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Variabilita bifidobakterii ve stifevni mikrobioté Sus scrofa

Souhrn

Bifidobakterie bézn€¢ obyvaji gastrointestindlni trakt savcl a jsou spojovany
s pozitivnimi G¢inky na zdravi svého hostitele. Pfispivaji také ke vstiebavani zivin a zlepSuji
odolnost jedince vici chorobam. Nekteré druhy bifidobakterii jsou multihostitelské, zatimco
jiné se specializuji na konkrétni hostitele. U prasat (Sus scrofa) se bifidobakterie vyskytuji
jako soucdast jejich stfevni mikrobioty a nékteré druhy jsou dokonce pro praseciho hostitele
specifické. U divokych prasat se bifidobakterie nachazi ve vy$$im poctu nez u prasat
domacich, nicméné ta vykazuji jejich vyssi druhovou diverzitu, patrné diky domestikovanému
zpusobu zivota €1 interakcim s lidmi. Zastoupeni a druhova variabilita bifidobakterii mohou
byt u prasat ovlivnény mnoha faktory, jako je zpisob chovu, prostfedi, domestikace, strava,
genetika a dalsi.

Cilem praktické casti této diplomové prace bylo zidentifikovat kmeny bifidobakterii
izolované ze stfevni mikrobioty divokych a domacich prasat metodou MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie s rozSifenou databazi pro identifikaci bifidobakterii a vybrané
izolaty dale charakterizovat fingerprintovou metodou REP-PCR. Detekovano bylo celkem
9 rznych druhii bifidobakterii. Nejcastéji detekovanymi druhy u praseciho hostitele byly
B. thermophilum, B. apri a B. boum. Zastoupeni nékterych druhii se u divokych a domacich
prasat liSilo. Pro divoka prasata byla typickd pfitomnost druhu B. apri, zatimco pro prasata
domaci B. animalis. Naopak druhy B. thermophilum, B. boum a B. porcinum byly bé&zné
detekovany u obou dvou skupin. Pravdépodobné tedy piedstavuji hostitelsky specifické druhy
pro prasata, druh B. apri dokonce jenom pro divokd. Tyto vysledky byly potvrzeny
1z pohledu lokalit. N&které druhy byly typické pouze pro urcitou oblast (B. apri), zatimco jiné
byly S$iroce rozSifené mezi téméef vSemi sledovanymi lokalitami (B. thermophilum).
Detekovan byl i vliv pohlavi hostitele, kdy samice obou skupin vykazovaly vyssi druhovou
variabilitu nez samci. Zaroven byla taktéz zjiSt€na vysoka kmenova variabilita u druhi
B. thermophilum a B. apri pti hodnoceni fingerprintovych profilid. Tyto variabilni kmeny by
mohly pfedstavovat fylogeneticky ptfibuzné druhy ¢i jesté neobjevené poddruhy. Naopak
v ramci druhu B. animalis byly odhaleny geneticky podobné kmeny naptic lokalitami.

MALDI-TOF MS s rozsifenou databazi se osvédcila jako vhodny néstroj pro urceni
velkého mnoZzstvi variabilnich druht bifidobakterii u izolath prasec¢iho ptvodu, stejné tak
fingerprintova metoda REP-PCR s primerem GTGs pro hodnoceni jejich kmenové variability.
Do budoucna je nicméné nezbytné dalsi testovani se zapojenim riznych metod pro ovéfeni
vystuptl a ziskdni komplexnéjSich informaci. Znalost bifidobakterii pfitomnych ve stieve
divokych a domacich prasat je diilezita nejen z hlediska ekologické distribuce téchto baktertii,
ale 1 z praktickych divoda. Nékteré bifidobakterie by mohly jako probiotika zlepSit produkcni
parametry v chovu prasat ¢i prispét k naslednému zisku kvalitn€jSich masnych produkti.
Proto je hledani hostitelsky specifickych kment pro prasata s timto potencidlem zaddouci.

Kli¢ova slova: Stfevni mikrobiom; prase divoké; prase domaci; Bifidobacterium;
MALDI-TOF MS, REP-PCR



Bifidobacterial variability in the gut microbiota of
Sus scrofa

Summary

Bifidobacteria are commonly found in the gastrointestinal tract of mammals and have
been associated with positive health effects in their hosts. They also aid in nutrient absorption
and can improve resistance to diseases. Some bifidobacterial species are multihost, while
others are host-specific. In pigs (Sus scrofa), bifidobacteria are a part of their gut microbiota,
and some species are even specific for this host. Wild pigs have a higher number of
bifidobacteria compared to domestic ones. However, domestic pigs exhibit greater species
diversity, which is likely due to their domesticated lifestyle or interactions with humans. The
abundance and species variability of bifidobacteria in pigs can be influenced by many factors,
including farming methods, environment, domestication, diet, genetics, and others.

The practical section of this thesis aimed to identify bifidobacterial strains isolated from
the gut microbiota of wild and domestic pigs using MALDI-TOF mass spectrometry with an
extended database for bifidobacterial identification. Then, the selected isolates were
characterized using REP-PCR fingerprint method. A total of 9 different bifidobacterial
species were detected, with B. thermophilum, B. apri, and B. boum being the most frequently
detected species in porcine hosts. The presence of some species differed between wild and
domestic pigs. B. apri was typical in wild pigs, while B. animalis was typical in domestic
pigs. In contrast, B. thermophilum, B. boum, and B. porcinum were commonly found in both
groups and likely represent host-specific species for pigs, with B. apri being exclusive for
wild pigs. The results were also confirmed in terms of localities, where certain species were
specific to particular areas (B. apri), while others were distributed widely among almost all
areas (B. thermophilum). The effect of host sex was also observed, with females from both
groups showing higher species variation than males. Additionally, high strain variability was
detected in B. thermophilum and B. apri species when assessing fingerprint profiles. These
variable strains could potentially represent phylogenetically related species or undiscovered
subspecies. In contrast, B. animalis strains were genetically similar across different locations.

The use of MALDI-TOF MS with an extended database proved to be a suitable tool for
identifying a large number of variable bifidobacterial species of porcine origin. The REP-PCR
fingerprint method with the GTGs primer was also effective in evaluating their strain
variability. However, further testing involving different methods is necessary for the future to
validate the results and obtain more comprehensive information. The knowledge of
bifidobacteria present in the intestine of wild and domestic pigs is important not only for
understanding the ecological distribution of these bacteria but also for practical reasons. As
probiotics, certain bifidobacteria could improve production parameters in pig production or
contribute to the subsequent production of better-quality meat products. Therefore, the search
for host-specific strains for pigs with this potential is desirable.

Keywords: Gut microbiome; wild boar; domestic pig; Bifidobacterium; MALDI-TOF MS,
REP-PCR
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1 Uvod

Zivo¢isna a bakterialni fiSe se po stovky milionti let vyvijely spole¢né a ptizptisobovaly
se tak, aby navazovaly mezidruhové vztahy (Kostic et al. 2013). Zvifeci gastrointestinalni
trakt skryva slozitou mikrobidlni sit’. Slozeni stfevni mikrobioty odrazi neustalou koevoluci
téchto mikroorganismti s jejich hostitelskym prosttedim (Ley et al. 2006). RozSifenou
a hojnou skupinou bakterii ve stfevech savcl jsou bifidobakterie (Rodriguez & Martiny
2020). Jsou povazovany za nepatogenni komenzalni probiotické bakterie, jejichz pfitomnost
v gastrointestindlnim traktu je spojovéana s riznymi zdravotnimi piinosy (O’Callaghan & van
Sinderen 2016).

Bifidobakterie se vyskytuji v mikrobioté fady teplokrevnych Zivocichti (Bunesova et al.
2014), vcetné typického hostitele Sus scrofa (Simpson et al. 2004b; Gavini et al. 2006;
Mikkelsen et al. 2003; Pechar et al. 2017b), ktery ma nejen komercni vyznam v chovu zvifat,
ale je 1 dilezitym biomedicinskym modelem ¢lovéka (Shang et al. 2022). Je také idealnim
modelem savce pro odhaleni piivodu a evoluce stfevni mikrobioty specifické pro hostitele,
jelikoz pro srovnani je k dispozici jeho ptfimy divoky ptredek a blizei fylogeneticti sousedé
(Ushida et al. 2016). Stfevni mikrobiota prasat je velmi dilezita pro vyzivu, energii, imunitu
ijejich fyziologicky stav. Zaroven plemeno, vék, té€lesnd hmotnost, strava, genetika, prostiedi
a dalsi faktory zptisobuji zmény ve sttevni mikrobioté (Kim & Isaacson 2015).

Ptitomnost bifidobakterii ve stfevé prasat hraje vyznamnou roli. Dle Modesto et al.
(2009) byly navic schopny svou piitomnosti modulovat slozeni celkové stievni mikrobioty
prasat. PfiCemz samotny rust a metabolickd aktivita bifidobakterii mohou byt selektivné
stimulovany riznymi prebiotickymi sacharidy (Gibson 2008; Ventura et al. 2007c).

