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Bifidobakterie traviciho traktu exotickych zvirat

Souhrn

Literarni reSerSe bakalaiské prace se zabyva osidlenim gastrointestindlniho traktu
bifidobakteriemi u exotickych druhti zvifat a hmyzu. Byl popsan vyskyt bifidobakterii, stfevni
mikrobiota a jeji funkce. Déle se zabyva odlisnostmi mikrobioty traviciho traktu bylozravci,
v§ezravel, nasleduje charakteristika rodu Bifidobacterium a popis pozitivnich G¢inka tohoto
rodu na zdravi jedince.

Cilem praktické ¢asti bylo kultiva¢ni stanoveni a rodova identifikace probiotickych
bakterii ve vzorcich vykali 4 druhti zvitat, konkrétné¢ fretky domaci, nosala cerveného,
morcete domaciho a lisky polarni. Z odebranych vzorkd byly ziskany izolaty, u kterych byla
provedena mikroskopicka kontrola a test na aktivitu enzymu fruktoso-6-fosfat fosfoketolasa,
ktery je specificky pro bifidobakterie, ¢imz byla provedena rodova identifikace.

Vysledkem prace bylo zjisténi, Ze bifidobakterie se nachazely pouze ve vzorcich dvou
analyzovanych zvitat, a to od vSezravého nosala ¢erveného a bylozravého morcete domaciho.
Pocty bifidobakterii u téchto dvou jedinct se pohybovaly v rozmezi hodnot od 7,43 do 8,07
log KTJ/g, U masozravych jedinctd, fretky domaci a lisky polarni, nebyly bifidobakterie
zaznamenany. Laktobacily byly detekovany u vSech zvifat a jejich po¢ty byly velmi variabilni
(od 3,46 do 8,08 log KTJ/g). Nizké pocty bifidobakterii, nebo jejich absence, je typicka pro
masozravce, jejich vyssi zastoupeni lze oCekavat u mlad’at, kterd jsou krmena matefskym

mlékem.

Kli¢ova slova: stfevni mikrobiota, bifidobakterie, vyZziva, savci, hmyz



Bifidobacteria of intestinal tract of exotic animals

Summary

The main topic of literature review of my bachelor thesis was description of occurence
of bifidobacteria in the gastrointestinal tract of exotic animals and insect. First part contains a
description of an occurence of bifidobacteria, the intestinal microbiota and its functions. Next
part is dedicated to differences of intestinal tract of herbivores, omnivores and is followed by
characteristics of genus Bifidobacterium and a description of positive effects of bifidobacteria
on animal health.

The goal of the practical part was the determination and genus-level identification of
probiotic bacteria in feces samples of 4 animal species, domestic ferret, south american coati,
guinea pig and arctic fox. After the bacteria cultivation on selective agars, isolates were
collected and identified by microscopy and detection of the enzyme fructose-6-phosphate
phosphoketolase, which is specific for bifidobacteria.

Bifidobacteria were found just in two samples from analyzed animals, from
omnivorous south american coati and herbivorous guinea pig. The numbers of bifidobacteria
in this two animals varied from 7,43 to 8,07 log CFU/g. In samples of carnivorous animals,
domestic ferret and arctic fox, the bifidobacteria were not found. Lactobacilli were found in
all samples of animals and their count varied from 3,46 to 8,08 log CFU/g. Low numbers of
bifidobacteria, or their absence, is typical for carnivorous animals. Higher counts could be

expected in samples of animals, which are fed with breastmilk.

Keywords: intestinal microbiota, bifidobacteria, nutrition, mammalians, insect
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1 Uvod

Osidleni traviciho traktu zvifat a lidi je rozdilné. Odhaduje se, ze sav¢i mikrobiota
gastrointestinalniho traktu je slozena z 500 az 1000 bakterialnich druht, a pravé bakterie jsou

nejpocetnéjsi skupinou.

Bifidobakterie jsou soucasti pfirozeného osidleni traviciho traktu. Nalézaji se napti¢
travicim soustavou a jejich Cetnost je rozdilna v riznych ¢astech zazivaciho Ustroji. Obecné
lze tici, Ze kaudalnim smérem se mnozstvi bakterii zvySuje. Vyskyt bifidobakterii je zddouci
ve vysokém poctu, ponévadz maji hlavné pozitivni vliv na zdravi hostitele. Struktura
mikrobioty se béhem zivota méni. Nejpocetnéjsi vyskyt bifidobakterii je u mlad’at savci po
porodu v obdobi mlé¢né vyzivy. Pocet bifidobakterii s nariistajicim vékem klesa. Nejen vek,
ale 1 strava hostitele ovliviiuje bakteridlni rozmanitost. Bakterialni diverzita traviciho traktu se
zvysuje od masozravcil pies vSezravce az po bylozravce. U bylozraveu je stfevni mikrobiota
nejrozmanitéj$i. DalsSim faktorem ovliviiujicim sloZzeni mikrobioty jedince je prostredi, ve

kterém se zvitata nachazeji. Rozdilné slozeni mikrobioty méa jedinec zijici v pfirozeném mist¢

vyskytu, a jedinec, Zijici napiiklad v zoologické zahradé.

Obecné mohou bifidobakterie slouzit jako lécba, ale hlavné jako prevence
gastrointestinalnich poruch zazivaciho traktu. Slozeni stfevni mikrobioty lze pozitivné

ovlivnit podavanim probiotik, prebiotik nebo synbiotik.



2 Cil prace

Cilem bakalaiské prace je vytvorit literarni prehled, ktery se bude zabyvat druhovym
zastoupenim bifidobakterii v mikrobiomu ruznych zvifat se zvlastnim dirazem na exotické
savce a hmyz. Déle bude popsana Uloha probiotickych bakterii v travicim traktu a vliv vyzivy
na jejich zastoupeni. Cilem praktické casti bude stanoveni bifidobakterii ve vzorcich vykali

ruznych druht zvitat.

3 Literarni reSerse

3.1 Vymezeni pojmu ,,Exotické zvire"

Obecné plati, Ze je malo dostupnych informaci o ptitomnosti bifidobakterii u
exotickych zvitat a u volné Zijicich zivocichti viibec. Pojem exotické zvite 1ze definovat jako
zvite, které neZije v Ceské republice ve volné piirodé, je neobvyklé, cizokrajné, a proto
napadné. V CR, i jinych zemich, kde jsou alochtonni, tato zvifata miZeme najit v
zoologickych zahradach, zooparcich & zajmovych chovech. Pokud Ziji v CR ve volné ptirods,
tak je to vyjimka, k niz doslo Unikem ze soukromého chovu nebo umyslnym vypusténim.

Jedna se predevsim o zastupce z podkmene obratlovct.

Tato bakalarska prace se zabyva i bifidobakteriemi traviciho traktu hmyzu, protoze
jejich vyskyt je charakteristicky pro travici trakt zejména savcu a jejich ptitomnost u hmyzu

neni zcela typicka.

3.2 Vyskyt bifidobakterii a popis stfevni mikrobioty

Bifidobakterie jsou soucasti pfirozené mikrobioty GIT (gastrointestinalni trakt) lidi,
ostatnich savctl, ale 1 jinych zvifat. Nalézaji se napfi¢ travicim traktem a jejich Cetnost je v
riznych ¢astech traviciho traktu méni. Jejich vyskyt ve vysokém poctu je Zzadouci a je

spojovan s dobrym zdravim hostitele (Bunesova et al., 2014).



Vyskyt bifidobakterii neni omezen pouze na travici trakt teplokrevnych Zivocichd a
lidi, najdeme je také ve stievé ¢melakt a vcel, potravinach jako jsou mléko a syry, ale také
napiiklad v odpadnich vodach (Bunesova et al., 2014). Kromé traviciho traktu mohou byt také

soucasti vaginalni mikrobioty nebo zubniho plaku (Ventura et al., 2007).

Vyvoj mikrobioty traviciho traktu zac¢ind okamzikem porodu. Plivodné sterilni travici
trakt mladéte je osidlovan pfirozenou mikrobiotou matky a nasledné i mikroorganismy z
prosttedi. Struktura mikrobioty se v prib&hu Zivota méni. Zpocatku je siln¢ ovlivnéna
zpusobem porodu a prostfedim kde porod probihd. Nasledné je formovéana prostfedim a
nejbliz§im okolim mladéte, jelikoz mlad’ata savci prichazeji do styku s matéinymi vykaly, s
ktzi a bakterie jsou pfijimany 1 béhem sani mléka. Travici trakt t€sné po porodu obsahuje
kyslik, proto prvni mikroorganismy, které kolonizuji travici trakt savci, jsou fakultativné
anaerobni bakterie. Behem 24 hodin jsou nahrazeny striktné anaerobnimi bakteriemi mezi
nimiZ dominuji bifidobakterie. Bifidobakterie jsou nejpocetnéjsi skupinou bakterii u vétSiny
mlad’at hospodaiskych zvifat v obdobi mlééné vyzivy. Piirozena kolonizace pozitivné
pusobicimi bakteriemi je omezena, pokud jsou mlad’ata brzy odebrana od svych matek a jsou
ustajena individudlné. Diky tomu se zvySuje riziko prijmovych onemocnéni u mlad’at jako
nasledek nerovnovahy ve slozeni GIT mladéte. Po ukonceni mlééné vyzivy se formuje
mikrobiota dospélého jedince, ktera se vyviji v zavislosti na riznorodé expozici okolniho
prostiedi. Odhaduje se, ze sav¢i mikrobiota traviciho traktu je slozena z 500 az 1000
bakterialnich druhi (Kim et al., 2011). GIT savct obsahuje bakterie, archea, plisn€, prvoky a
viry (Suchodolski et al., 2011). AvSak bakterie jsou nejpocetnéjsi a nejvice metabolicky
aktivni skupinou. V lidské stievni mikrobioté prevladaji po Sestém mésici véku, kdy se vyviji
stabilni stfevni mikrobiota dospélého typu, bakterie kment Bacteroidetes a Firmicutes,
pomérné bézné jsou i bakterie kmene Veruccomicrobia. Nizké poéty jsou pak nalézany u

kmene Proteobacteria (Geigerova et al., 2014).

Diky velkym projektiim jako naptiklad Human microbiome project a Metagenomics of
the Human Intestinal Tract byly definovany tfi zakladni skupiny lidskych stfevnich
mikrobiomil, tzv. enterotypy. Enterotypy jsou nazyvany podle skupiny bakterii, které
dominuji v daném mikrobiomu a daji se také preduréit podle druhu diety. Enterotyp
Bacteroides je spojovan s dietou zapadnich zemi, ktera je charakteristickd vysokym obsahem

bilkovin a tukii v potravé. Naopak enterotyp Prevotella mivaji lidé, ktefi konzumuji vysoky
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podil rostlinné stravy. Poslednim enterotypem je enterotyp Ruminococcus, Ktery se neda
predurcit podle diety. (Voreades et al., 2014).

