7B Mup Bifidobacterium parmae 1.777 NRI
61G-8B Mup Bifidobacterium parmae 1.837 NRI
61L-9 Mup Bifidobacterium parmae 2.080 Bifidobacterium stellenboschense
61L-8A Mup Bifidobacterium parmae 2.096 Bifidobacterium stellenboschense
61C/6NA| Norf Bifidobacterium parmae 1.830 Bifidobacterium stellenboschense
61F/7A Mup Bifidobacterium parmae 1.753 NRI
61E/6ND | Norf Bifidobacterium parmae 1.790 NRI
611-7C Mup Bifidobacterium pseudocatenulatum | 2.144 Bifidobacterium catenulatum
61D/7TA | Mup | Bifidobacterium pseudocatenulatum | 2.276 Bifidobacterium catenulatum




61A/8A Mup Bifidobacterium pseudocatenulatum | 1.958 Bifidobacterium catenulatum 1.834
611-8A Mup Bifidobacterium pseudolongum 2.096 Bifidobacterium globosum 1.984
61L-8 Mup Bifidobacterium ramosum 1.898 NRI
61-6A Mup Bifidobacterium ramosum 1.870 NRI
61J-7A Mup Bifidobacterium saguini 1.959 Bifidobacterium imperatoris 1.929
61J-6C Norf Bifidobacterium saguini 1.912 Bifidobacterium imperatoris 1.768
61K-6A | Norf Bifidobacterium saguini 1.920 Bifidobacterium imperatoris 1.916
61M-9A | Mup Bifidobacterium saguini 2.125 Bifidobacterium imperatoris 2.122

Mup — Mupirocin (antibiotikum)
Norf — Norfloxacin (antibiotikum)

10.3 Priloha 3 — Identifikace a identifika¢ni skore pro dospélé

MALDI Cislo
¢islo Pozice | vzorku |ldentifikace MALDI TOF MS Skoére 1 | Identifikace MALDI TOF MS 2 Skore 2
30 L5 JEG Bifidobacterium adolescentis 2.300 Bifidobacterium adolescentis 2.252
9 J11 | EvaVvl Bifidobacterium adolescentis 2.390 Bifidobacterium adolescentis 2.323
2 121 IvaT Bifidobacterium adolescentis 2.211 Bifidobacterium adolescentis 2.170
39 N22 | JK10 Bifidobacterium adolescentis 2.158 Bifidobacterium adolescentis 2.153
36 N16 | JK17 Bifidobacterium adolescentis 2.239 Bifidobacterium adolescentis 2.185
56 P7 BL11 Bifidobacterium adolescentis 2.178 Bifidobacterium adolescentis 2.144
038 M10 |[PEGO038 Bifidobacterium adolescentis 2.107 Bifidobacterium adolescentis 2.080
005 M1 |PEGO005 Bifidobacterium animalis 1.876 NRI -I
042 M12 |PEG042 Bifidobacterium animalis 2.240 Bifidobacterium animalis 1.983
043 M13 |PEG043 Bifidobacterium animalis 2.247 Bifidobacterium animalis 1.963
052 M16 |PEGO052 Bifidobacterium animalis 2.316 Bifidobacterium animalis 2.084
084 N8 |PEG084 Bifidobacterium animalis 2.341 Bifidobacterium animalis 2.097
10 J13 | EvaVv2 Bifidobacterium bifidum 2.317 Bifidobacterium bifidum 2.294

\



29 L4 Das Bifidobacterium bifidum 2.174 Bifidobacterium bifidum 2.159
40 N23 | JK15 Bifidobacterium bifidum 2.247 Bifidobacterium bifidum 2.153
55 P6 BL10 Bifidobacterium bifidum 2.305 Bifidobacterium bifidum 2.251
010 M4 | PEGO010 Bifidobacterium breve 1.992 Bifidobacterium breve 1.892
064 M22 |PEG064 Bifidobacterium breve 1.987 Bifidobacterium breve 1.976
071 M24 |PEGO71 Bifidobacterium breve 2.078 Bifidobacterium breve 1.932
074 N2 |PEGO074 Bifidobacterium breve 2.062 Bifidobacterium breve 1.977
51 021 BL1 Bifidobacterium catenulatum 2.234 Bifidobacterium catenulatum 2.180
53 P2 BL5 Bifidobacterium catenulatum 2.253 Bifidobacterium catenulatum 2.201
020 M5 | PEG020 Bifidobacterium dentium 2.182 Bifidobacterium dentium 2.054
26 K22 | Vorl Bifidobacterium longum 2.140 Bifidobacterium longum 1.955

1 119 Ra9%4 Bifidobacterium longum 2.092 Bifidobacterium longum 2.069
057 M17 |PEGO057 Bifidobacterium longum 2.205 Bifidobacterium longum 2.126
059 M19 |PEGO059 Bifidobacterium longum 2.154 Bifidobacterium longum 2.146
080 N5 [PEGO080 Bifidobacterium longum 2.193 Bifidobacterium longum 2.159
104 N9 |[(PEG104 Bifidobacterium longum 2.172 Bifidobacterium longum 2.040
23 K16 Ren Bifidobacterium pseudocatenulatum [ 2.185 | Bifidobacterium pseudocatenulatum | 2.178
32 L10 Lur Bifidobacterium pseudocatenulatum [ 2.162 | Bifidobacterium pseudocatenulatum | 2.156
52 023 BL2 | Bifidobacterium pseudocatenulatum | 2.191 Bifidobacterium catenulatum 2.149