Modulace stfevni mikrobioty pomoci probiotickych bakterii ¢i prebiotik by mohla byt
jednim z moznych zpisobi, jak bojovat proti stievnim poruchdm a ptispét tak k podpote
zdravi jedince (Duranti et al. 2020), také s moznym efektem na kvalitu kone¢ného masného
vyrobku pro spotiebitele (Chang et al. 2018). Proto monitoring vyskytu druhového zastoupeni
bifidobakterii u domécich a divokych prasat ma vysoky potencial nejen pro samotné hostitele
a jejich chovatele, ale nepfimo také pro konzumenta vepfového masa.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Bifidobakterie jsou komenzalni skupinou probiotickych bakterii vyskytujici se napfi¢
zivoc¢iSnou Tisi. Pfedpokladame, Ze prostiedi (volnd piiroda, lokalita a chov), ve kterém ziji
jedinci Sus scrofa, ovliviiuje druhové zastoupeni bifidobakterii v jejich stfevni mikrobiot¢.

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat literarni reSer$i na zéklad¢ aktualnich
védeckych poznatkli o rodu Bifidobacterium v souvislosti se stfevni mikrobiotou Sus scrofa.
Dale bylo cilem identifikovat izolaty bifidobakterii ze sbirky divokych kment ziskanych ze
sttevni mikrobioty divokych a domacich prasat pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie a v neposledni fad¢ tyto izolaty genotypové charakterizovat fingerprintovou
metodou REP-PCR.



3 Literarni reSerse

Mikroorganismy se objevily asi pied 3,5-3,8 miliardami let, tedy pouhou miliardu let
po vzniku Zemé¢. Od té doby se mikrobiim dafi mimotadné dobie. Jejich celkovy pocet na
Zemi se odhaduje na 4-6 x 10°**KTJ (Tuson & Weibel 2013).

Bakterie zaujimaji na Zemi Sirokou Skélu ekologickych nik. Jejich dlouhd evolu¢ni
historie je vystavila velmi rGznorodym ekosystémim. Vyvinula se u nich pozoruhodna
schopnost pfizplsobit se okolnimu prostfedi v reakci na ménici se podminky. Bakterie jsou
schopny detekovat chemické, tepelné a mechanické podnéty ¢i elektrické a magnetické pole
anasledné¢ na n¢ reagovat (Persat et al. 2015). Maji zésadni vliv na evoluci a ekologii
zivo€icht, ovliviiuji jejich genom, vyvoj a fyziologii (McFall-Ngai et al. 2013). Pfedpoklada
se, ze fyziologie hostitele a jeho strava denné piisobi na slozeni spoleCenstev bakterii v jeho
stteveé. Zaroven je slozeni mikroorganismli ovliviiovano také evolu¢ni historii v mnohem
delsim casovém horizontu. Velkou vyzvou ve vyzkumu mikrobiomu zvifat i lidi je proto
oddélit ekologické a evoluéni procesy, které jsou zakladem variability stfevnich
mikroorganismu. Jednim z piistupt k feSeni téchto otdzek je zaméfit se na urcitou skupinu
bakterii v ramci SirSiho spolecenstvi mikroorganismu zijici ve stfevé (Rodriguez & Martiny
2020).

Pro redlny popis bakterii je tfeba zaclenéni riznych podnéth reprezentativni pro jejich
piirozené prostiedi. Takové analyzy jsou rozhodujici pro komplexni pochopeni jejich
biologickych procesi. Tim lze dosahnout pokroku v omezovani zivotaschopnosti bakterii
nebo naopak podpofe jejich ristu v 1ékafstvi, pramyslu ¢i zemédélstvi (Persat et al. 2015).

3.1 Bakterie Celedi Bifidobacteriaceae

V soucasnosti Celed’ Bifidobacteriaceae spada do kmene Actinobacteria a zahrnuje rod
Bifidobacterium, Gardnerella a osm tzv. scardovidlnich rodi, konkrétné Aeriscardovia,
Alloscardovia, Bombiscardovia, Galliscardovia, Neoscardovia, Parascardovia,
Pseudoscardovia a Scardovia (Mekadim et al. 2019).

Bakterie celedi Bifidobacteriaceae jsou pleomorfni nepohyblivé tyCinky, které se
vyskytuji bud’ jednotlivé, nebo se seskupuji do fetizkd a shlukl. Jednd se o grampozitivni
bakterie s vyjimkou Gardnerella vaginalis, ktera mize byt grampozitivni i gramnegativni.
Buniky jsou nepohyblivé, bez pouzdra a netvoii spory. Bakterie této ¢eledi mohou byt bud’
anaerobni, nebo fakultativné anaerobni. Za ptitomnosti oxidu uhli¢itého jsou vSak nckteré
anaerobni bifidobakterialni druhy schopny kyslik tolerovat (Biavati & Mattarelli 2006). Podil
guanino-cytosinového komplementarniho paru (DNA G+C) se u nich pohybuje od
42 do 67 mol %. Rod Bifidobacterium vykazuje pomérn€ vysoky obsah DNA G+C v rozmezi
53 az 67 mol % (Killer et al. 2010).

Rostouci pozornost veénovana rodu Bifidobacterium souvisi predevsim s lohou
prospésnych komenzalnich druhi bifidobakterii. Ovliviuji fyziologii hostitele a podileji se na
udrzeni rovnovahy gastrointestindlniho traktu lidi (Biavati & Mattarelli 2018). I pies to vsak
mohou byt bifidobakterie spojovany s vyskytem zubnich kazi (Scardovi & Crociani 1974)
a infekci mocovych cest (Barberis et al. 2011).
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3.2 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie byly poprvé objeveny H. Tissierem, ktery izoloval bakterie se zvlastnim
a charakteristickym tvarem pismene Y ze stolice kojencii. Nazval je Bacillus bifidus (Tissier
1899). Tyto bakterie byly nejprve zahrnuty do rodu Lactobacillus vzhledem k jejich
podobnosti s timto rodem (Breed et al. 1957). Az posléze v osmém vydéani Bergey's Manual
of Determinative Bacteriology v roce 1974 byla uznana existence rodu Bifidobacterium jako
samostatného taxonu (Buchanan et al. 1974).

Jedna se o nepohyblivé tyCinky riizného vzhledu, obvykle zakiivené a ¢asto rozvétvené.
Cerstvé izolované kmeny mohou mit formy od uniformnich, rozdvojenych (vzhled pismene
Y a V), lopatkovitych ¢i kyjovitych, az po rozvétvené tvary. V neptiznivych podminkach
prostfedi bifidobakterie vykazuji vicendsobné vétveni a vysoky bunéény pleomorfismus,
ackoli ve svém pfirozeném prostfedi maji vétSinou tyCinkovity tvar (Leahy et al. 2005).
Priklad detailni bunééné morfologie zndzorfiuyje Obrazek 1. Pomoci rastrovaciho
elektronového mikroskopu je zde zachycen konkrétni druh B. apri, ktery byl kultivovan
anaerobné¢ v TPY bujonu. Podobna morfologie byla dokumentovdna také pro nejblizsi
pribuzné termofilni bifidobakterie: B. thermophilum a B. thermacidophilum subsp. porcinum
(Pechar et al. 2017b).

Obrazek 1: Bunécna morfologie Bifidobacterium apri pomoci
elektronoveho mikroskopu (Pechar et al. 2017b)

Morfologie bifidobakteridlnich bunék muize byt ovlivnéna fadou faktori béhem jejich
kultivace. Bylo prokazano, Ze mnozstvi N-acetylglukosaminu, alaninu, kyseliny asparagové,
kyseliny glutamové, serinu a Ca®" iontd v rGstovém médiu ovliviiuje jejich tvar bungk
(Ventura et al. 2004). Pfi subkultivaci v médiu s nadbytkem N-acetylglukosaminu, ktery je
zakladnim prekurzorem biosyntézy peptidoglykanu, maji buiky bifidobakterii pravidelng;si
formu. Naopak pfi nedostatku N-acetylglukosaminu bunky vytvari rozvétvené formy (Biavati
et al. 2000).

Bifidobakterie jsou bézné popisovany jako striktn¢ anaerobni bakterie (Turroni et al.
2011). Avsak jejich stupeni citlivosti ke kysliku se mize mezi kmeny a druhy velmi lisit
(Kawasaki et al. 2006). Tolerance ke kysliku u bifidobakterii zavisi na pfitomnosti souboru
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NADH oxidaz, které redukuji kyslik na vodu nebo peroxid vodiku. To umoznuje nékterym
bifidobakteriim rtst také v piitomnosti nizkych koncentraci kysliku. Aerotolerantnimi
bifidobakteriemi jsou napiiklad druhy B. animalis, B. thermophilum, B. boum, B. minimum ¢i
B. psychraerophilum (Ladero & Sanchez 2017). Optimalni ristova teplota lidskych
bifidobakterii se pohybuje mezi 36 a 38 °C, zatimco u druhi Zivo¢iSného piivodu je o néco
vyssi, priblizné 41-43 °C (Bunesova et al. 2014). Minimalni teplota pro rast se uvadi kolem
25-28 °C. Vyjimkou je druh B. mongoliense, jez mize rust i pii 15 °C a také praseci druh
B. psychraerophilum pti 8 °C (Biavati & Mattarelli 2015). Naopak u vSech zastupci
termofilni skupiny (B. apri, B. boum, B. thermophilum, B. thermacidophilum subsp. porcinum
a B. thermacidophilum subsp. thermacidophilum) byla prokazana schopnost rdstu pfi
teplotach az 49-50 °C (Pechar et al. 2017b). Optimalni pH pro poc¢atecni rust je 6,5-7,0. Pti
pH 4,550 nebo pH 8,0-8,5 bifidobakterie vétSinou nerostou s vyjimkou
B. thermacidophilum, ktery snasi pH 4,5 (Biavati & Mattarelli 2015).