Osidleni traviciho traktu neni cely zivot stejné. Se zvysSujicim vékem dochazi ke
zménam v poctu, slozeni a funkci stfevni mikrobioty. Klesa pocet nekterych bakteridlnich
roda (Bifidobacterium sp., Bacteroides sp.), které maji ochrannou funkci. Déle se s
piibyvajicim vékem zvySuje pocet bakterii patiici do kmene Bacteroidetes (Mariat et al.,
2009). Ale spise nez vek ovliviiuji bakterialni slozeni mikrobioty dieta, okolni prostiedi,
nadvaha nebo gastrointestindlni onemocnéni (O’Connor et al., 2014). U savcu pievazuji

bakterie kmenti Firmicutes a Bacteroidetes (Palmer et al., 2007).

3.2.1 Funkce stievni mikrobioty

Mikroorganismy v travicim traktu maji rizné funkce, které mohou byt rozdéleny na
funkce metabolicke, imunologické a fyziologicko-anatomické. Mikroorganismy v tlustém
stteve ziskdvaji energii vétSinou ze sacharidi, které nejsou straveny v tenkém stievé. Toho je
dosazeno pomoci fermentace za vzniku mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA) a
jinych produktti. Nejvyznamnéjsi z nich jsou kyselina octovd, propionova a maselna.
Produkce SCFA piiznivé ovliviiuje metabolismus glukézy a lipidh v jatrech. Piitomnost
kyselin s kratkym fetézcem snizuje pH v tlustém stievé, a tak vznikd nevhodné prostiedi pro
patogenni bakterie. Kyselina maselna je navic vyuZivana jako zdroj energie pro enterocyty.
Fermentace nestravenych sacharidii bakteriemi zlepSuje absorpci nékterych prvki, jako
naptiklad vapniku, hot¢iku, zinku a zeleza, v tlustém stfevé. Mezi dalSi funkce mikrobioty
GIT patii i stimulace produkce sttevniho hlenu, udrZeni stfevni integrity a stimulace stfevni
angiogeneze. Stfevni mikrobiota se podili na vyvoji a prabéZné stimulaci imunity.
Nejcitlivéjsim obdobim pro ovlivnéni mikrobioty jedince je obdobi po narozeni. Zdrava
sttevni mikrobiota osidluje povrchy sliznic a brani tak uchyceni a pomnoZeni patogennich

mikroorganismil (Hooper and Macpherson, 2010).
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3.2.2 Odlisnosti mikrobioty traviciho traktu byloZravcii a v§eZravci

Mikro- a makroorganismy se spolu vyvijeji vice nez miliardu let. Jedna se o jeden z
nejslozitéjsich ekosystému, jenz je prubézné ovliviiovan faktory, které souviseji s hostitelem
nebo vnéj$§im prostfedim. Nejen puvod, ale i1 strava hostitele ovlivituje bakteridlni
rozmanitost. Bakterialni diverzita traviciho traktu se zvysSuje od masozravci pies vSezravee az

po bylozravce. U byloZravct je stfevni mikrobiota nejrozmanitéjsi (Ley et al., 2008).

Savci nemaji enzymy, jenz by umoziovaly traveni celulozy a dalSich komplexnich
sacharidd, které jsou zakladnim stavebnim kamenem rostlinné stravy, tuto funkci zastupuji
bakterialni enzymy. Musela byt prodlouzena doba traveni, aby byl poskytnut dostateény ¢as
pro Cinnost mikrobidlnich enzymi. Toho bylo docileno prodlouZzenim c¢asti GIT nebo
koprofagii. K prodlouzeni traviciho traktu doSlo dvéma zplsoby. Prvnim zplsobem bylo
prodlouzeni ¢asti GIT pfed zaludkem (pfedni trdveni). Druhou moZznosti bylo prodlouzeni
GIT za Zaludkem (zadni traveni). Suchozemsti byloZravci maji rozmanitéj$i gastrointestinalni

mikrobiotu vic nez vSezravci nebo masozravei. Obecné nejbohatsi stievni mikrobiotu ze

vSech savct maji moisti bylozravei (Nelson et al., 2013).

Nejvetsi rozdil v traveni je mezi monogastry a piezvykavci. U pfezvykavct je nejprve
potrava fermentovana mikroorganismy v bachoru a az poté travena v tenkém a tlustém streve.
Enzymatické traveni zvifete nastupuje az po fermentaci a jsou jim straveni prvoci a bakterie,
zatimco u monogastri probihd hlavni fermentace az v tlustém stievé. Nedochazi k traveni
mikroorganismli, protoze mikrobidlni fermentaci potravy ptedchazi jeji traveni enzymy
hostitele. V bachoru jsou nejvice zastoupeny bakterie kmenu Firmicutes a Bacteroidetes, v
minoritnim mnozstvi jsou bakteriec kment Proteobacteria, Actinobacteria a Tenericutes (Jami
and Mizhari, 2012).

Kaudalnim smérem se mnozstvi bakterii zvySuje. V tlustém stfevé u monogastrickych
zvitat prevazuji bakterie kmend Firmicutes a Bacteroidetes. Ostatni kmeny jako
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, Spirochaetes a Cyanobacteria jsou Vv
intestinalnim traktu v mensim poctu (Garcia-Mazcorro and Minamoto, 2013). Tlusté stfevo se
sklada ze slepého stieva, tracniku a kone¢niku a jeho morfologie se li$i u riznych druht zvitat
v zévislosti na typu pfijimané potravy. U vSech savcil je obsah tlustého stieva fermentovan

pritomnymi bakteriemi, tento proces je nejintenzivnéj$i u neptezvykavych bylozravel. K
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fermentaci dochazi v tra¢niku a slepém stievé. Potrava, ktera vyzaduje delsi fermentacni
proces, obvykle vstupuje do slepého stieva, i kdyz je slepé stfevo slabé vyvinuto. Vyznamné
maji vyvinuto slepé stievo napiiklad koné, prasata a hlodavci. V intestindlnim traktu savcl se
kaudalnim smérem snizuje pH. Pokles pH v tra¢niku a slepém stevé lze pfipsat k rozsahlé

bakterialni fermentaci a vzniku tékavych mastnych kyselin (Godoy-Vitorino et al., 2012).
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Obr. 1: Znazornéni po¢tu bakterii v jednotlivych ¢astech traviciho traktu monogastrickych

savcu (Geigerova et al., 2014).

cey

Bylo také prokazano, Ze slozeni stievni mikrobioty se lisi u zvifete Zijiciho v zajeti ve
srovnani se zvifetem stejného druhu, které zije ve volné piirodé. Jedna se o dusledek vyse

zminénych faktor (Nelson et al., 2012).

3.3 Charakteristika rodu Bifidobacterium

3.3.1 Vlastni charakteristika bifidobakterii

Rod Bifidobacterium je klasifikovan jako jediny zéstupce celedi Bifidobacteriaceae, z
fadu Bifidobacteriales, podtfidy Actinobacteridae, tiidy Actinobacteria, kmen Actinobacteria,
fise Bacteria (Biavati and Mattarelli, 2012). V soucasnosti bylo v rdmci rodu Bifidobacterium
identifikovano 51 druht a podruhd, z nichz 33 druhii bylo izolovano z vykald zvifat

(Bunesova et al., 2014).
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Bifidobakterie jsou grampozitivni, acidorezistentni, nesporulujici a nepohyblivé
bakterie. Buiiky bifidobakterii maji proménlivou délku, mohou byt kratké i pomérné dlouhé.
Jedna se 0 nepravidelné ty¢inky se Spicatymi konci, na butikach se mohou objevovat drobné
vycnélky, mohou byt rizné€ ohnuté az vétvené. Bunky maji tvar pismene V nebo Y, ale miize
se vyskytnout i hvézdicovité uspofadani bunék. Vyskytuji se jednotlivé nebo v fetézcich.
Kolonie jsou vétsinou pravidelné, krémové nebo bilé barvy, lesknou se a jsou jemné
konzistence. Jsou striktn¢ anaerobni, ale nékteré druhy, jako Bifidobacterium
psychraerophilum, Bifidobacterium scardovii a Bifidobacterium tsurumiense, mohou rist za
aerobnich podminek. Optimalni teplota pro rust je 37-41 °C, minimalni teplota je 25-28 °C,
maximalni teplota je 43-45 °C. Hranice 45 °C se zda byt hrani¢ni pro rozliSeni lidskych a
zvifecich kment, protoze vétSina zvifecich, je schopna rist i pti takové teploté. Optimalni pH
pro pocateéni rast je 6,5-7,0. Nerostou pii pH mensi nez 4,5-5,0 nebo nad pH 8,0-8,5. (Biavati
and Mattarelli, 2012).

Bunécna sténa bifidobakterii obsahuje bilkovinu peptidoglykan, kyselinu teichovou ¢i
lipoteichovou a sacharidy, napt. galaktosu, glukosu a ¢asto i rhamnosu (Lauer a Kandler,
1983). Bilkoviny a kyselina lipoteichova jsou zodpovédny za hydrofébni charakter povrchu
bifidobakterie a také umoziuji ptichyceni k povrchu stfevnich bunék hostitele. Vliv teploty na
biosyntézu proteinti bunééné stény a odolnost vi¢i vodé byl studovan na Bifidobacterium
pseudolongum subsp. globosum. Produkce bilkovin buné¢né stény je zavisla na teploté. Za
nizké teploty se produkce snizuje, pfiCemz za stfedni a vysoké teploty roste produkce
bilkovin. Bunécné stény téchto organismti se lisi v tloust’ce. Pohybuje se ptiblizné od 0,2 um
do 0,05 um pro Bifidobacterium pseudolongum subsp. pseudolongum a Bifidobacterium
thermophilum (Kudo et al., 1989).

Nezbytnou slozkou pro rust bifidobakterii jsou dusikaté latky, které ziskavaji z
aminokyselin (napf. alanin, valin nebo kyselina aspartamova) nebo asimilaci amoniaku. Dalsi
latkou potiebnou k zivotu jsou uhlikaté latky. U bifidobakterii to mohou byt mono-, di-, ale
nejcastéji oligosacharidy, které jsou pro bifidobakterie zdrojem energie. Oligosacharidy se
dostavaji pii pruchodu travicim traktem az do tlustého stfeva, které je osidleno pravé
bifidobakteriemi. Oligosacharidy mizeme rozdélit na fruktooligosacharidy (FOS), sojové
oligosacharidy, galaktooligosacharidy (GOS) a oligosacharidy matetského mléka (Biavati and
Mattarelli, 2012).
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Kratsi fetézce polysacharidlii nez inulin se nazyvaji fruktooligosacharidy (FOS). FOS
jsou slozeny z D-fruktézovych jednotek v linearnim fetézci spojenych B (2-1) vazbami.
Fruktooligosacharidy se daji vyrabét i prumyslové. Prvni moznosti vyroby je hydrolysa
inulinu, takto vyrobené FOS se nazyvaji oligofruktosy, druhou moznosti je syntéza ze
sacharosy, pak jsou FOS nazyvany neocukry. FOS vytvaii fetézce ruzné délky, bifidobakterie

snadnéji metabolizuji kratsi fetézce (Ventura et al., 2007).