10.4 Priloha 4 — Identifikace a identifika¢ni skore pro kojence
MALDI Cislo

Cislo Pozice | vzorku |ldentifikace MALDI TOF MS |Skoére 1 | Identifikace MALDI TOF MS 2 Skore 2

36 N16 P5 Bifidobacterium adolescentis | 2.249 Bifidobacterium adolescentis 2.220

34 N12 H1 Bifidobacterium adolescentis | 2.299 Bifidobacterium adolescentis 2.188

35 N14 EC1 | Bifidobacterium adolescentis | 2.072 Bifidobacterium adolescentis 1.998

38 N20 JK6 Bifidobacterium adolescentis | 1.746 Bifidobacterium adolescentis 1.724

VI




25 K19 JB1 Bifidobacterium animalis Bifidobacterium animalis
22 K13 JOV1 Bifidobacterium animalis Bifidobacterium animalis
33 L12 Ja8 Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum

6 L13 MG4 Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium bifidum
13 J19 MK1 Bifidobacterium breve Bifidobacterium breve

42 04 TAl Bifidobacterium breve Bifidobacterium breve

43 05 TA5S Bifidobacterium breve Bifidobacterium breve

50 019 TAll Bifidobacterium breve Bifidobacterium indicum
12 J17 Al Bifidobacterium catenulatum Bifidobacterium catenulatum
46 012 MAS3 | Bifidobacterium catenulatum Bifidobacterium pseudocatenulatum
48 016 MAG6 | Bifidobacterium catenulatum Bifidobacterium pseudocatenulatum
14 J22 Klara Bifidobacterium indicum Bifidobacterium indicum
37 N17 OoL12 Bifidobacterium indicum Bifidobacterium breve

57 P9 oL2 Bifidobacterium indicum Bifidobacterium breve

11 J16 | F9 (Fa) Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum
20 K9 Jal Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum
16 K1 S10 Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum

8 J10 Tomas Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum

3 123 JV6 Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum
17 K4 DS2 Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum
19 K7 MV4 Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum
27 K24 KR1 Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum

7 J7 SP1 Bifidobacterium longum Bifidoobacterium longum
4 J1 DK2 Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum
15 J23 TD1 Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum
44 08 TA2 Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum
49 017 TA10 Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum




10.5 Priloha 5 — neidentifikované vzorky

_ Cislo _ Identifikace ’
Pozice vzorku Medium| MALDI TOF | Skore o ’ Skore
MS Nejblizs§i mozny kmen z MALDI DATABAZE
D18 2[TNA Norf NRI Rhizobium radiobacter
D21 | L7NC | Norf NRI | Rhizobium radiobacter
D23 1/7ND Norf NRI Mallasezia furfur
E4 1/6NB Norf NRI Bifidobacterium callitrichos
E8 1/8B Mup NRI \ Bifidobacterium stellenboschense
E13 | 3/7NA | Norf NRI | Bifidobacterium callitrichos
E16 3/7TNB Norf NRI Bifidobacterium callitrichos
E20 3/6NC Norf NRI Bifidobacterium callitrichos
E22 | 2/7C | Mup NRI | Rhizobium radiobacter
E23 2/6B Mup NRI \ Bifidobacterium callitrichidarium
F2 2/6NB Norf NRI \ Rhizobium radiobacter
F3 | 3/8NA | Norf NRI | Rhizobium radiobacter
F7 388 | Mup NRI | Bifidobacterium imperatoris
F9 2/18A Mup NRI \ Bifidobacterium parmae
cs | 610-7A | Mup NRI | Sphingomonas sp.
D2 61K-9A | Mup NRI Bifidobacterium adolescentis
D3 | 61M-8B | Mup NRI | Staphylococcus felis
G2 | 61G-9A | Mup NRI | Clostridium septicum
G4 61H-7C | Mup NRI \ Streptomyces griseus
G24 | 61K-6B | Norf NRI \ Bifidobacterium callirichos
H2 | 61L-6A | Norf NRI | Bifidobacterium callitrichos
H11 | 61M-7B | Mup NRI Rhizobium radiobacter

VI



\ Bifidobacterium callitrichos

Propionibacterium australiense

H19 61P-5A Norf NRI

115 | 61D/6A | Mup NRI | Bifidobacterium parmae
118 |61B/BNB| Norf NRI | Neisseria meningitidis

119 | 61D/NB | Norf NRI | Rhizobium radiobacter
122 |61C/7TNA| Norf NRI | Bifidobacterium parmae
J1 61B/9A | Mup NRI Sphingomonas sp.

J7 | 61C/8B | Mup NRI

J9 61C/7TNC| Norf NRI | Bifidobacterium catulorum
J13  |61A/7TNA| Norf NRI Bifidobacterium parmae

10.6 Priloha 6 — Rozmezi pro identifikované skore

Skore Popis Barva
2.300 ... 3.000 Vysoce pravdépodobna identifikace druhu Zelena
2000 ... 2.999 Zarucena identifikace roddur,u[r)]ruavdépodobné identifikace Zelena
1.700 ... 1.999 Pravdépodobna identifikace rodu Zluta
0.000 ... 1.699 Neni spolehliva identifikace (NRI) | Cervens |