Bifidobakterie se hojné nachazi zejména v dolnich castech tlustého stieva. Za svij
ekologicky uspéch vdeéci své schopnosti metabolizovat komplexni sacharidy (Ventura et al.
2007b). Degradace nestravitelnych sacharidii predstavuje jeden ze zpusobu, jak zajistuji
bifidobakterie a dalsi sttevni komenzalové svou kolonizaci a perzistenci ve stfevé (Bottacini
etal. 2017).

3.2.1 Evoluce, vyskyt a rozsireni

Hmyz se po Zemi pohyboval mnohem dfive nez savci, proto lze tvrdit, ze by mohl byt
puvodnim hostitelem bifidobakterii (Bottacini et al. 2012). Statistické testy potvrdily, ze
lidské izolaty bifidobakterii jsou mnohem mladSi nez izolaty ziskané ze vcel. Lze tedy
ocekavat, ze bifidobakterie se béhem raného vyvoje ptizplsobily vcelam a poté se rozsitily
imezi lidské hostitele (Sun et al. 2015). Rozsahla fylogenetickd analyza odhalila, ze druh
B. asteroides izolovany ze stfeva hmyzu pravdépodobné ptedstavuje druh nejblize ptibuzny
praptedku rodu Bifidobacterium (Turroni etal. 2011). Ve srovnani s ostatnimi druhy totiz
obsahuje odlisné glykosidazy odrazejici jeho metabolické chovani vi¢i jednoduchym
sacharidim vyskytujicich se ve stfevé vcel medonosnych. To nasvéd¢uje jeho delsi historii
adaptace na své hostitele. Tato hostitelska specifita druhli ptibuznych B. asteroides miize
pfedstavovat potencialni cenné kandidaty na probiotika pfisti generace pro vcely (Lugli et al.
2022).

Kombinaci sekvenovani genomu a izolaci bakterii doslo k identifikaci a charakterizaci
vice nez 100 riznych druhti bifidobakterii. Je pozoruhodné, Ze za poslednich 10 let bylo
popsano vice druht bifidobakterii nez v ptedchozim stoleti (Lugli et al. 2022). Pocinaje
identifikaci prvniho druhu Bifidobacterium bifidum v roce 1899 (Tissier 1899). Aktualné ke
dni 17. 3. 2023 bylo popsano 117 druhti a 18 poddruhii bifidobakterii (databaze bacterio.net).
A tento seznam se stale rozrista.

Mnoho nové popsanych bifidobakteridlnich druhli je spojeno s gastrointestinalnim
traktem primatl a vétSina z téchto druhti byla izolovdna z novosvétskych opic, jako jsou
kosmani a tamarini, uvadi Neuzil-Bunesova et al. (2021). Studium mikrobioty primatd
poskytuje dilezité poznatky o podobnosti jejich vlastnosti u ¢lovéka (Michelini et al. 2016).
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V nedavné dob¢ bylo izolovano 5 novych druhti bifidobakterii z vykalt primati v ¢eskych
zoologickych zahradach. Nové izolované B. panos a B. erythrocebi jsou prvnimi druhy
bifidobakterii identifikované u Simpanzii a kockodanli. Zarovenl vykazuji vysokou
genotypovou podobnost s bifidobakterialnimi druhy typickymi pro lidi. B. oedipodis,
B. moraviense a B. olomucense byly izolovany ztamarinid (Neuzil-Bunesova et al. 2021).
Celed kosmanoviti (Callitrichidae) ma dle Malukiewicz et al. (2022) nejvyssi primérmou
cetnost bifidobakterii ve stfevnim mikrobiomu primati (> 30 %). Uvadi, ze mezi touto Celedi
primata a bifidobakteriemi by mohl existovat diilezity evolucni vztah.

Bifidobakterie se pfirozené vyskytuji v gastrointestinalnim traktu savci i lidi. Izolovany
byly také z lidské krve (Hoyles et al. 2002), mocCového traktu, vaginalniho prostiedi a ustni
dutiny cClov€ka, z odpadnich vod, fermentovaného mléka (Biavati & Mattarelli 2009) ¢i
z dolni ¢asti traviciho traktu ptaka a spoleCenského hmyzu (Alessandri et al. 2021). Jednotlivé
hostitele ve fylogenetickém stromu bifidobakterii znazoriiuje Obrazek 2 a souvisi piimo ¢i
nepiimo s prostfedim lidského nebo zvifeciho stfeva. Pricemz vyskyt bifidobakterii
v odpadnich vodach, Gstni dutin¢ a mléce je pravdépodobné disledkem kontaminace z jejich
puvodniho pfirozeného zdroje, tedy gastrointestinalniho traktu (Turroni et al. 2011). Jejich
rozsifeni naznacuje, ze bifidobakterie jsou obecné pfitomny u mnohobunéénych organismi
vychovavajici své potomstvo (savci, ptaci, socidlni hmyz). Je tedy mozné, Ze takové Siteni
bifidobakterii je diisledkem piimého pienosu bifidobakteridlnich bunck z rodice na potomstvo
(Ventura et al. 2014).
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Obrazek 2: Fylogeneticky strom rodu Bifidobacterium, upraveno dle Alessandri et al. (2021)
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Pokud jde o Ccloveka, bifidobakterie jsou prvnimi bakteridlnimi kolonizatory
gastrointestinalniho traktu novorozencii (Satti et al. 2021) a zaroven jednim z nejhojngji
zastoupenych bakterialnich rodt pfitomnych v lidském stievé béhem rané faze zivota. Bylo
prokédzéano, ze bifidobakterie se mohou zapojit do vertikalniho pfenosu, ke kterému dochazi
mezi matkou a novorozencem béhem porodu a pravdépodobné i naslednym kojenim. Tento
fascinujici jev se vyskytuje nejen u lidi, ale také u jinych druht savcl (Duranti et al. 2020).
V dospivani a nésledné dospélosti dochazi k poklesu cetnosti bifidobakterii a zméné
biodiverzity. V tomto okamziku se bifidobakteridlni komunita stabilizuje az do stafi, coz
potvrzuje jeji dilezitou roli béhem celého zivota (Alessandri et al. 2021).

Diky rozsiteni bifidobakterii existuji multihostitelské druhy s kosmopolitnim zplisobem
zivota. Naptiklad druh B. longum byl izolovany z vykald lidi 1 zvitfat. Také B. animalis
a B. pseudolongum byly nalezeny u rtuznych druha zvirat (Satti et al. 2021). B. breve, ktery
byl do té doby spojovan pouze s lidskym stfevem, byl prokazan také u domestikovanych
zvitat (Duranti et al. 2020). B. asteroides ¢i B. bombi, bifidobakterie vysoce specializované na
kolonizaci stfeva hmyzu, se ukéazaly byt Siroce rozSifené mezi riznymi sav¢éimi hostiteli
(Milani et al. 2017). B. adolescentis, B. bifidum, B. longum a B. pseudolongum jsou obecn¢
vSudyptitomné a nejhojnéji zastoupené bifidobakterialni taxony. Diive byly identifikovany
jako specializované na urcitou niku. Nyni vSak vime, Ze jsou schopny kolonizovat Siroky
pocet variabilnich savc€ich hostitelt (Milani et al. 2017).

Bifidobakterie si vyvinuly specifické¢ soubory kooperativniho chovani mezi ostatnimi
kolonizatory, které ptsobi jako silné evolu¢ni hnaci sily ve stfevni mikrobioté savct (Milani
et al. 2017). Bifidobakteridlni druhy se nevyvijely individudln€¢ smérem k adaptaci na
specifické prostredi, ale spoléhaly se na spolupraci s ostatnimi mikroby, aby dosahly
kolonizace SirSiho spektra rtiznych hostiteld (Rios-Covian et al. 2015). Nékolik druht
bifidobakterii je dokonce schopno kolonizovat stfevni trakt masozravych savct, ackoli jejich
strava obsahuje pouze omezené mnozstvi preferovaného zdroje energie bifidobakterii. To
vyvraci dfive navrhované chovani specializované na niku ¢i hostitele. Tato usp€sna adaptace
bifidobakterii na rizné ekologické niky je pfisuzovéna specifickym vlastnostem tohoto
taxonu. Rozsahlé a riiznorodé metabolické schopnosti umoznuji bifidobakteriim piistup
k velkému mnozstvi jednoduchych i slozitych sacharidii pochazejicich z potravy a od
hostitele. Tyto vlastnosti se pravdépodobné v pribéhu casu vyvinuly tak, aby zajistily jejich
uspésnou adaptaci a odolnost v savéim gastrointestindlnim traktu (Alessandri et al. 2021).
Celkove¢ se zda, ze sestava bifidobakterii v jejich biotopech je ur¢ena kombinaci ekologickych
a evolucnich sil. Bifidobakterie tak nabizi model pro studium téchto procesii v mikrobiomech
zivo€ichll (Rodriguez & Martiny 2020).