Galaktooligosacharidy se skladaji z jedné jednotky glukosy, na kterou jsou navazany
galaktosy vazbou a (1-4) a jsou vzajemné propojené vazbou [ (1-6). Pravé diky PB-
konfiguraci jsou GOS odolné vici $tépeni slinami a zalude¢nimi $tavami (Zhong et al.,
2009). GOS jsou prumyslové vyrabény z laktosy transgalaktosylaci za sou¢asného u¢inku B-
galaktosidasy. = Timto  zpusobem  vyrobené  galaktooligosacharidy se  nazyvaji
transgalaktosylované oligosacharidy (TOS). GOS Zivo¢isného ptivodu se nachéazeji v lidském
a kravském mléce. Bylo zjisténo, Ze bifidobakterie a laktobacily fermentuji GOS primarné, to

znamena, ze GOS maji bifidogenni G¢inek (Macfarlane et al., 2008).

Séjové oligosacharidy (SOS) byvaji také oznacovany jako oligosacharidy rafinosové
fady. Skladaji se pfedev§im z trisacharidu rafinosy a pentasacharidu verbaskosy. Dale je tam
zna¢né zastoupeni galaktosy, podobné jako v GOS. Ptirozené se vyskytuji v lusténinach, ze

kterych jsou ziskavany extrakci. Je dok&zano, Ze maji bifidogenni t¢inek (Touhy et al., 2005).

Dalsi latkou, ktera podporuje rust bifidobakterii je lactoferrin. Bifidobakterie v sobé
shromazd'uji zelezo, které je v redukovaném stavu a nachazi se v anaerobnich podminkéch
traviciho traktu. Bifidobakterie vyvazi Zelezo z prostfedi, ¢imz znemozni jeho vyuziti

patogennimi bakteriemi a zamezi tak jejich ristu (Biavati and Mattarelli, 2012).

Pro kultivaci bifidobakterii jsou v neposledni fad¢ potieba vitaminy skupiny B (napf.
B5 a B3) a vitaminy skupiny K. Bylo zjisténo, Ze bifidobaterie mohou syntetizovat vitaminy

skupiny B (B1 thiamin, B3 niacin, B6 pyridoxin, B11 kyselina listova) (Cronin et al., 2011).
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3.3.2 Pozitivni u€inky bifidobakterii na zdravi jedince

Bifidobakterie maji hlavné pozitivni vliv na zdravi hostitele. Jejich zdravotni pfinosy
jsou lécba a prevence gastrointestinalnich poruch a udrzeni zdravi traviciho traktu, zmirnéni
intolerance na lakt6ézu, odolnost vii¢i mikrobialnim infekcim, ochrana pted patogeny, zvySeni
imunitniho systému, prevence rakoviny a snizeni hladiny cholesterolu (Biavati and Mattarelli,
2012). Slozeni stfevni mikrobioty lze pozitivné ovlivnit riznymi zptsoby, mezi nez patii

podavani probiotik, prebiotik nebo synbiotik.
3.3.2.1 Probiotika

Termin probiotikum (Parker, 1974) je vyraz znamenajici ,,pro zivot". Thned byl tento
vyraz pouzit pro oznaceni bakterii, které maji prospésné ucinky pro lidi i zvifata. Soucasna,
ale pravdépodobné ne posledni, je definice probiotik jako ,,zZivych mikroorganismt", které
poskytuji hostiteli zdravotni pfinos jako pfirozeni obyvatelé traviciho traktu. Vhodné je
podavat probiotika jako dopln€k stravy ve stresujicih obdobich, po podavani antibiotik a u
zvifat drzenych v zajeti zejména obdobi odstavu, zacatku laktace nebo pii zméné krmné
davky (Biavati and Mattarelli, 2012). Jako probiotické bakterie ve vyzivé lidi se nejcastéji
pouzivaji bakterie rodu Bifidobacterium a Lactobacillus. Pro hospodaiska zvitata se podavaji
nejCastéji  bakterie rodi Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus nebo kvasinky rodu

Saccharomyces (Gaggia et al., 2010).
3.3.2.2 Prebiotika

Dalsi metodou jak zvysit pocet zdravi prospéSnych bifidobakterii v travicim traktu je
ptidani prebiotickych latek do stravy. Prebiotika jsou definovana jako ,,nestravitelna slozka
potravy, ktera ptiznivé ovliviiuje rlst a aktivitu bakterii v tlustém stevé, které zlepSuji zdravi
hostitele". Podporuji rlst zdravi prospéSnych bakterii (hlavné bifidobakterii a laktobacill).

FOS a GOS jsou nejvice oblibenymi prebiotiky (Biavati and Mattarelli, 2012).
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3.3.2.3 Synbiotika

Jedna se o kombinaci prebiotika a probiotika. Prebiotikum by mélo selektivné
podporovat rust a aktivitu pouzitého probiotika. Diky oné kombinaci obou slozek se zlepSuje

osidlovani a kolonizace dodanych probiotickych bakterii (De Preter et al., 2011).

3.4 Bifidobakterie u bezobratlych Zivocdichu

Pfitomnost bifidobakterii byla zaznamenana v travicim traktu vétSiny zastupci hmyzu
se socialnim zplsobem Zivota. Znamena to, ze jedinci ziji spole¢né v koloniich, které se
vétsinou skladaji z jednotlivych kast. Hlavni postaveni ma samice kralovna, kterd ma jedinou
funkci, a to plozeni potomstva. Dale se spoleenstvo sklada ze samci, ktefi se pafi s
kralovnou, vojaki a délnic. VSichni spole¢né se staraji o potomstvo a zimu vétSinou preziva
jen kralovna. Patfi sem piedevSim vcely, vosy, §vabi a ¢melaci. U Svabu se nejCastéji
vyskytuje druh B. adolescentis (Kopeény et al., 2010), ktery se bézné¢ vyskytuje i v trvicim
traktu lidi (BuneSova et al., 2014).

3.4.1 V¢ely (rod Apis)

V¢ela medonosna (Apis mellifera) neni zcela domestikovany hmyz, ktery se chova ve
vCelinech pro produkci medu k lidské spotfebé a pro opylovani hospodaiskych plodin.
Existuje mnoho poddruhii. V jizni Africe se vyskytuje napiiklad ve dvou poddruzich: vcela
medonosna kapska (A. mellifera capensis) a véela medonosna stiedoafrickd (A. mellifera
scutellata). V Evropé Zije A. mellifera mellifera, ktera ma rozmanité osidleni traviciho traktu.
Z grampozitivnich bakterii mohou byt v travicim traktu nalezeny napi. rod Bacillus,
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Clostridium a z gramnegativnich bakterii napf.

Escherichia coli, Enterobacter ¢i Pseudomonas (Jeyaprakash et al., 2003).

U v¢el je pfitomnost bifidobakterii vSeobecné znama. Pocet bifidobakterii se pohybuje

okolo 2-8 % ze vSech bakterii v travicim traktu. Nejcastéjsim druhem je u vcel
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Bifidobacterium indicum, déle B. asteroides ¢i B. coryneforme (obr. 2), jednd se o druhy
hostitelsky specifické, které dosud nebyly nalezeny nikde jinde (Kope¢ny et al., 2010).

B. asteroides vytvafti typické hvézdicovité shluky. Pro kultivaci vyZaduje ptitomnost
CO, a optimalni teplota pro rast je 35-36 °C. B. indicum byla pojmenovana podle typického
hostitele véely medonosné indické Apis cerana indica. Podobné jako u B. asteroides je k rustu

vyZzadovana pritomnost CO; (Biavati and Mattarelli, 2012).

Obr. 2: Morfologie bun¢k B. asteroides (5), B. coryneforme (11), B. indicum (16), (Biavati
and Mattarelli, 2012)

3.4.2 Cmelaci (rod Bombus)

Dalsi cast prace se bude podrobnéji zabyvat bifidobakteriemi u ¢meldkt, jelikoz

piitomnost bifidobakterii v travicim traktu ¢melakt je pomérné novou informaci.

Cmélaci patii mezi bézny blanokiidly hmyz a jsou ekologicky velice duleziti. Je
dobie znamo, Ze jsou dilezitymi opylova¢i mnoha rostlin. Spolu se v¢elami jsou fazeni do
kmene Apidae, fad Hymenoptera. Diky jejich dlouhému sosaku (proboscis), jsou schopni
opylovat rostliny, které nemohou byt opylovany véelami. Cely rod Bombus patii mezi socialni
hmyz, kde je uplatnéna reprodukéni délba prace. Sbiraji nektar a vytvaieji med stejné jako

véely, ale ne v takovém mnozstvi (Killer et al., 2010).

Vsechny druhy hmyzu maji v travicim traktu Sirokou $kalu mikroorganismi, kazda
skupina hmyzu ma odligné sloZeni, jelikoz maji jiné stravovaci navyky. Cmelaci maji
podobné osidleni traviciho traktu bakteriemi jako vcely, ale jsou tam také nékteré odlisnosti
(Killer et al., 2010).
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U tii druhtt ¢melakia (Bombus lucorum, Bombus pascuorum, Bombus lapidarius) bylo
zjisténo, ze laktobacily se nachazely ve vSech vzorcich v poctech od 7,0 do 8,7 log CFU/qg,
coz je nizsi pocet nez u véel. Také bylo zjiSténo, ze v zazivacim traktu ¢meldkl se nachazi
vice anaerobnich nez fakultativné anaerobnich bakterii. Mikrobiota traviciho traktu vcel a
¢melaki se sklada z rozliénych bakterialnich druhd. U ¢melaki nalezneme bakterie mlééného
kvaSeni (napf. Lactobacilus bombi, L. kunkeei, L. johnsonii, Fructobacillus fructosus) a
bifidobakterie (Bifidobacterium actinocoloniiforme, B. bohemicum a B. bombi) (Killer et al.,
2010).

Praet et al. (2013) Klasifikovali novy druh Bifidobacterium commune pfi izolaci
vzorku traviciho traktu Bombus lapidarius v Ghentu, Belgie. Bifidobacterium commune je
grampozitivni, nepohybliva bakterie protahlého rozvétveného tvaru. Kolonie maji bilou nebo
bézovou barvu, jsou kulaté a lesklé. Rust byl pozorovan po 48 hodinach na polotuhém

péstebném médiu pii 37 °C za anaerobnich podminek.