Bylo prokazano, ze nékteré druhy bifidobakterii jsou specifické jak pro hostitele, tak pro
ekologickou niku. Ptiklady hostitelsky specifickych druhi jsou B. breve u €lovéka, B. rousetti
u netopyra Ci B. reuteri u kosmana (Satti et al. 2021). Adaptované druhy pro konkrétni zvitata
jsou i B. cuniculi pro kraliky, B. angulatum pro kravy nebo B. gallinarum pro kutata (Duranti
et al. 2020). Pro prasata je specifickym druhem B. psychraerophilum (Simpson et al. 2004b).
Bifidobakterie si také mohly vyvinout kmenové specifickou adaptaci na konkrétni hostitele
v disledku dlouhodobé koevoluce (Milani et al. (2017). Adaptace bifidobakterii na své
hostitele se odrazi v evoluc¢ni historii spole¢ného jadra genomu i ve slozeni jejich akcesornich
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genu a specifickych genovych sad. Specializace bifidobakterii na hostitelsky druh je primarné
ur¢ovana vertikalné dédénymi znaky (Rodriguez & Martiny 2020).

Koevoluce hostitele a jeho mikrobioty mezi nimi vytvofila vzajemné prospéSny vztah
a mikrobialni komunita se tak stala nepostradatelnou pro metabolismus a zdravi hostitele
(Splichalova et al. 2020). V poslednich letech jsme byli svédky rostouciho poctu studii
zaméfenych na sloZeni stfevni mikrobioty prasat. Pfi¢emz byly nakresleny korelace mezi
timto sloZzenim a praimérnym dennim pfirtistkem hmotnosti prasat, u¢innosti konverze krmiva
a jejich pfijmem (Yang et al. 2020). Bifidobakterie piedstavuji také pivodni obyvatele prasat
(Biavati & Mattarelli 2006). Divoka prasata patfila mezi prvni divokd zvifata, kterd byla
domestikovana prvnimi lidmi (Larson et al. 2005). Proto se euroasijska divoka prasata zdaji
byt vhodnym modelem pro evolucni a genetické studie bifidobakterii u prasat domaécich.
Predstavuji piedky vétSiny plemen domécich prasat. Tudiz by jejich bifidobakterialni
populace mohla pfedstavovat fylogeneticky archetyp, z n¢hoz se vyvinuly bifidobakterie
vyskytujici se u prasat domacich (Pechar et al. 2017a).

3.3 Prase divoké a domaci

Prase divoké (Sus scrofa scrofa) je jednim z nejpocetnéjSich kopytnikli v Evropé
prizptasobivy druh se vyskytuje v prostiedi mirného a tropického pasma od lest, bazin
apastvin az po polopousté (Niedziatkowska et al. 2021). Prase domaci (Sus scrofa
domesticus) se vyvinulo z divokych prasat ptiblizné¢ pted 10 000 lety v Eurasii v disledku
zemédéElské Cinnosti Cloveéka (Ushida et al. 2016).

3.3.1 Gastrointestinalni trakt Sus scrofa

Gastrointestinalni trakt (GIT) je funkéné a anatomicky rozmanity organ zahrnujici tsta,
jicen, zaludek, tenké stievo, tlusté stievo a koneénik (Patil et al. 2020). Stfevo vykazuje rtizné
funkce vcetné absorpce zivin, absorpce a sekrece elektrolytli (a vody), sekrece mucinu
a imunoglobulint. Podili se také na selektivni bariérové ochrané proti Skodlivym antigentim
a patogenum (Lalles et al. 2004).

Traveni zivin v GIT prasat zjednodusené =zahrnuje enzymatickou hydrolyzu
a mikrobialni fermentaci potravy. Piestoze se prasata do znacné miry spoléhaji na proces
hydrolyzy Zivin pomoci endogennich travicich enzymi, mikrobialni fermentace k nému
mistem, kde probihd fermentace, slepé a tlusté stfevo. Nestravena potrava je metabolizovana
lokélni mikrobiotou. Koncentrace kone¢nych produktl bakteridlni fermentace, jako jsou
mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), amoniak a plyny véetné¢ H2, CHs a CO2, odrazi
aktivitu stievni mikrobioty. PfiCemz pravé mikrobiota uruje spravny prubéh procest v GIT
(Pecka-Kietb et al. 2016). GIT je nejen nejvétSim rozhranim mezi vnéjSim a vnitinim
prostiedim Zzivocichti, ale obsahuje také nejvyS$Si mnoZstvi a rozmanitost mikroorganismu
(Patil et al. 2020).
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Prase domaéci travi a vstiebava vice potravy nez prase divoké. A to diky prodlouzeni
tenkého stfeva a zvétSeni jeho povrchu. Travici procesy u domacich prasat probihaji
pravdépodobné pomaleji a kontinualnéji s mensim vydejem energie. Poskytuji vSak vice latek
pro intenzivni biosyntézu bilkovin, nez tomu je u prasete divokého. Kratsi tenké stievo
prasete divokého s mensim povrchem vykazuje vysSi metabolickou aktivitu. Fyziologie
tenkého stfeva se navic musi pfizptisobit odlisné nabidce potravy, kterd vyzaduje stalou
pohotovost traveni a vstiebavani (Uhr 2014). Piestoze divoka prasata davaji prednost potrave
s vysokym obsahem bilkovin, ve srovnani s prasetem domacim maji 1épe vyvinuté tlusté
stitevo. To by mohlo naznacovat jeho vyznamny podil na traveni sacharidi (Pecka-Kietb et al.
2016).

3.3.2 Strevni mikrobiota Sus scrofa

Mikrobiota GIT je definovéna jako komplexni spolecenstvi tvorené komenzalnimi
a potencidlné patogennimi mikroorganismy obyvajici stfevo savct (Patil et al. 2020).
Zahrnuje viry, bakterie, archea, houby, kvasinky a prvoky (Splichalova et al. 2020).

V GIT savcl bylo objeveno pfiblizné 1000 druht bakterii (Kim & Isaacson 2015). Ve
zdravém stfevé si ur€ité druhy udrzuji staly pocet, ktery pfispiva k opétovnému vyuziti
nekterych zivin a produkci vitamin. Kromé toho mohou ucinné chranit hostitele pred
kolonizaci patogennimi mikroorganismy (Huang et al. 2020). Rizni hostitelé si v procesu
adaptace na prostfedi vytvofili vlastni stfevni mikrobiom, aby se pfizplsobili okolnimu
prostiedi (Cao et al. 2022).

Stievni mikrobiota prasat zahrnuje rozmanité a komplexni spoleCenstvo bakterii, ve
kterém dominuji anaerobni grampozitivni bakterie. Svym vlivem na fyziologické, vyvojové,
nutriéni a imunologické procesy mikrobiota vyrazné ovliviiuje zdravotni stav a uzitkovost
zvitete (Petersson et al. 2009). Komenzalni a patogenni bakterie spolu bézné koexistuji po
vétsSinu reproduktivniho Zivota prasete, a to i v ptipadé absence zjevného onemocnéni (Pluske
et al. 2018).

Pestrad populace bakterii se 1i8i v hustoté a diverzité¢ v rlznych kompartmentech GIT
a v ruznych fazich zivota prasete (Pluske et al. 2018). Mikroorganismy zacinaji kolonizovat
sterilni stifevo novorozeného prasete hned po narozeni. PIn€ vyvinutd mikrobiota se ve stieve
vytvoii béhem nékolika tydnti po narozeni (Liao & Nyachoti 2017). Casna stievni kolonizace
je rozhodujici pro morfologicky i imunologicky vyvoj GIT prasete. Béhem rlstu se
mikrobiom méni a vykazuje zvySenou diverzitu, kterd je dilezitym ukazatelem zdravi GIT.
Po ustdleni nakonec mikrobiota dosdhne vyrovnaného slozeni komunity (Correa-Fiz et al.
2019). Pokud je souziti vyvazené, stievo prasete bude zdravé a bude dobie fungovat (Liao
& Nyachoti 2017).

Stievni mikrobiota pfispiva také k neurofyziologické regulaci, kterd nasledné fidi
neurotransmisi, kognici a zivotni pohodu. Toho je dosahovano prostfednictvim regulace
imunitniho a endokrinniho systému prostfednictvim uvolfiovani bakteridlnich metabolitli. Osa
mozek-stievo-mikrobiom nebyla dosud u prasat dikladné¢ zkoumdna. AvSak na zakladé
analyzy tohoto systému u jinych druhii savci je pravdépodobné, ze tato osa bude hrat
klicovou roli 1 u prasat. Mikrobiota a jeji metabolity jsou spojené¢ s modulaci chovani
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a procesem mozku, v¢etné jeho biochemie, emoci, reakei na stres a bolest a fungovani GIT
(Patil et al. 2020).

Domestikaci hostitele se zménily funkce stfevni mikrobioty. Divokd prasata vykazuji
zvyseny podil mikrobialnich genti zapojenych do adaptace na prostiedi, imunitniho systému,
degradace a biosyntézy mastnych kyselin a enzymt degradujicich celulozu a hemicelulozu.
U domacich prasat prevysuje podil drah spojenych s degradaci Skrobu, enzymu podilejicich se
na syntéze €i rozkladu polysacharidii a drah nékterych aminokyselin souvisejicich s rtstem
a reprodukéni vykonnosti. Kromé toho se u domacich prasat vyznamné zvysila diverzita geni
antibiotické rezistence a genli antimikrobidlni rezistence (Wei et al. 2022).

Strukturdlni rozmanitost sttevniho mikrobiomu divokych prasat zkoumali Yang et al.
(2020). Zjistili, Ze u divokych 1 domacich prasat dominoval kmen Firmicutes. Ve stievech
divokych prasat byl vSak druhou nejdominantnéjSi skupinou bakterii kmen Actinobacteria.
Chen et al. (2021a) pozorovali vyssi diverzitu sttevniho mikrobiomu u divokych prasat ve
srovnani s komer¢nimi prasaty plemene Duroc. Stfevni mikrobiom divokych prasat mél
vyrazn¢ vysS$i zastoupeni Bacteroides spp. Ve stfevnim mikrobiomu divokych prasat byly
také vyznamné zastoupeny bakterie rodu Bifidobacterium. U prasat plemene Duroc
prevazovaly druhy bakterii z rodu Prevotella, Lactobacillus a Streptococcus.

Huang et al. (2020) porovnavali fekalni vzorky 3 skupin prasat: divokych, domécich
apro komercni ucely zchovnych farem (Duroc, Landrace, Yorkshire). Ve vSech vzorcich
trusu bylo nalezeno patnéct bakteridlnich kment, pfi¢emz u vSech pfevazovaly Firmicutes,
Bacteroidetes a Spirochaetota. Vyrazné rozdily ve sloZeni stievni mikrobioty se poté
vyskytovaly hlavn€ na Grovni ¢eledi a rodti. Skupina divokych prasat vykazovala vyssi podil
Celedi Bacteroidaceae, Ruminococcaceae, Prevotellaceae a Christensenellaceae. Jednotlivé
¢eledi u komercénich, domacich a divokych prasat a jejich Cetnost predstavuje Obrazek 3.
Pticemz cCeledi Ruminococcaceae a Prevotellaceae mohou u divokych prasat souviset
s rozkladem celulozy a produkei protizanétlivych latek (Lamendella et al. 2011; Hayashi et al.
2007). Celed’ Christensenellaceae by mohla mit zase spojitost se snizenim pravdépodobnosti
vzniku obezity u savci (Stenman et al. 2015). Diky tomu mohou mit divoka prasata vysoky
podil libového masa s niz§im obsahem tuku (Zhang et al. 2015). U komer¢nich a domacich
prasat prevySovaly bakterie rodu Streptococcus a Lactobacillus, kdy ve skupiné domécich
prasat byla pozoruhodné vysoké relativni Cetnost druhu Lactobacillus amylovorus. Tu lze
vysvétlit vysokym obsahem Skrobu ve stravé domécich prasat (Huang et al. 2020).
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Obrazek 3: Relativni cetnost bakterii u skupin domdcich, komercnich a divokych prasat na urovni celedi,
upraveno dle Huang et al. (2020)

Wylensek et al. (2020) vytvorili vefejné dostupnou sbirku komenzalnich kmenti bakterii
ze stteva prasat (PIBAC). VSechny kmeny byly uloZzeny v Némecké sbirce mikroorganismii
a bunécnych kultur (Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Germany; DSMZ). Sbirka PIBAC zahrnuje 110 druha bakterii ze 40 Celedi
a 9 kmenii. Jednotlivé kmeny bakterii s DSM ¢islem izolované z prasat uvadi Tabulka 1.
Tento seznam obsahuje také 31 dalSich kmenl ziskanych ze stfeva prasat jiz diive jinymi
subjekty, které jsou taktéz dostupné v DSMZ sbirce. Zaroven odhalili, ze tficet druhli z této
sbirky vykazovalo zvySeny vyskyt irelativni Cetnost ve stfevé prasat ve srovnani s mySmi
a lidmi, coz naznacuje jejich hostitelskou specifitu.

Tabulka 1: Seznam dostupnych kmenii bakterii izolovanych ze stieva prasat v DSMZ sbirce

Kmen (DSM ¢islo)
Acetivibrio ethanolgignens (300s) Fusobacterium mortiferum (10ss3s)
Acidaminococcus fermentans (105754,20731) Fusobacterium perfoetens (105365
Aeriscardovia aeriphila (2365 Hallerella porci (104699
Alistipes shahii 107272 Hallerella succinigenes (10469
Anaerobutyricum soehngenii (109233) Holdemanella porci (10s256)
Anaerococcus porci (10100s) Hornefia butyriciproducens (104962
Anaerosalibacter bizertensis (106491) Hornefia porci (104943
Anaerovibrio slackiae (108025 Inconstantimicrobium porci (10ss39)
Aneurinibacillus aneurinilyticus (105329 Intestinimonas butyriciproducens (104946)
Arcobacter trophiarum s Lacrimispora celerecrescens (105336)
Arthrobacter sp. (10ss43) Lactobacillus amylovorus (107288
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Bacillus altitudinis (108493)

Lactobacillus equicursoris (104994)

Bacillus oryzicola (10095s)

Lactobacillus johnsonii (106897)

Bacteroides coprosuis (soi)

Lactobacillus porci (105804)

Bacteroides eggerthii (107245

Ligilactobacillus agilis (02521

Bacteroides fragilis (10307)

Ligilactobacillus ruminis (107447,

Bacteroides pyogenes o611

Ligilactobacillus saerimneri (16049)

Baileyella intestinalis (106896)

Ligilactobacillus salivarius (103789, 105842)

Berryella intestinalis (104960)

Limosilactobacillus mucosae (102820, 13345)

Bifidobacterium apri (100233

Limosilactobacillus reuteri (108s36)

Bifidobacterium boum (102357

Megasphaera elsdenii (106391, 100961)

Bifidobacterium choerinum (0434

Megasphaera hexanoica (106893)

Bifidobacterium longum subsp. suillum ss97)

Micrococcus luteus (105846

Bifidobacterium longum subsp. suis (20211

Mobiluncus porci (108s40)

Bifidobacterium porcinum (7755

Mogibacterium kristiansenii (106282)

Bifidobacterium pseudolongum 20099)

Oliverpabstia intestinalis (106162)

Bifidobacterium psychraerophilum (22366)

Olsenella porci (105246)

Bifidobacterium sp. (107246)

Parabacteroides distasonis (106899)

Bifidobacterium thermophilum (102827, 20210)

Paraclostridium sp. (107287

Bifidobacterium tsurumiense (104387

Bilifractor porci (106898)

Peptoniphilus porci (104947)

Bullifex porci (105750

Peptostreptococcus porci (106284)

Butyricicoccus porcorum (04997

Phocaeicola vulgatus (107446)

Campylobacter coli 6s9)

Porcincola intestinalis (106895

Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis (190s3)

Prevotella copri (108494)

Cellulosimicrobium sp. (105328

Prevotella sp. (108495

Cloacibacillus porcorum (1057s3,25858)

Pseudoramibacter porci (106394)

Clostridium beijerinckii (10s33s)

Pseudoscardovia radai 47142

Clostridium butyricum (0702)

Pseudoscardovia suis (24714

Clostridium cadaveris (100963)

Psychrobacillus sp. (10603s)

Clostridium cochlearium (07247)

Pyramidobacter porci (105193

Clostridium herbivorans (14428

Rhodococcus coprophilus (105337, 106145)

Clostridium innocuum (100998)

Roseburia porci (107448

Clostridium perfringens (106278)

Ruthenibacterium lactatiformans (105274)

Clostridium porci (100959

Scrofimicrobium canadense (10s33s)

Clostridium scindens (100975)

Selenomonas bovis (100960)

Clostridium sp. (107452)

Selenomonas montiformis (106s92)

Collinsella aerofaciens (108492, 108837)

Sharpea porci (108165

Corynebacterium ammoniagenes (104746)

Schaalia hyovaginalis (106277)

Corynebacterium stationis (107243

Sodaliphilus pleomorphus (108610)

Corynebacterium xerosis (107249

Staphylococcus cohnii (107449

Cutibacterium porci (101006)

Staphylococcus epidermidis (106280)

Desulfovibrio piger (106036)

Staphylococcus hominis (104142)
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Desulfovibrio porci (10s247)