3.5 Bifidobakterie u exotickych druhu obratlovci

Vseobecné lze fici, ze celkové slozeni mikrobioty zvifete zavisi pfedevS§im na potravé
a podminkéach prostiedi, ve kterém se zviie nachazi. Zcela odlisné sloZeni mikrobity ma volné
zijici jedinec oproti jedinci chovanému v lidské péci. Nejen, Ze zvife se nachdzi v jiném
prostiedi nez je prirozené misto vyskytu, setkdva se s jinymi uméle chovanymi zvitaty, tudiz
je vystaven odlisné mikrobioté nez v piirozeném prostiedi, ale pfedevSim je krmeno jinou
potravou nez ptirozené v piirodé. Veskera krmiva jsou piipravovana tak, aby se co nejvice
podobala potravé ve volné piirodé¢ a spliiovala zaroven vSechny Zivinové potieby zvitete.
Nékdy ale musi byt smés upravena tak, aby bylo mozné ji ptipravit v nasich podminkéch. V
této bakalarské praci budou popsany bifidobakterie u exotickych zvitfat chovanych zejména v
zoologickych zahradach, protoze studie zabyvajici se druhovym zastoupenim bifidobakterii u

volné Zijicich zvifat nebyly dosud provadény.
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3.5.1 Kosman bélovousy (Callithrix jacchus)

Prvni zastupce z fadu primatt (Primates) kosman bélovousy pochazi z Jizni Ameriky,
konkrétné z Brazilie. Jedna se o malou drapkatou opici, ktera ma velmi vyvinuté slepé stievo
pro traveni slozenych sacharidi. Je to vSezravec, zivi se plody, bobulemi, semeny a mizou
stromtl, popiipadé hmyzem. V lidské péc¢i jsou krmeni ryzovou kasi, arabskou gumou,

ovocem a zeleninou (Puschmann et al., 2013).

Osidleni traviciho traktu u primata je hostitelsky specifické. Bylo analyzovano 6
vzorkl Cerstvych vykali mladéte kosmana bélovousého (Callithrix jacchus), pochazejicich z
Verony, severni Italie. Ve vzorcich vykali kosmana byl nalezen druh Bifidobacterium
aesculapii (obr. 3). Jedna se o grampozitivni, nepohyblivou, nesporulujici bakterii. Sviij nazev
B. aesculapii dostala podle svého sto¢eného tvaru podobnému hadovi. Mize mit také oba
konce formované do tvaru pismene Y. Roste za anaerobnich i mikroaerofilnich podminek.
Kolonie jsou bilé, jemné, neprihledné, kruhové s rovnymi okraji. Mohou rist v rozpéti teplot

25-42 °C, optimalni pH je 6,5-7,0 (Modesto et al., 2014).

Obr. 3: Morfologie bun¢k B. aesculapii (Modesto et al., 2014).

Déle byly objeveny dal$i dva druhy bifidobakterii u kosmana bélovousého, tentokrat u
zastupce zijicitho ve zvifecim domé v Cape Town v Jizni Africe. Jedna se o Bifidobacterium
reuteri a Bifidobacterium callitrichos. B. reuteri obvykle méfi 0,3-1,0 x 1,5-6 um, vyskytuje
se jednotlivé nebo v parech a ma béZové zbarveni. Optimalni teplota pro rist je 37 °C a pH
5,0-7,0. Fylogeneticky je piibuzna s B. boum. Druhym objevenym zastupcem rodu

Bifidobacterium je B. callitrichos. Mé&fi 0,6-1,2 x 3-8 um. Bunky se vyskytuji jednotlive, v
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parech nebo fetézcich bilé barvy. Optimalni teplota pro rist je 30-42 °C a pH 5,0-8,0. Je zde
fylogeneticka ptibuznost s B. longum (Endo et al., 2012).

3.5.2 Tamarin Zlutoruky (Saguinus midas)

Tamarin Zlutoruky, nebo také tamarin moufeninek, pochazi z oblasti severniho povodi
feky Amazonky od Francouzské Guyany ptes Surinam, Guyanu a severni Brazilii, na vychodé
k fece Rio Negro. Stejné jako kosman bé&lovousy je vSezravec, zivi se prevazné kvéty, plody,
bobulemi, semeny, obcas 1 Zivo¢iSnou potravou, pfedevS§im hmyzem a pavouky. Stromova
miza pro n¢ neni ptili§ dilezita jako u pfedchoziho druhu. Drépkaté opicky potiebuji potravu
bohatou na energii a zaroven potitebuji mnohem vice bilkovin nez ostatni primati. V lidskeé
péci jsou krmeni zralymi sladkymi plody, nenadymavymi druhy zeleniny, dostatkem
zivoc¢iSnych bilkovin ve form¢ hmyzu (moucni ¢ervi, cvréci), tvaroh, vafenymi vejci, jemnym
dribezim masem, popiipadé suSenym ovocem (hrozinky, datle, fiky) nebo specidlnimi

granulemi pro drapkaté opice (Puschmann et al., 2013).

U jednoho ze zéstupct tamarina zlutorukého chovaného ve zvifecim domé v Cape
Town v Jizni Africe byly popsany v roce 2009 t#i bifidobakterialni druhy. Prvnim z nich je
Bifidobacterium saguini, ktera je ptibuzna bakterii druhu B. longum. Buriky jsou nepohyblivé,
vétsinou se vyskytuji jednotlivé, v parech nebo fetézcich, které se mohou vétvit. Obvykle

méii 0,4-1,0 x 2-6 um, rostou pfi teploté 37-42 °C pii pH 5,0-7,0 (Endo et al., 2012).

Dalsim objevenym druhem je B. stellenboschense. Fylogeneticky patii do skupiny s B.
scardovii. Bunky jsou nepohyblivé, vétSinou se také vyskytuji jednotlivé, v parech nebo v
fetézcich, kolonie maji bilou barvu. Jednotlivé buitky méti 0,5-1,0 x 4-10 pum, rostou pii 26-

42 °C a optimalni pH je v rozmezi 5,0-8,0 (Endo et al., 2012).

Poslednim objevenym zastupcem u tamarina zlutorukého je B. biavatti. Fylogeneticky
patii do skupiny s B. bifidum. Stejné jako predchozi druhy se vyskytuje bud’ jednotlivé, v
parech ¢i v fetézcich. Jednotlivé buitky méfi 0,5-1,0 X 3-8 pm, optimalni teplota pro rist je
30-42 °C a pH 5,0-7,0. Narostlé kolonie maji bilou barvu a jsou jemné konzistence (Endo et
al., 2012).
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3.5.3 Lemur kata (Lemur catta)

Lemufi patii jako endemité Madagaskaru do podiadu poloopic (Strepsirrhini). Patii
mezi sezonni spasace, coz se projevuje v periodické zméné stravovani. Lemuii mohou byt
charakterizovani jako pfilezitostni vSezravci s Sirokou $kalou pfijimané potravy, coz zahrnuje
ovoce, listy, stonky listi, kvétiny, pavouky, pavouci sité, housenky, cikady, larvy hmyzu a
n¢kdy i mensi ptaky. Potravni specializace lemurt vzdy souvisi s vyraznymi odlisnostmi v
morfologii GIT. Lemur kata se adaptoval piedev§im na rostlinnou potravu, a proto ma
prodlouzené slepé sttevo. Slepé stievo je sidlem symbiotickych bakterii a predpoklada se, ze
zde dochazi k rozpadu rostlinné bunééné stény a nasledné fermentaci listl, stejné jako u
ostatnich nepfezvykavych bylozravci (Modesto et al., 2015). V lidské péci jsou krmeni
zeleninou, ovocem (v pfiméfeném mnozstvi, nebezpei tloustnuti), tvarohem a hmyzem
(Puschmann et al., 2013).

V severni Italii byl objeven novy druh bifidobakterii, ktery byl izolovan z exkrementt
dospélych lemuri kata (Lemur catta), kteti ziji v poloptfirodnich podminkach v parku Natura
Viva (Modesto et al., 2015). Ze vzorkt vykali byly pozorovany buiiky bakterii s morfologii
piipominajici malé stocené hady, podobné jako u Bifidobacterium aesculapii, ale mensi.
Jedna se o novy druh Bifidobacterium lemurum (obr. 4). Tato bakterie je vzdy svinutého,
prstencovitého tvaru nebo méa konce do tvaru pismene ,,Y ‘. Je to grampozitivni, nepohybliva,
asporogenni bakterie. Roste za anaerobnich i1 mikroaerofilnich podminek. Vytvaii kolonie

neprihledné bilé barvy. Optimalni teplota pro riist je 37-42 °C (Modesto et al., 2015).

Obr. 4: Morfologie bun¢k B. lemurum (Modesto et al., 2015).
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3.5.4 Slon indicky (Elephas maximus)

Slon je nejvétsi zijici bylozravec. Patii do fadu chobotnatcti (Proboscidea). Anatomie a
fyziologie traviciho traktu slona je podobna jako u koné, ktery ma jednoduchy Zzaludek a
objemné tenké a tlusté stievo. Obyva Cejlon, Indii, Sumatru a Borneo. Sloni jsou typicti
bylozravci, zivi se velkym mnozstvim travin, kofeny rostlin, kiirou stromi, cukrovou titinou
nebo banany. V lidské péci jsou sloni krmeni senem, slamou, vétvemi, zeleninou, ovocem,
chlebem, mackanym ovsem nebo granulovanou smési pro byloZzravce (Puschmann et al.,

2013).

Byly analyzovany 2 vzorky od dvou sloni ze Zoo Ostrava. Bifidobakterie byly
stanoveny kultivaéné na selektivnim médiu a byly nalezeny v po¢tu 7,6 £ 0,56 log CFU/g. A
byly pomoci sekvenace DNA a biochemickych testt identifikovany jako dva druhy, jednalo
se 0 Bifidobacterium adolescentis a B. boum (obr. 5). Tyto dv¢ bifidobakterie se nejéastéji
vyskytuji v GIT bylozravcd. B.boum byl poprvé izolovan Scardovi et al. (1979) z bachoru
skotu a vykala prasat. B. adolescentis byla nalezena ve vice ekologickych nikach napi. bachor
skotu, lidska vagina nebo odpadni vody (BuneSova et al., 2013). Ale jak jiz bylo zminéno,
zvife drzené v zajeti ma pravdépodobné jiné osidleni mikrobity nez slon volné Zijici v Indii,
proto nelze tvrdit, Ze tyto dva nalezené bifidobakterialni druhy jsou typické pro slona

indického.

T~

DR 4 s 4 T T

Obr. 5: Morfologie bun¢k B. adolescentis (2) a B. boum (7) (Biavati and Mattarelli, 2012).
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3.5.5 Panda velka (Ailuropoda melanoleuca)

Prestoze je panda velka zastupce fadu Selem (Carnivora), tak je to bylozravec a Zivi se
vyhradné rostlinnou stravou, konkrétné bambusem, bylinami ¢i travinami. Pouze piilezitostné
se zivi pta¢imi vejci nebo ptaky, kofist nelovi cilen€, pouze ji nahodné poziraji (Puschmann et
al., 2013). Je dobife znamo, Ze bylozravci maji pomérné dlouhy travici trakt, ktery osidluji
populace mikroorganismti, kteti jsou schopni vyuzit a zpracovat vldkninu obsazenou v
rostlinné potravé. Avsak travici trakt pandy se sklada z jednoduchého Zaludku, nema slepé
sttevo a ma kratké a jednoduché stievo, které je anatomicky podobné jako u Selem. Toto
vyjime¢né anatomické slozeni GIT a nizka stravitelnost potravy znaci, Ze mikroorganismy

hraji podstatnou roli v traveni pandy velké (Hirayama et al., 1989).

V zoologickych zahradach je krmeni pand trochu odliSné od krmeni ve volné ptirodé.
Pandam se 2krat az 3krat denné podava kasovitd specialni krmna smés raznych receptur
(napf. vafend ryZe, granule pro primaty, mleté maso, vejce, med). Kromé téchto kasi se
podavaji také jablka, hruSsky, mrkev a 2krat az 3krat denné bambusy riznych rodu
(Puschmann et al., 2013).

Neexistuje mnoho studii o bakteridlnim slozeni mikrofléry pandy velké. Ale v jedné
studii byly zkoumany vykaly dvou dospélych jedincti a jednoho mladéte ze zoologické
zahrady v Tokyu, v Japonsku. V mikrobioté dospélych jedincii pievazovaly bakterie
Streptococcus, Enterococcus a Enterobacteriaceae. Bakterii rodu Bacteroidaceae a
Bifidobacterium byl nizky pocet (<10° CFU/g). Naopak u mladéte prevladaly anaerobni
bakterie, pfevazoval rod Bifidobacterium a Clostridium. Po pfechodu na rostlinnou stravu
(bambusové listi) poklesl pocet laktobacili a bifidobakterii, které uz poté nebyly
detekovatelné (Hirayama et al., 1989).

3.5.6 Gorila nizinna (Gorilla gorilla gorilla)

Gorilla gorilla gorilla je poddruh gorily z&padni (Gorilla gorilla). Gorily patii mezi
nejvetsi lidoopy. Projevuje se u nich vyrazny pohlavni dimorfismus. Jeji pfirozené misto

vyskytu jsou vlhké destné lesy v jihovychodni Nigérii, Kamerunu, Stfedoafrické republice,
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Demokratické republice Kongo a Gabonu. Patfi mezi ohrozené druhy vyhubenim. VétSinou
ziji v harémovém seskupeni, kdy je 1 dospély samec a 1 nebo vice dospélych samic s jejich
potomky. Ve skupiné je jasné stanovena hierarchie. Zivi se vyluéné rostlinnou potravou,
ptedevSim bylinami, dfeni z vyhonk, listim stromti nebo volné rostoucimi plody. V lidské
péci je potrava podobna jako ve volné piirod€, hodné vétvi, zeleného krmeni, zelenina, ovoce,

popiipadé vyrabéné granulované smési pro gorily (Puschmann et al., 2013).

Vzorky byly odebrény od volné Zijicich goril nizinnych v Gabonu, Zijici v narodnim
parku Moukala-Doudou (MDNP). Cerstvé vzorky vykali byly odebrany od skupiny goril
skladajici se ze stfibrného samce, 7 samic, 11 mladych nedospélych jedincli a 4 mlad’at.
Predpokladalo se, ze stfevni mikrobiota lidoopii bude obsahovat bifidobakterie, jelikoz se
jedna spolu se Simpanzy o blizké ptibuzné clovéka. U goril byl popsan novy druh
bifidobakterii, a to druh Bifidobacterium moukalabense. B. moukalabense ma tvar ty¢inek
ruzné délky, predev§im v rozmezi 2-4 pum. Je Casto rozvétvend se zakulacenymi konci.
Kolonie maji neprihlednou hnédocervenou barvu. Optimalni teplota pro rust je 37 °C
(Tsuchida et al., 2014). Z hlediska fylogeneze je B. moukalabense piibuzna druhu B.

pseudocatenulatum a B. catenulatum (obr. 6).

Dalsi studie tvrdi, ze B. moukalabense je velice podobna jak fylogenetickou
strukturou, tak strukturou genomu B. dentium (Lugli et al., 2014), ktera se obvykle nachazi v
lidském zubnim kazu (Biavati and Mattarelli, 2012).
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B. catenulatum JCM 11947 (AF432082)
B. pseudocatenulatum JCM 12007 (D86187)
B. moukalabense GG01T (AB821293)
B. angulatum JCM 70967 (D86182)
B. merycicum JCM 82197 (D86193)
B callitrichos JCM 172967 (AB559503)
B. ruminantium JCM 82227 (D86197)
68| g3 B. sterconis JCM 159187 (FJ611793)
B. adolescentis JCM 12757 (AP009258)
B dentium JCM 11957 (D86183)
B kashiwanohense JCM 154397 (AB425276)
_{: B. scardovii JCM 124897 (AJ307005)
B. stellenboschense JCM 172987 (AB559505)
B. reuteri JCM 172957 (AB613259)
- B. saguini JCM 172977 (AB559504)
55 B. breve JCM 11927 (AB006658)
82 B. longum subsp. infantis JCM 12227 (D86184)
go|f B. longum subsp. longum JCM 12177 (AB437359)
76! B longum subsp. suis JCM 12697 (AB116353)

_|: B. bifidum JCM 12557 (U25952)
B. biavatii JCM 172997 (AB559506)

B. pullorum JCM 1214T (D861986)

T[[ B. gallinarum JCM 62917 (D86191)
= 99! B saeculare JCM 82237 (D89328)
99r B. coryneforme JCM 58197 (M58733)

B. indicum JCM 13027 (D86188)
B. asteroides JCM 82307 (EF187235)

B. actinocoloniiforme JCM 180487 (FJ858731)
B. tsurumiense JCM 134957 (AB241106)
B. boum JCM 12117 (D86190)
B. thermacidophilum subsp. thermacidophiium JCM 1116577 (AB016246)
B. thermophilum JCM 12077 (U10151)
B thermacidophilum subsp. porcinum JCM 169457 (AY148470)

B. magnum JCM 12187 (M58740)

B. cuniculi JCM 12137 (AB116298)
B. gallicum JCM 82247 (D86189)
B. pseudolongum subsp. pseudolongum JCM 12057 (D86195)
B. pseudolongum subsp. globosum JCM 58207 (D86194)
B. choerinum JCM 12127 (D86186)

B. animalis subsp. animalis JCM 11907 (D86185)
B. animalis subsp. lactis JCM 106027 (AB05136)

B bombi DSM 19703T (EU127549)
B. bohemicum JCM 180497 (FI858736)

B. minimum JCM 58217 (M58741)
55&8. mongoliense JCM 154617 (AB433856)
53! B. psychroaerop hilum JCM 159587 (AY174108)

B. subtile JCM 58227 (D89378)
Escherichia coli JCM 16497 (X80725)

0.02

56

Obr. 6: Fylogeneticky strom rodu Bifidobacterium se zaméfenim na B. moukalabense
(Tsuchida et al., 2014).
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4 Metodika

V rdmci praktické ¢asti bakalaiské prace bylo analyzovano nékolik vzorku vykald od
riznych druhi zvitat zijicich v Zoologické zahrad¢é Praha. Byl kladen diraz predev$im na
ziskani novych izolati probiotickych bakterii, proto byly stanoveny pocty bifidobakterii a
laktobacilti a bakterie byly identifikovany. Dale byly stanoveny celkové pocty anaerobnich
bakterii, aby bylo mozné zjistit procentické zastoupeni probiotickych bakterii v mikrobioté

traviciho traktu.

4.1 Mikrobiologicky rozbor vzorki vykali
4.1.1 Popis zvirat a jejich vyzivy

Byly ziskany vzorky vykali od 4 zvifat ze Zoo Praha, kazdy z nich byl oznacen ¢islem

(1- fretka domaci, 2- nosal ¢erveny, 3- morce domaci, 4- liska polarni).

Prvni vzorek byl odebran od pétileté samice fretky domaci (Mustela putorius furo).
Patii do fadu Selem (Carnivora) z ¢eledi lasicoviti (Mustelidae). Fretka byla domestikovana z
tchote tmavého. Ve volném piekladu jeji latinsky nazev znamena ,,pachnouci zlod¢;j zabijejici
mysi". Je to jedina domestikovana kunovita Selma. Fretka je masozravec, ktery se ve volné
piirodé zivi pfevazné ulovenymi malymi obratlovci (rybami, obojzivelniky, plazy, ptaky a
menSimi savei az do velikosti slepice) (Ullrich, 2000). V zoologické zahrad¢ jsou krmeny

vafenym mletym nebo kufecim masem, popt. rybami.

Druhy vzorek byl odebran od tiileté samice noséla ¢erveného (Nasua nasua) z fadu
Selem (Carnivora), ¢eled’ medvidkoviti (Procyonidae). Jejich pfirozené misto vyskytu je Jizni
Amerika, kde je aktivni ve dne a Zije spoleensky ve skupinach. Jsou to vSezravci, podil
rostlinné potravy ¢ini asi 25 %. Ve volné piirodé se Zivi plazy, drobnymi hlodavci, vejci,
¢ervy, plzi, rybami, obojzivelniky, ovocem, semeny a vyhonky (Puschmann et al., 2013). V
zoologické zahradé se jejich krmeni musi trochu uzptisobit mistnim podminkam. Jsou krmeni
pfedevSim smési ze syrového hovéziho masa, vafen¢ho kufeciho masa, ovocem (hroznové

vino, banan, hruska), s pfidavkem vatené zeleniny. MiiZze se také pfimichat tvrdy tvaroh ¢i
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syrové vejce. Pro zpestfeni se jednou za ¢as podava celé vejce na tvrdo ¢i usmrcena mala

mys.

Dalsim jedincem od kterého byl ziskan vzorek trusu je morée domaci (Cavia aperea f.
porcellus) staré cca 2 roky. Patii do fadu hlodavci (Rodentia), ¢eled’ morc¢atoviti (Caviidae).
Jedna se o zdomestikovanou formu morcete divokého (Cavia aperea). Pivodné obyval Jizni
spolecensky v malych skupinach. Ve volné piirod¢ se zivi travinami, bylinami, listy a kiirou
stromti (Puschmann et al., 2013). V lidské péci jsou krmeni senem, zeleninou, ovocem, smési

pro hlodavce a suchym pe¢ivem pro obrusovani hlodavych zubu.

Posledni vzorek byl ziskan od pétileté samice lisky polarni (Vulpes lagopus). Patii do
fadu Selem (Carnivora), ¢eled’ psoviti (Canidae). Mistem ptirozené¢ho vyskytu je Severni
Amerika, kde obyva tundry a arktické ostrovy pokryté ledovcem. Je aktivni ve dne a za
soumraku, Zije spoletenskym zpitisobem Zivota. Zivi se ¢ervy, rybami, Zabami, jestérkami,
vejcemi, ptaky a mensimi savei. Hlavni potravou lisky polarni jsou lumici (Puschmann et al.,
2013). V zoologické zahradé jsou krmeny piedevS§im syrovym hovézim masem, holatky,

popf. koc¢i¢imi konzervami a rybami.