Stecheria intestinalis (109718)

Dorea formicigenerans (105840

Streptococcus alactolyticus (100950,20728)

Eisenbergiella porci (101007

Streptococcus hyointestinalis 20770)

Enterobacter asburiae (105330

Streptococcus Sp. (105354)

Enterococcus cecorum (10090s)

Streptococcus thoraltensis (2221

Enterococcus faecalis (100906)

Suipraeoptans intestinalis (104943)

Enterococcus faecium (100905, 105332, 100907)

Tissierella pigra (0s1ss)

Enterococcus gallinarum (104116)

Tractidigestivibacter scatoligenes (28304)

Enterococcus hirae (100949)

Treponema succinifaciens (2489

Escherichia coli (106279

Veillonella magna (19357

Eubacterium callanderi (100997

Velocimicrobium porci (107250)

Faecalicoccus pleomorphus (103363)

Victivallis lenta 107290

Fibrobacter intestinalis (104696

Victivallis vadensis (107450

Floccifex porci (104670

Waltera intestinalis (108985)

UdrZovani zdravého mikrobiomu je povazovano za hlavni faktor zdravi zvifat
(Correa-Fiz et al. 2019). Stfevni mikrobiotu lze modulovat zménou stravovacich navyki,
upravou slozek stravy (tukt, bilkovin a sacharidi) ¢i zavadénim probiotik a prebiotik (Huang
et al. 2020). Pro chovatele prasat timto muze dojit k ndvratu investic v chovu (Liao
& Nyachoti 2017).

3.3.3 Bifidobakterie ve stfFevé prasat

Prasata jsou bézné osidlena riznymi druhy bifidobakterii (Splichalova et al. 2020).
U divokych prasat jsou bifidobakterie zastoupeny hojnéji, zatimco u domadcich prasat
ptevazuji laktobacily (Wei et al. 2022). Predpokladé se, Ze pfevahu laktobacilli u domacich
prasat mohly vyvolat domestikace a moderni systém krmeni (Tsuchida et al. 2017). Pechar et
al. (2017a) dodavaji, Ze 1 samotné spolecenstvi bifidobakterii se u divokych a domacich prasat
o néco lisi. Divodem rozdili mezi obéma skupinami prasat mize byt genetickd evoluce
organismu a moderni umély chov, uvadi Wei et al. (2022).

Pocet bifidobakterii ve stievech domacich prasat se pohybuje pouze v rozmezi 10°-108
bunék na gram traveniny. Pfedstavuji tak jednu z minoritnéji zastoupenych slozek stfevni
mikrobioty. Avsak jejich druhova diverzita je znaén& vysoka (Pechar et al. 2017a). Uzky
kontakt s ¢lovékem postupné formoval populaci bifidobakterii. Nartist druhové diverzity mohl
byt disledkem dlouhodobého souziti s ¢lovékem, jenz je charakterizovan vysokou
biodiverzitou bifidobakterii (Milani et al. 2017). Travici trakt domestikovanych prasat
vykazuje spolu s lidmi a primaty nejvyssi diverzitu bifidobakterii (Bunesova et al. 2014).
Hostitelsky specifické druhy nachézejici se u prasat domacich jsou B. choerinum (Scardovi et
al. 1979), B. longum subsp. suis (Matteuzzi et al. 1971), B. longum subsp. suillum (Y anokura
et al. 2015), B. psychraerophilum (Simpson et al. 2004b) ¢i B. thermacidophilum subsp.
porcinum (Zhu et al. 2003). Z doméacich prasat byly izolovany také druhy B. boum (Scardovi
et al. 1979), B. pseudolongum subsp. pseudolongum (Mitsuoka 1969), B. pseudolongum
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subsp. globosum (Scardovi et al. 1969) a B. thermophilum (Mitsuoka 1969), uvadi ve své
knize Biavati & Mattarelli (2006).

Razné druhy hospodarskych zvitat ziji Casto vedle sebe na malém prostoru. To miize
vést k oralnimu pienosu piivodné hostitelsky specifickych bakterialnich taxont (Pechar et al.
2017b). U domécich prasat z rakouskych farem Gavini et al. (2006) zjistili nejvyssi pocetnost
druhu  B. thermophilum nésledovany druhy B. pseudolongum a B. animalis. Druh
B. pseudolongum subsp. pseudolongum pievazoval ve vykalech prasat, zatimco
B. pseudolongum subsp. globosum ptevazoval ve vykalech jinych druhii zvitat. Také odhalili
u nékterych izolatl ze skotu, prasat, kralikd, koz a koni pfisluSnost k bifidobakteridlnim
druhtim pifevazné lidského pivodu: B. adolescentis, B. bifidum a B. catenulatum. Paliy et al.
(2020) analyzovali kultury bakterii izolované z kravského mléka, traviciho traktu skotu a selat
ruznych vékovych skupin. Ze vSech izolath piedstavoval podil rodu Bifidobacterium 33,14 %.
Vyznamné rozdily byly zjistény u druhového sloZzeni bifidobakterii izolovanych z prasat
rizné¢ho stafi. Pouze selata ve véku 1-15 dnd se vyznaCovala piitomnosti B. bifidum,
B. longum subsp. infantis a B. longum subsp. suis (76,92 % z celkového poctu zjisténych
bifidobakterii). U prasat ve stati 30—120 dnii byly izolovany druhy B. animalis subsp. lactis
a B. longum subsp. longum (60,0% zcelkového poctu zjisténych bifidobakterii).
B. adolescentis bylo béznym druhem nalezenym u selat obou vékovych skupin. Maxwell et al.
(2004) zase u selat z komeréniho chovu izolovali druhy B. boum a B. choerinum. Mikkelsen
et al. (2003) identifikovali B. boum jako pievladajici druh bifidobakterii u mléko sajicich
selat. Pficemz Killer etal. (2013) odhalili, Zze B. boum se nachazi také v travicim traktu
divokych prasat.

Ve vétsing fekalnich vzorkG divokych prasat byly nejhojnéjSimi rody bakterii
Bifidobacterium spp. a Allobaculum spp., popisuje Yang et al. (2020). To odpovida v rozmezi
2,08-34,87 % z celkového zastoupeni kultivovanych bakterii v testovanych vzorcich.
Relativni Cetnost bifidobakterii se mezi rliznymi oblastmi stieva podstatné liSila. Vyznamné
vys$$i mnozstvi bylo ve dvanactniku a lacniku oproti kycelniku, slepému stfevu a tlustému
sttevu. Chen et al. (2021a) ve své studii uvedli za vyznamné zastoupené druhy bifidobakterii
u divokych prasat B. thermophilum, B. thermacidophilum, B. bifidum a B. pseudolongum.
Pechar et al. (2017b) dokonce izolovali a popsali novy druh bifidobakterie s ndzvem B. apri
z divokych prasat ze Stiedoeského kraje v Ceské republice. Nejpodetndjsi skupinu
bifidobakterii osidlujicich tlusté sttevo divokych prasat pfedstavoval dle Pechara et al.
(2017a) necharakterizovany druh patiici do skupiny termofilnich bifidobakterii. Vyznamné
zastoupeny byly také druhy B. thermophilum a B. thermacidophilum subsp. porcinum.

3.3.4 Faktory ovliviiujici sloZeni stifevni mikrobioty prasat

Mikrobiota hospodaiskych zvifat miZe byt vyznamné ovlivnéna faktory, které se dale
mohou v riiznych zemich a regionech lisit. Kromé toho mize odrazet také velkou variabilitu
druhti a genotypti ¢i biologickych funkci v riiznych vyvojovych stadiich (Ikeda-Ohtsubo et al.
2018). Pti utvaieni stfevni mikrobioty prasete hraje dilezitou roli mnoho faktorti (Worobey
2010). Rozmanitost a aktivitu mikrobioty ovliviluje mimo kolonizaci mikrobidlnich
spoleCenstev také staii prasete a prostfedi, ve kterém Zzije. Dale mezi tyto faktory spada
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napiiklad sloZeni a zpracovani krmiva, pfitomnost antimikrobidlnich a doplikovych latek,
zpusoby krmeni a dostupnost vyzivy, vyskyt onemocnéni, odstav selat, ro¢ni obdobi, stres ¢i
genetika (Pluske et al. 2018). A pravé kvuli t€émto odliSnostem mezi prasaty pravdépodobné
existuji vyznamné rozdily ve sloZzeni mikrobiomu na trovni rodu (Yang et al. 2020). S mnoha
zménami ovliviiyjici stfevni mikrobiotu se setkavaji domestikovana zvifata stejné jako
industridlni spole¢nost (Reese et al. 2021).

3.3.4.1 Strava

vvvvvv

mikrobioty (Huang et al. 2020). Komplexnost zdroju potravy mize byt jednim z faktora, které
vedou k rozmanitéj§imu a bohat$imu mikrobiomu (Cao et al. 2022). Mikrobiota GIT se utvari
s tim, jak se strava stava slozitéjsi (Correa-Fiz et al. 2019).