4.1.2 Odbér vzorkia a mikrobiologicky rozbor

Pii sbéru vykald byl vzdy odebran 1 g vykalu do 9 ml Wilkins-Chalgren bujonu, ¢imz
bylo vytvoreno fedéni 10™. Nasledng byl vzorek sériové nafedén ve vialkach s 9 ml stejného
média do konedného poméru 1:10° g/ml. Redéni bylo provadéno asepticky stifkadkou a
jehlou, kdy byl odebran 1 ml suspenze a ten byl pteveden do dalsi vialky, ¢imZ vzniklo fedéni
102, Takto se postupovalo dale az do vytvofeni fedéni 108, Na piipravu kazdého fedéni byla
pouzita nova stiikacka a jehla. Ptislusné nafedéné vzorky byly umistény na Petriho misky ve
dvou opakovanich, které byly okamzit¢ zality selektivnimi pudami. Pro stanoveni
bifidobakterii byl pouzit modifikovany Wilkins-Chalgren agar s ptidavkem sdjového peptonu
(5g/l), cysteinu (0,5 g/l), tweenu 80 (1 ml/l), mupirocinu (100 mg/l) a ledova kyselina octova
(1ml/1). Pida svym slozenim podporuje rust bifidobakterii, mupirocin potlacuje rozvoj
ptibuznych bakterii mlécného kvaSeni a kyselina octova eliminuje rast bakterii citlivych na

nizké pH. Kultivace probihala v anaerobnim prostiedi pii 37 °C po dobu 48-72 hodin.
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Anaerobni atmosféra je nezbytna pro rist bifidobakterii a zaroven se uplatiiuje jako selektivni

faktor pro potlaceni aerobnich bakterii.

Pro stanoveni poctu laktobacilti byl pouzit Rogosa agar, kde selektivné ptisobi v médiu
pH, jehoz hodnota je upravena na 5,4 kyselinou octovou. Timto zpiisobem je podpofen rust
laktobacilii, zatimco ostatni bakterie mlééného kvaseni jsou potlaceny. Kultivace probihala 72

hodin pti 37 °C v mikroaerofilnim prostiedi, které bylo zajisténo dvoji vrstvou agaru.

Pro stanoveni celkovych pocti anerobnich bakterii byl pouzit Wilkins-Chalgren bujon,
stejného slozeni jako u stanoveni bifidobakterii, bez ptidani ledové kyseliny octové a

mupirocinu. Kultivace probihala v anaerobnim prostiedi pti 37 “C po dobu 48-72 hodin.

Po kultivaci byly spocitany kolonie, které byly oznaceny lihovym fixem. Konecné
mnozstvi bakterii bylo vypocteno podle nésledujiciho vztahu a vysledky jsou vyjadieny jako

pocet kolonie tvoficich jednotek v 1 g vzorku (KTJ/g).

P =[(P1 +P2)/11] x F (KTJ/g)
P1, P2 - pocet kolonii na dvou po sob¢ jdoucich pocitatelnych plotnach
F - prevracena hodnota vyssiho fedéni

KTJ - kolonie tvofici jednotka

4.2 ldentifikace bakterii

Po kultivaci byly izolovany ¢isté kmeny bifidobakterii a laktobacild, které byly
nasledné podrobeny mikrobiologické kontrole, kde byla sledovana C¢istota izolatd a
morfologie bunck. Jak jiz bylo dfive zminéno, bifidobakterie jsou nepravidelné tyCinky s
proménlivou délkou, mohou byt rizné ohnuté az vétvené. Buiky mohou mit tvar pismene V
nebo Y. Bakterie se mohou rizné shlukovat, mize se vyskytnout i hvézdicovité uspotadani.
Castgji se ale vyskytuji jednotlivé nebo v fetézcich (Biavati and Mattarelli, 2012). Laktobacily
jsou pravidelné, nesporulujici a nepohyblivé ty¢inky, mohou se ale také vyskytovat ve formé

kokobacilu, které existuji samostatné nebo jsou uspofadani v fetézcich (Claesson et al., 2007).
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4.2.1 Rodova identifikace bifidobakterii

Nasledné byla provedena rodova identifikace bifidobakterii pomoci detekce aktivity
enzymu fruktoso-6-fosfat fosfoketolasy. Jednd se o enzym specificky pro &eled
Bifidobacteriaceae. Bakterie této ¢eledi mohou byt spolehlivé odliSeny od dalSich bakterii na
zaklad¢€ odliSného metabolismu sacharidd. Bifidobakterie spolu s dalSimi bakteriemi z ¢eledi
Bifidobacteriaceae $tépi hexosy pomoci enzymu fruktoso-6-fosfat fosfoketolasa (F6PPK),
jehoz detekce je vyuzivana jako metoda rodové identifikace bifidobakterii. Pro detekci
F6PPK je nejprve nutné rozbit bakterialni buriky, aby se tento intracelularni enzym vylil do
roztoku. K rozruseni bunék lIze pouzit detergent cetridium bromid a nasledné jsou k roztoku
pridana ¢inidla, kterd zptisobi barevnou reakci. Pfi pozitivni reakci dojde k vytvofeni
fialového zbarveni a izolat muze byt oznacen jako Bifidobacterium sp. Duvod vzniku
fialového zbarveni je takovy, ze fruktoso-6-fosfat je enzymem rozstépen na erytroso-4-fosfat
a acetyl-1-fosfat., ktery reaguje s FeCls za vzniku komplexni slouceniny, ktera ma praveé
fialové zbarveni. Naopak pfi negativni reakci ma roztok zlutou barvu, kdy nedochazi k

rozstépeni fosfatu (Biavati and Mattarelli, 2012).

Postup pii provedeni F6PPK testu (detekce enzymu fruktoso-6-fosfat fosfoketolasy)

Z predchozi prace bylo ziskano 5 izolatd, o kterych se dle morfologie dalo
predpokladat, Ze se jedna o rod Bifidobacterium. U téchto kment byl proveden F6PPK test,

jeden kmen byl pouzit jako negativni kontrola.

Ptes noc narostlé kultury bakterii byly ptelity do centrifugacnich zkumavek. Vsech 6
zkumavek se suspenzi bakterii bylo vlozeno do centrifugy na 5 minut na 12 000 otacek k
oddéleni narostlé kultury od kultivaéniho média. Nasledné byl odlit pelet, ve zkumavce tak
zustala pouze narostla kultura. Jako prvni se piilil do zkumavky fosfatovy pufr (0,12 g
K,HOP,; 0,33 g KH,PO, ; 0,05 g cystein; 100 ml vody). Nasledné byla promichana narostla
kultura s fosfatovym pufrem. Jako dalsi byl piidan cetridium bromid (CTAB) v mnozstvi 0,2
ml o koncentraci 45mg/100 ml H,O. Takto vznikla smés se nechala 5 minut inkubovat pfi
pokojové teploté. Piidani CTAB zpusobi rozpad bun€k a vyliti intracelularnich enzymut do
prostiedi. Nasledné byl aplikovan roztok NaF (0,69/100 ml H,O, Na- iodoacetat 1g/ 100 ml
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H20) v mnozstvi 0,2 ml a 0,2 ml fruktoso-6-fosfatu, substrat pro pisobeni enzymu (1 davka =
6,6 mg/0,2 ml H;0). Takto vznikla smés byla vlozena do vodni lazné o teploté 37 °C na 30
minut. Po 30 minutach byly zkumavky vyjmuty z vodni 14zné, bylo ptidéno 0,75 ml roztoku
hydroxylaminu (13,9 g/100 ml). Po 10 minutach pii pokojové teploté byly dodany tii posledni
roztoky, 15% roztok TCA, 4 M HCI a roztok FeCl; (5g/100 ml H20; + 310 ul HCI), v
mnozstvi 0,5 ml od kazdého roztoku. Pfidani posledniho roztoku, FeCls, se obsah zkumavky
zbarvil do fialova nebo do zluta. Fialova barva znai pozitivni reakci a izolat mize byt

oznacen jako Bifidobacterium sp. Naopak zluté zbarveni zna¢i negativni reakci.
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5 Vysledky

5.1 Pocty bakterii ve vzorcich vykala zvirat

V nasledujici tabulce jsou zndzornény stanovené pocty bifidobakterii, laktobacili a
celkovych poctii anaerobnich bakterii ve vzorcich vykald zvirat, které byly vypocitany podle
jiz dfive v textu zminéného vztahu. Vysledky jsou vyjadieny jako pocet kolonie tvoticich

jednotek v 1 g vzorku (KTJ/g).

Tab. 1: Po¢ty mikroorganismi obsazenych ve vzorcich 1-4 (1- fretka domaci, 2- nosél

cerveny, 3- morc¢e domaci, 4- liska polarni)

CP Bifidobakterie Laktobacily
Vzorek
(log KTJ/g) | poket (log KTJ/g) | % zCP |[pocet log KTJ/g)| % zCP
1 9,80 9,07* 59,05 8,08 6,00
2 9,33 8,07 5,47 7,16 0,68
3 8,24 7,43 15,54 6,24 1,00
4 8,26 7,45* 15,48 3,46 0,00

CP= celkové pocty

* Jedna se pravdépodobné o pocty klostridii, podle rodové identifikace izolatt nebyly bifidobakterie
ve vzorku pritomny.

Celkové pocty anaerobnich bakterii se pohybovaly od 8,24 do 9,80 log KTJ/g.
doméciho. Pocty bifidobakterii se pohybovaly v rozmezi hodnot od 7,43 do 9,07 log KTJ/g.
Nejvyssi pocet bifidobakterii byl zaznamenan u fretky domaci, kde je ale hodnota nepiesna,
jelikoz se pravdépodobné jednalo o pocty klostridii. Tudiz nejvyssi pocet bifidobakterii byl
domaciho. U nosala ¢ervené¢ho zastoupeni bifidobakterii ¢ini 5,47 % z celkového poctu
stanovenych bakterii a u morcete domaciho jsou bifidobakterie zastoupeny 15,54 % z
celkového poctu anaerobd. Pocty laktobacili se pohybovaly od 3,46 do 8,08 log KTJ/g.
jejich procentudlni hodnota z celkovych pocti anaerobu se tedy rovnala nule. Naopak
nejvyssi hodnota byla zjisténa u fretky domaci, kde se procentualni vyjadieni z hodnoty

celkovych pocti dostalo na hodnotu 6 %.
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5.2 Identifikace izolovanych bifidobakterii a laktobacili

Bylo ziskano celkem 9 kmend bakterii z Rogosa agaru, o kterych je mozné
predpokladat, ze se jedna o laktobacily. Rodova ptislusnost a cistota byla provéfena
mikroskopicky. Z modifikovaného Wilkins-Chalgren agaru bylo ziskdno 8 izolat. Stejné
jako u laktobacild byla rodova ptislusnost a Cistota provéiena mikroskopicky. Konkrétné byly
izolovany z vykala fretky domaci 3 kmeny laktobacild, od noséla ¢erveného byly izolovany 3
kmeny laktobacili a 2 kmeny bifidobakterii. Ze vzorku vykalu ziskaného od morcete
domaciho byly izolovany 2 kmeny laktobacili a 1 kmen bifidobakterii a z vykalu lisky

polarni byl izolovan 1 kmen laktobacill a 2 kmeny bifidobakterii.

Izolaty ziskané z modifikovaného Wilkins-Chalgren agaru ze vzorku ¢islo 1 od fretky
domaci byly po mikroskopické kontrole vyfazeny, protoze morfologicky neodpovidaly
bifidobakteriim, jednalo se o pravidelné tyCinky. Navic u nich byla zaznamenana produkce
plynu, coZ je charakteristické pro rod Clostridium. Ze vzorka fretky byly z probiotickych
bakterii izolovany pouze laktobacily. Na nasledujicim obrazku (obr. 7) jsou zachyceny dva z
nich (1A, 1B: 1- izolat ze vzorku cislo jedna; A,B- oznaceni izolatu). Bifidobakterie v tomto
vzorku nebyly objeveny.

Obr. 7: Laktobacily ze vzorku €. 1 (fretka domaci, izolovany dva kmeny 1A a 1B)

Ze vzorku ¢&islo 2, ziskaného od nosala ¢erveného (Nasua nasua) bylo izolovano
celkem 5 kmenti bakterii. Jak je mozné vidét na nasledujicich obrazcich (obr. 8), které byly

ziskany ze dvou izolatd (2a,b: 2- izolat ze vzorku ¢islo dva; a,b- oznaCeni izolatu). Podle
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morfologie se jedna o rod Bifidobacterium. Jsou zde vidét nepravidelné ty¢inky, nékteré jsou

ve tvaru pismene Y.

Obr. 8: Bifidobakterie ze vzorku ¢. 2 (nosal ¢erveny, izolovany dva kmeny 2a a 2b)

Ze vzorku €. 2 byly izolovany také bakterie rodu Lactobacillus (obr. 9). Ze tii izolath
byl ziskan pouze jeden snimek, protoZze vSechny izolované bakterie vykazovaly stejnou
morfologii (2B: 2- izolat ze vzorku ¢&islo dva, B- oznaceni izolatu). Jednad se o pravidelné

nesporulujici ty¢inky, které se vyskytuji jednotlivé nebo v fetézcich.

Obr. 9: Laktobacily ze vzorku €. 2 (nosal ¢erveny, izolovan jeden kmen 2B)

Dalsi snimek byl potizen z mikroskopického pozorovani izolatu ze vzorku &islo 3,

pochazejiciho od morcete domaciho (Cavia aperea f. porcellus). | zde je mozné pozorovat

34



nepravidelné ty¢inky rizné velikosti s typickou morfologii rodu Bifidobacterium (obr. 10).
Byl ziskan pouze jeden izolat (3a: 3- izolat ziskany ze vzorku Cislo tfi; a- oznaceni izolatu).
Stejné tak byly u vzorku ¢islo 3 nalezeny bakterie rodu Lactobacillus (obr. 11). V rdmci rodu
Lactobacillus byly ziskany 2 izolaty, zatazena je pouze jedna fotografie, protoze oba kmeny

vykazovaly stejnou morfologii (3B: 3- izolat ziskany ze vzorku ¢islo tfi; B- oznaceni izolatu).

Obr. 10: Bifidobakterie ze vzorku ¢. 3 (morée domaci- izolovan jeden kmen 3a)

Obr. 11: Laktobacily ze vzorku ¢. 3 (morée domaci- izolovan jeden kmen 3B)

Z posledniho vzorku ziskaného z vykalu lisky polarni byly ziskany 2 izolaty na

detekci bifidobakterii, ale oba vypadaly stejné, proto je zde uveden pouze jeden snimek 4a

(obr. 12). Na snimku je vidét, Ze bakterialni izolat 4a neni ¢isty. Kmen izolovany z
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modifikovaného Wilkins-Chalgren agaru nevykazoval typickou morfologii bifidobakterii
(obr. 12: 4a), dle morfologie se jedna o laktobacily (obr. 12: 4B).

Obr. 12: Osidleni traviciho traktu lisky polarni (ziskané izolaty 4a, 4B)

Pro rodovou identifikaci 5 izolatd z modifikovaného Wilkins-Chalgren agaru, o

kterych bylo mozné se domnivat, ze se jedna o bifidobakterie byl proveden test na aktivitu
enzymu F6PPK. Vysledky testu je mozné vidét na obrazku 13. Izolaty 2b, 2a, které pochazi
ze vzorkl vykali nosila Cerven¢ho a izolat 3a, pochézejici ze vzorku vykalu morcete
doméciho, byly pozitivni, prokazala se tedy aktivita enzymu F6PPK a jednd se o
bifidobakterie. U dvou ostatnich izolath (4a a 4b) se aktivita enzymu neprokazala, tudiz se
nejednd o bifidobakterie. Pfitomnost bifidobakterii se prokazala u nosala ¢erven¢ho a morcete

domaciho, bifidobakterie nebyly nalezeny u fretky domaci a lisky polarni.
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Obr. 13: Vysledky F6PPK testu
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2a, 2b, 3a- pozitivni vysledek na detekci rodu Bifidobacterium ( izolaty 2a, 2b- ziskané z vykali nosala

Serveného 3a- izolat ziskany z vykali morcete domaciho)

4a, 4b- negativni vysledek na detekci rodu Bifidobacterium (izolaty 4a, 4b ze vzorki vykald lisky
polarni)

CL- negativni kontrola (CL- rod Clostridium)
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6 Diskuze

Travici trakt zvifat je osidlen celou fadou mikroorganismu. Skladba mikrobioty
vykazuje zna¢né odli$nosti napfi¢ zivocisnymi druhy, a také v riznych oddilech traviciho
traktu (Bunesova et al., 2014). SloZeni mikrobioty gastrointestinalniho traktu ma zasadni vliv
na zdravi hostitele. Mikroorganismy napomahaji traveni zkonzumované potravy, stimulaci
rozvoje stievniho hlenu, udrZeni stievni integrity a hlavné také podporuji vyvoj a pribeznou
stimulaci imunity (Geigerova et al., 2014). Dle Hoopera a Macphersona (2010) je rozhodujici

obdobi pro ovlivnéni mikrobioty jedince obdobi po narozeni.

Bifidobakterie patii do skupiny probiotickych bakterii, které jsou ptirozenymi
obyvateli gastrointestinalniho traktu savci, nachazeji se ale také v lidské vaging, odpadnich
vodach ¢i potravinach jako jsou syry nebo maso (Bunesova et al., 2014). Probiotika jsou zZivé
mikroorganismy, které pii podavani v dostatecném mnozstvi poskytuji hostiteli zdravotni
ptinos. Jejich nejvétsi koncentrace je v tlustém stievé savci v obdobi mlécné vyzivy.
Probiotické bakterie poskytuji hostiteli zdravotni pfinos, nebot’ udrzuji zdravi traviciho traktu,
stimuluji imunitni systém a zaji$tuji odolnost vic¢i mikrobidlnim infekcim (Biavati and
Mattarelli, 2012). Kolonizace pozitivné pusobicich bakterii je vSak omezena, pokud jsou
mlad’ata ithned po porodu odebrdna matce. Nasledkem toho miize nastat riziko prijmovych
onemocnéni z divodu nerovnovahy ve sloZeni gastrointestinlni mikrobioty mladéte. Mezi
dalsi pozitivné plisobici mikroorganismy traviciho traktu patii také laktobacily. V prubéhu

zivota se skladba mikrobioty méni (Geigerova et al., 2014).

Vyssi koncentrace bifidobakterii u mldd’at na mlécné vyzivé byla prokazana napiiklad
ve studii VIkové et al. (2008), ktera porovnavala osidleni traviciho traktu bifidobakteriemi u
dvou skupin telat. Ob¢ skupiny mlad’at byly po porodu ustajeny v individualnich boxech a
prvni 3 dny byly krmeny kolostrem, které zajistilo dulezité protilatky pro pieziti mladat.
Prvni skupina byla poté krmena kravskym mlékem a druha skupina telat byla krom¢ mlé¢né
nahrady krmena také starterem a senem. Hodnoty bifidobakterii ve 4. dnu véku byly u obou
skupin podobné, 7,7 log CFU/g, ale ve véku 21 dni byly hodnoty zcela odlisné. U mlad’at
krmenych kravskym mlékem se pocty bifidobakterii pohybovaly okolo hodnoty 9,32 log
CFU/qg, zatimco u telat na kombinované dieté se hodnota dostala pouze na 7,26 log CFU/g. Z

uvedenych hodnot je ziejmé, Ze sloZeni krmené davky ma zasadni vliv na pocet bifidobakterii
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v travicim traktu u mlad’at. Pro zvySeni Zivotaschopnosti a zdravi mladéte je dobré ponechat
mladé u matky az do odstavu, kdy je travici trakt osidlen probiotickymi bakteriemi ptirozené.
Mnozstvi probiotickych bakterii v travicim traktu je mozné zvysit podavanim probiotik jako
doplniku stravy ve stresujicich obdobich, vhodné je zatazeni probiotik po podavani antibiotik
a u zvifat drzenych v zajeti zejména po obdobi odstavu a na zacatku laktace (Biavati and
Mattarelli, 2012). Pro hospodaiska zvifata se podavaji nejcastéji bakterie rodu Lactobacillus,
Enterococcus, Bacillus nebo kvasinky rodu Saccharomyces (Gaggia et al., 2010).

Bifidobakterie byly doposud prostudovany nejvice u ¢lovéka a hospodaiskych zvirat,
ale jejich pfitomnost byla prokazana i u exotickych zvifat a hmyzu (Bunesova et al., 2014).
Exotické zvife lze definovat jako zvite, které je cizokrajné, neobvyklé, nezije v Ceské
republice ve volné ptirod¢. Tato zvitata jsou chovana v zoologickych zahradach, zooparcich

¢i jinych zajmovych chovech.

Podle jiz diive zminénych studii byly bifidobakterie nalezeny jak u bylozravych, tak u
vSezravych jedincl. Z byloZravych zastupct lze jmenovat naptiiklad slona indického. U n¢;j
bylo identifikovano B. adolescentis a B. boum (Bunesova et al., 2013), ktera se nachazi také v
bachoru skotu (Biavati and Mattarelli., 2012). U pandy velké byl pozorovan vyssi pocet
bifidobakterii u mlad’at, ale u dospélych jedinct se také bifidobakterie objevily (Hirayama et
al., 2015). U gorily nizinné byl identifikovan zcela novy druh B. moukalabense, ktery nebyl
doposud zaznamenan u jiného druhu zvifete (Tsuchida et al., 2014). Bifidobakterie byly
nalezeny také u vSezravého kosmana bélovousého, ktery se zivi plody, semeny, hmyzem a
mizou stromi. Bylo u néj nalezeno B. aesculapii (Modesto et al., 2014) a dle Endo et al.
(2012) bylo u kosmana bélovousého také objeveno B. reuteri a B callitrichos. Dalsi tii druhy
bifidobakterii byly nalezeny u vsezravého tamarina zlutorukého, ktery se zivi zejména kvéty,
plody, bobulemi, semeny a hmyzem. Jedna se o B. saguini, B. stellenboschense, B. biavatti
(Endo et al., 2012). Podobné je tomu u lemura katy, ktery je také vSezravy a dle studie

Modesta et al. (2015) se v jeho travicim traktu nachazi B. aesculapii a B. lemurum.