Krmné davky prasat domacich se skladaji pfevdzné z obilnych zrn s preferenci
pseni¢ného zrna. Produkty z pSenice jsou jedny z nejbohatSich ptirodnich zdroja fruktani.
Dalsi vyznamnou slozkou potravy prasat jsou soOjové produkty. Obsahuji
galaktooligosacharidy, u nichZ bylo prokazano, Ze maji u prasat prebiotické t¢inky (Loh et al.
2006). Domaci prasata jsou obecné vice zdvisla na obilném Skrobu (Tsuchida et al. 2017).
Oproti tomu divoka prasata konzumuji vice rozmanitou stravu. Ptiblizné 70 % jejich potravy
tvoti rostlinna slozka a 30 % zivocisna (Pecka-Kietb et al. 2016). VétSinu piijimané potravy
predstavuji kofeny, rostliny a zemédélské plodiny (Huang et al. 2020). Mezi oblibené slozky
potravy divokych prasat patii kukufice, bukové ofechy, lesni plody, ale také trava, byliny ¢i
vyhonky stromii a ketii (Pecka-Kietb et al. 2016). Celuloza a xylan jako soucast rostlinnych
sacharidii nadzemni cCasti rostlin tvoii asi 70 % rostlinné hmoty konzumované divokymi
prasaty. Pravdépodobné proto se jejich mikrobiota adaptovala na stravu bohatou na vlakninu
(Tsuchida et al. 2017). Potravu zivo¢i§ného ptvodu tvofi pfevazné vejce a mlad’ata hnizdicich
ptaki, ziby nebo mladata savcl. Zivi se také mrSinami, které se nachazeji na jejich uzemi
(Pecka-Kielb et al. 2016).

U izolatd z divokych prasat byly nalezeny geny pro glukosiddzy a geny pro
metabolismus nukleovych kyselin a bazi, jako je cytosin deamindza, xantin a dalsi permeazy.
To naznaCuje, ze pro preziti strevnich bakterii v prostfedi stfeva s omezenym obsahem
bilkovin je nezbytna schopnost vychytavat dusik. To mize odrazet stav potravy divokych
prasat s omezenym obsahem bilkovin, ktery se bézn€ vyskytuje v zimnim obdobi. Tyto
specifické profily v metabolismu sacharidl bakterialnich izolath divokych prasat sdilel typovy
kmen B. thermacidophilum subsp. thermacidophilum a nikoliv kmen B. thermacidophilum
subsp. porcinum odvozeny od domacich prasat. To nasvédcuje adaptaci B. thermacidophilum
subsp. thermacidophilum na stravovaci navyky hostitele (Tsuchida et al. 2017).

Hlavnim tkolem chovu prasat pro produkci vepfového masa je krmeni. Néaklady na
krmivo pfedstavuji vice nez dvé tietiny celkovych provoznich ndkladii v chovu prasat.
ZlepSeni metabolického vyuziti Zivin z krmiva zvysi zisk a zaroven snizi dopad produkce
prasat na zivotni prostfedi. Mezi mechanismy mikroorganismti, které maji potencialni vyznam
pro uc¢innost krmiva, patfi pozitivni zpétnd vazba mezi nimi a produkci mucinu ¢i kyseliny
maselné (McCormack et al. 2017). ZvySovani konverze krmiva zavisi do znacné miry na
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zdravém GIT. Pouze zdravé stfevo miize vést k lepSimu traveni krmiva a lepSimu vstfebavani
zivin prostiednictvim jeho epitelidlnich bunék (Liao & Nyachoti 2017).

Obohaceni specifickymi mikroby s prospésnou funkci by mohlo urcit perspektivni
mikrobidlni biomarkery pro G¢innost krmiva v rdmci stfevni mikrobioty prasat. Optimalizace
mikrobioty by mohla byt potencidlné dosazena pomoci specifickych bakteridlnich taxonti jako
probiotik nebo zvySenim jejich mnoZstvi pomoci prebiotik ¢i jinych doplnkl stravy
(McCormack et al. 2017).

3.3.4.1.1 Probiotikum

Slovo probiotikum bylo odvozeno z fectiny a znamenad ,,pro zivot™ nebo ,,ve prospéch
zivota®. V pribehu let melo né€kolik rtiznych definic (Liao & Nyachoti 2017). Celosvétove
nejrozSitenéjSi a nejpfijimangjsi byla definice FAO/WHO zroku 2001: ,Zivé
mikroorganismy, které¢ pii podavani v dostateCném mnozstvi poskytuji hostiteli zdravotni
piinos“. Pro vyjasnéni nesrovnalosti a zohlednéni pokroku ve védé doslo vroce 2013
k drobné gramatické opravé definice: ,,zivé mikroorganismy, které pokud jsou podéavany
v dostate€ném mnoZzstvi, poskytuji hostiteli zdravotni piinos® (Hill et al. 2014). Komer¢ni
produkty mohou obsahovat bakterialni kultury, kvasinky nebo oboji (Liao & Nyachoti 2017).

Krmna antibiotika byla dfive pouzivana v subterapeutickém davkovani ke zvySeni
ristové vykonnosti zvifat, k ochrané proti onemocnéni a tim ke zlepSeni ekonomiky zivocisné
vyroby (Petersson et al. 2009). PouZzivani antibiotik v chovech bylo stale vice zpochybiiovano
kvali potencidlnimu riziku, které mohou piedstavovat pro lidské zdravi v souvislosti
s rostouci mikrobialni rezistenci vic¢i antibiotikiim. Tato hrozba vedla k velkému tlaku na
sniZzeni jejich pouZzivani (Barba-Vidal et al. 2019). Pouzivani subterapeutickych antibiotik
v krmivu se proto kviili jejich vlivu na G€innost humannich 1é¢iv roku 2006 v Evropské unii
zakdzalo. To podnitilo hledani alternativ k zajisténi zdravi zvifat a podpofte riistu (Petersson et
al. 2009). Vzhledem k této legislativé a vysoké poptavce spotiebiteli po bezpecném
vepfovém mase je zafazeni alternativnich krmnych doplinkli do krmiv prasat nutné. A to
zejména pro podporu ziskového a udrzitelného chovu prasat (Liao & Nyachoti 2017). Jako
alternativa k antibiotikim maji probiotika za cil zabranit prijmim u selat po odstavu, zlepsit
ucinnost krmiva, podpofit rist, snizit zapach a v kone¢ném disledku poskytnout prasatim
zdravotni vyhody (Vondruskova et al. 2009). Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA)
a Evropsk4 agentura pro léCivé piipravky (EMA) zvefejnily spolecné sdé€leni tykajici se
snizeni pouzivani antimikrobidlnich latek u zvifat uréenych k produkci potravin. Sdéleni
vyzyva k prehodnoceni systémull zivoc¢isné vyroby a k nahrazeni antibiotik v soucasnosti
existujicimi alternativami, mezi néz patii i probiotika (Barba-Vidal et al. 2019). Proto existuje
znacny potencial vyuziti probiotik jako nahrady antibiotik, které se v soucasné dob¢ stale
pouzivaji v mnoha ¢astech svéta (Liao & Nyachoti 2017).

Pro zvyseni efektivity produkce uplatituje moderni praseci priimysl nékteré pokrocilé,
ale neptirozené chovatelské postupy. Tyto kroky mohou u prasat vyvolat urcity stres, zptsobit
zmény ve slozeni stfevni mikrobioty, a tim ohrozit odolnost prasat vii¢i patogenim (Liao
& Nyachoti 2017). Intenzivni chov zahrnujici fyziologické a psychologické stresory miize
vytvofit dysfunkci stfevni bariéry (Barba-Vidal et al. 2019).

23



V 70. letech 20. stoleti se probiotika zacala pridavat do krmiv pro zvifata s cilem zvysit
jejich riastovou vykonnost, zdravotni stav a odolnost vii¢i nemocem. V 80. letech 20. stoleti se
koncept probiotik staval osvédenym feSenim pro zlepSeni stfevniho zdravi zvirat a produkcéni
vykonnosti (Liao & Nyachoti 2017). Probiotika byla navrzena jako alternativa s nejveétSim
potencidlem pro hospodaiska zvifata (Chang et al. 2018). V poslednich nékolika letech
vyzkum v oblasti probiotik zna¢n¢ vzrostl. Primysl s chovem prasat z n& muze diky
jednotnému pftistupu ke zdravi a podobnostem mezi lidmi a prasaty zna¢né tézit (Barba-Vidal
et al. 2019).