Vyskyt bifidobakterii u hmyzu neni zcela typicky, a proto byl pfipojen k exotickym
zvifatim do bakalafské prace. U hmyzu byly probiotické bakterie zaznamenany u druhd,
zijicich pfedevsim Socidlnim zplisobem zivota jako napiiklad vcely, vosy, §vabi a ¢meléaci. U

véel bylo identifikovano Bifidobacterium indicum, B. asteroides a B. coryneforme (Kope¢ny
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et al., 2010), u ¢melakt byla prokazéna ptitomnost nového druhu bifidobakterii B. commune
(Praet et al., 2013). U obratlovci je vSak Skala osidleni traviciho traktu mikroorganismy
rozmanitéj$i. Mnoho bifidobakteridlnich druh neni hostitelsky specifickych a mohou byt
nalezeny u vice druhoveé rozdilnych Zivoéichti (Biavati and Mattarelli., 2012; Bunesova et al.,
2014). U savcu je bakteridlni diverzita urena také prostiedim, ve kterém se zvife nachazi a
vyzivou, kterd je zvifeti poskytnuta. Bakteridlni diverzita gastrointestindlniho traktu je
nejrozmanitéjs$i u bylozravel, snizuje se pres vSezravce az k masozravcim. U bylozravcl
hraje ptitomnost komenzalnich bakterii dileZitou roli v ziskani energie zivin z krmiva, jelikoZ
savéi enzymy neumoziuji traveni celulozy a dal$ich komplexnich sacharidd. SloZeni stievni

......

ptirodé. (Geigerova et al., 2014).

Fakt, ze vyziva ovliviiuje vyskyt probiotickych bakterii ve stfevni mikrobioté, byl
dokazan v praktické ¢asti mé bakalarské prace. Vzorky odebrané od vSezravého nosala
¢erveného a od bylozravého morcete domaciho, obsahovaly bifidobakterie. Jejich pocet pti
kultivaénim stanoveni u nosala ¢erveného dosahoval hodnoty 8,07 log KTJ/g a u morcete
domaéciho 7,43 log KTJ/g. Pfitomnost bifidobakterii byla potvrzena nejen pii mikroskopickém
pozorovani, ale také pii provedeni F6PPK testu. Bifidobakterie se zde nachazely, ptestoze se
nejednalo o mlad’ata, ale o dospélé jedince. V porovnani s vysledky studie Rady a Petra
(2002), ktefi odebrali vzorky od riznych druhi zvifat chovanych v laboratornich podminkach
v Konarovicich, byly naméfeny podobné pocty bifidobakterii. U vzorkt vykali od morcete se
pocet bifidobakteri pohyboval okolo hodnoty 8,33 log CFU/ml, u kiecka 8,54 log CFU/g. V
piipad¢ porovnavani morcat, morcete domaciho ze Zoo Praha a morcete z laboratornich

podminek, byl pocet bifidobakterii u moréete ze z00 o néco malo nizsi.

V piipadé¢ vzorku ziskaného od fretky domaci a lisky polarni (oba dva druhy jsou
masozravé) nebyla pritomnost bifidobakterii prokazana, u obou zastupcii byly zjiStény pouze
laktobacily. U fretky domaci v hodnoté 8,08 log KTJ/g a u lisky polarni 3,46 log KTJ/g.
VétsSina zastupell z fadu Carnivora konzumuje masitou potravu, proto maji jednoduchy
zaludek, nekonzumuji tolik vlakniny jako bylozravci. Savei z fadu Carnivora maji specifické
osidleni mikrobioty traviciho traktu, coz je odliSuje od bylozravch a vSezravcu (Ley et al.,
2014). Pro masozravé zastupce je typické nizké zastoupeni bifidobakterii ve stfevni

mikrobioté (Endo et al., 2010).
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Studie Hirayama et al. (1989) se zabyvala bakterialnim osidlenim traviciho traktu u
pandy velké. U dospélych jedinct se pohybovaly poéty bifidobakterii v rozmezi hodnot 3,5-
4,1 log CFU/g, zatimco u mlad’at pted pfechodem na rostlinnou stravu byla zjisténa vyssi
hodnota bifidobakterii, 8,4 log CFU/g. Poéty laktobacili u dospélci pandy velké se
pohybovaly mezi hodnotami 5,1-6,1 log CFU/g, u mladat byla opét vys$si hodnota nez u
rodict, tedy 9,2 log CFU/g. Uvedené pocty z piedchozi studie potvrdil Ley et al. (2008), ktery
tvrdi, ze navzdory tomu, Zze panda velkd konzumuje byloZravou stravu, tak jeji osidleni
traviciho traktu je podobné&jsi spise zastupcim z fadu Selem (Carnivora). Pfestoze panda velka
neni typickym zastupcem fadu Selem, tak je diikazem, ze u mlad’at masozravci v obdobi
mlécné vyzivy je hodnota bifidobakterii vyssi, ale s pfechodem na pevnou stravu se pocet

bifidobakterii snizi na minimum.

Dalsim aspektem, ktery mtize ovlivnit vysledek stanoveni bakterii ve vzorcich z
traviciho traktu je pouzitd metoda. V bakaldiské praci bylo pouzito kultivaéni stanoveni na
selektivnich agarech. Selektivni média pro kultivaci bifidobakterii jsou zaloZzené na komeréné
dostupnych agarech jako je Man, Rogosa a Sharpe (MRS), dale Colombia, modifikované
Clostridial a Wilkins-Chalgren agary, které jsou dopliiovany o antimikrobialni slozky nebo
kombinaci téchto slozek. V téchto médiich je potlaten rast nezadoucich bakterii kromé
bifidobakterii antibiotiky, nizkym pH nebo kombinaci obou faktori. Dle Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology lze pouzi ke kultivaci bifidobakterii TPY meédium (trypticase
phytone yeast extract) doplnéné o mupirocin (100 mg/l). Lze vytvofit modifikovany TPY
agar, ktery je dopInén o mupirocin (100 mg/l) a ledovou kyselinu octovou (1ml/l). Tento agar
byl pouzit pro stanoveni bifidobakterii ve vzorcich stolice kojenct (VIkova et al., 2005).
Vysledky prace ukazuji, ze na pouzitém agaru mohou kromé bifidobakterii rast 1 klostridie. V
praktické casti mé prace byl pro stanoveni bifidobakterii pouzit modifikovany Wilkins-
Chalgren agar s pridavkem sdjového peptonu (5g/1), cysteinu (0,5 g/l), tweenu 80 (1 ml/l),
mupirocinu (100 mg/l) a ledovd kyselina octova (Iml/l). U vzorkl ziskanych od fretky
domaci a lisky polarni nebyly na tomto agaru detekovany bifidobakterie, ale da se
predpokladat, ze stanovené bakterie byly klostridie, protoze se jednalo o pravidelné tyCinky
produkujici plyn. Jelikoz, jak jiz bylo zminéno, mupirocin v kombinaci s ledovou kyselinou
octovou potlacuje rast ostatnich bakterii, ale nezabranuje rastu klostridii. Klostridie jsou k

mupirocinu rezistentni (VIkova et al., 2015). Pro stanoveni poctu laktobacili byl pouzit
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Rogosa agar, kde selektivné piasobilo v médiu pH, jehoz hodnota byla upravena na 5,4
kyselinou octovou. Timto zptsobem byl podpofen rist laktobacildi, zatimco ostatni bakterie

mlééného kvaseni byly potlaceny.

V praktické ¢asti nebyla provedena druhova identifikace mikroorganismii ze ziskanych

izolatd, bude nasledovat v diplomové praci.

V mé bakalarské praci jsem se zaméfila na zvifata chovana v lidské péci. Uméle
odchovana zvitata ziji v zoologickych zahradach, narodnich parcich ¢i zvifecich domech.
Prestoze se lidé snazi zviratim v zajeti zajistit potravu, co nejvice podobnou potravé ve volné
ptirodé, nékdy to neni mozné, a proto jsou Casto zvifata krmena nahrazkou dané potravy,
ktera je lépe dostupnd. Proto zvitata ve volné ptirodé mohou mit odlisné slozeni mikrobity
(Geigerova et al., 2014). U zvitat chovanych v zoologickych zahradach mohou vzniknout
problémy se skladbou komponentl krmné davky. Krmné davka musi spliiovat Zivinové
potieby zvifete, jako je obsah makro- i mikronutritientli ve vyziveé, a zaroveil musi zviteti
chutnat. U zvifat narozenych v zoologické zahrad€ vétSinou nebyva problém s krmnou
davkou, ale u jedincu ptivezenych z jinych zatizeni ¢i z volné ptirody, miize vzniknout
problém, ktery mtize ohrozit 1 Zivot zvifete (Puschmann et al., 2013). Vlivem socialniho
napéti ve skupin¢, plisobenim stresu a nestabilnim piijmem potravy miize dojit k rozhozeni
¢innosti traviciho traktu. V tuto chvili, jak bylo jiz dfive zminéno, je vhodna aplikace
probiotik, které ochrani zazivaci ustroji pied rozvojem infek¢nim onemocnéni, kterym se v
zoologickych zahradach a jinych chovech snazi chovatel vzdy piedejit a zachovat zdravi

jedince.

Zvitata, od kterych byly odebirdny vzorky, byla zdrava, neméla zazivaci ¢i jiné potize
tykajici se traviciho traktu. Nebyla jim aplikovana probiotika. U masozravych jedinct je
mozné se domnivat, Zze nulovy vyskyt bifidobakterii v travicim traktu je ptirozeny v disledku
konzumované potravy, proto neni nutné zatadit probiotika jako dopln€k stravy. U dvou
jedinct, nosala ¢erveného a morcete domaciho, u kterych byly bifidobakterie zjistény, se
jedna o odpovidajici hodnotu jejich véku, jelikoz se jedna o dospé€lé jedince. Bifidobakterie
byly zjistény u nosala cerveného v hodnotach 8,07 log KTJ/g z celkovych poctii anaerobli a u
morcete domaciho se hodnota bifidobakterii pohybovala okolo 7,43 log KTJ/g z celkovych

po¢tl anaerobi. V tuto chvili aplikace probiotik neni nutnd, vhodné bude zafazeni probiotik
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pfi onemocnéni gastrointestinalniho traktu ¢i jinych stfevnich potizich, pfi st€hovani nebo

neptiznivych klimatickych podminkach jako je napt. vlhké pocasi.
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7 Zavér

V bakalaiské praci byl sledovan vyskyt bifidobakterii a laktobacild u 4 druhd zvitat
chovanych v Zoo Praha. Bifidobakterie byly ptitomny ve vzorcich vykali nosala cerveného a
morcete doméaciho a to v podtech kolem 10® a laktobacily v poétech kolem 10°. U lisky
polarni a fretky domaci bifidobakterie nebyly nalezeny, pocty laktobacili byly velmi

variabilni.
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