Probiotika se mohou vyuzivat ve vSech fazich chovu prasat: u prasnic, selat i u prasat ve
vykrmu. Cil pouziti probiotik je vSak v kazdé situaci odliSny. Suplementace probiotik
u prasnic mize zvysit spotiebu krmiva a zlepsit tak jejich télesnou kondici na konci kojeni.
Prvni dva tydny Zivota selat je jejich mikrobidlni dynamika méné stabilni a nachylné;si
k naruSeni (Barba-Vidal et al. 2019). Bylo prokazano, ze bakteridlni komunita ve stfevé selat
suplementujici probiotika mlze byt znacné modifikovdna. Doslo k vyznamnému snizeni
vyskytu prijml po odstavu. Vzhledem k ekonomickému vyznamu je sniZeni prijmi po
odstavu jednim z hlavnich cilii suplementace probiotik u selat (Taras et al. 2007). Kromé
pfimého zvysSeni zdravi a produktivity prasnic a selat je v souCasné dobé¢ predmétem
védeckého zajmu posouzeni schopnosti prasnic dodavat probiotika selatim v ranych fazich
zivota. Ve vykalech a travicim traktu selat byly nalezeny probiotické bakterie podavané
prasnicim, aniz by byly podavany selatim. To naznacuje druhou cestu pfijmu vedle diety
(Barba-Vidal et al. 2019). Probiotické bakterie se pienasSeji z prasnice na sajici selata
pravdépodobné kontaktem s vykaly matky (Taras et al. 2007). Z praktického hlediska by tedy
podavani probiotik prasnicim mohlo podpofit zdravotni pfinosy selat a vytvoftit tak robustni
mikrobiotu odolnou vii¢i neptiznivym ekologickym vliviim (Barba-Vidal et al. 2019).

Ackoli star§i prasata maji rozvinutéj$i imunitu a schopnost odoldvat stfevnim
onemocnénim, stale existuje prostor pro pusobeni probiotik. A to zejména v ranych fazich
rustu nebo pii dieté s vysokou energetickou denzitou (Barba-Vidal et al. 2019). Probiotika se
také podavaji zvifatim, kterd byla terapeuticky lé¢ena antibiotiky ¢i jinymi léky (Liao
& Nyachoti 2017). Dalsi vyuziti mohou mit zejména v podminkéch s nizkou hygienou, kde
mohou byt zvitata ohrozena subklinickymi chorobami. UZitecnost probiotik se posuzuje také
pro sniZzovani zne€ist'ujicich latek ze zvifeciho trusu v zivotnim prostfedi. Néktera probiotika
jsou schopna snizovat obsah Skodlivého plynu ve vykalech (H2S) nebo amoniaku z hnoje
(Barba-Vidal et al. 2019).

Probiotika mohou obecné zlepsit produkcni parametry rostoucich prasat a zaroven
1 snizit ekologickou stopu produkce prasat (Barba-Vidal et al. 2019). Probioticky efekt
bifidobakterii u prasat byl studovan ptedevSim v souvislosti s imunoregulaci, zlepSenou
konverzi krmiva a sniZenou mortalitou (Pechar et al. 2017b). Nékteré kmeny bifidobakterii
jsou ,,0becné¢ uznavany jako bezpecné”. To podpofilo vyuziti bifidobakterii jako
probiotickych agens (Sharma et al. 2021).
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o Probiotické doplnky stravy pro chov prasat

Aby mohly byt probiotické bakterie vyuzivané v chovu prasat, musi mit nékolik
vlastnosti. Tyto atributy Ize rozdé€lit do ¢étyt hlavnich skupin (Obrazek 4). Schopnost
kolonizovat stfevo hostitele znamenda, Ze bakterie musi odoldvat Zzalude¢ni kyseliné
a samotnému traveni, aby mohly interagovat se stfevem hostitele. Podpora zdravi probiha bud’
pfimou stimulaci imunologické reakce hostitele, nebo nepfimo sniZzenim patogenti. Nezbytna
je 1 primyslova vyuZzitelnost a bezpecnost probiotik (Barba-Vidal et al. 2019).

~

Kolonizace a metabolicka aktivita ve stif‘evé Podpora zdravi

- bézna ptitomnost u cilové skupiny zvitat - produkce antimikrobialnich latek

- odolnost vuci zaludecni §tave a sekreci zluci - antagonismus vic¢i patogennim bakteriim
- adheze k epitelu ¢i hlenu - modulace imunitni odpovédi

- kompetice s lokalni mikrobiotou

Ocekavané vlastnosti
probiotik v priamyslu

prasat
Primyslova vyuZitelnost Bezpecnost
- dostupnost pro velkoobjemovou vyrobu - netoxické a nepatogenni
- zivotaschopnost pro velkou populaci - pfesna taxonomicka identifikace
- zadouci organoleptické vlastnosti - geneticka stabilita
- ucinnost u jinych hostitelskych druht - nedostatek pienosnych genil antibiotické
Qtabilita pti zpracovani, skladovani a dopraveé rezistence J

Obrazek 4: Potrebné viastnosti probiotik, upraveno dle Barba-Vidal et al. (2019)

Existuje Siroka Skala mikroorganismi, které¢ byly studovany jako probiotika. To vede
k ¢etnym komerénim produktim, které jsou propagovany a uvadény na trh. A to bud’ jako
potravinové doplitky pro lidi nebo krmné ptisady pro hospodaiska zvitata. Komeréni kmeny
probiotickych druht by méla byt izolovana ze stfevni mikrobioty uzZivateld, kterym jsou
probiotika urceny (Liao & Nyachoti 2017). Jsou obecné specifickd pro hostitelsky druh
a predpoklada se, ze jsou ucinngjsi ve svém piirozeném prostiedi (Chang et al. 2018). Mezi
jednotlivymi komerénimi produkty existuji ndpadné rozdily, které jsou dany plivodem,
vlastnostmi a zplisoby plisobeni riznych mikroorganismil (Liao & Nyachoti 2017).

Nejcastéji se pouzivaji bakterie rodu Bacillus, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Enterococcus, Pediococcus a Streptococcus. Mezi bifidobakterie vyuzivajici se bézné
v krmivech pro zvitata patii B. adolescentis, B. animalis subsp. animalis, B. bifidum,
B. animalis subsp. lactis, B. longum, B. pseudolongum a B. thermophilum (Liao & Nyachoti
2017).

Kolonizaci probiotickymi bakteriemi ovliviiuje spiSe specificnost kmene nez hostitele.
U dan¢ho kmene mohou byt rozdily v mife kolonizace a perzistence. A to disledkem doby
intervence, rozdilti v podané davce ¢i pouzitych detekénich metod. Proto je tfeba pro kazdy
kmen a produkt definovat adekvatni mnozstvi pro vhodnou individualni terapii. Dva rtzné
kmeny bifidobakterii s podobnou schopnosti implementace neovliviiuji ristovou vykonnost

25



selat stejnym zptusobem. Rozdily v ucincich jednotlivych kmeni zdaraznuji vyhodu pouziti
kombinaci probiotik jako synergické smési (Modesto et al. 2009). Proto vétSina komercnich
vyrobkii obsahuje vice nez jeden druh ¢i kmen. Jiné dokonce obsahuji i Zivotaschopné
kvasinky (rody Candida, Saccharomyces) nebo houby (rod Aspergillus: A. oryzae, A. niger)
(Liao & Nyachoti 2017).

U prasat se kombinace probiotik ukéazaly jako uspéSné, pokud byly pouzity jako
doplnék stravy i jako soucast krmiva (Barba-Vidal et al. 2019). Probiotika zatfazovana do
krmiva se doddvaji v mnozstvi 10°-10" KTJ na gram krmiva (Modesto et al. 2009).
U zkrmovani probiotik velmi zavisi na pouzitych produktech a chovatelskych postupech (Liao
& Nyachoti 2017).

Z kravského bachoru, kufeciho stieva a praseCich vykali byly vybrany 4 kmeny
snejvyssi antipatogenni aktivitou proti enteropatogenni E. coli vyskytujici se casto
u domacich prasat. Metodou sekvenovani genu pro 16S rRNA byly identifikovany jako
B. boum a B. theromophilum. Zejména B. thermophilum izolované z prasete vykazovalo
nejlepsi vlastnosti. A to vysokou antipatogenni aktivitu, odolnost vii¢i kyselindm a Zluci
a adhezni schopnost. Proto byl tento druh navrzen jako vhodné a nejslibnéjsi probiotikum,
které inhibuje stfevni patogeny u prasat (Lee et al. 2014). Klose et al. (2010) potvrzuje, Ze
B. thermophilum muze mit silny potencidl pro snizeni patogenii u prasat. Maxwell et al.
(2004) zase navrhli za slibné probiotikum B. choerinum, které mize byt obzvlasté dobie
prizptsobeno stieviim selat pfed odstavem.

Nekteti chovatelé prasat a dalSich hospodaiskych zvirat probiotické produkty jiz
pouzivaji. Pfiklady nékolika komerénich probiotik dostupnych bézné¢ na trhu obsahuje
Tabulka 2 (Bogere et al. 2019). Pficemz Markowiak-Kope¢ & Slizewska (2018) uvadi
probiotické pfipravky urené pifimo pro prasata: Biogen N (Bio-Gen) s druhy
Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus acidophilus, Pediococcus faecium a Biogen T
(Bio-Gen) s druhy Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus acidophilus,
Enterococcus faecium.
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Tabulka 2: Priklady komercne dostupnych probiotik bézné pouzivanych u prasat a jinych hospodarskych zvirat,
upraveno dle (Bogere et al. 2019)

Nazev probiotika SloZeni Cilovy druh zvirete

Lactobacillus casei
Bacillus subtilis
World Labs® Saccharomyces cerevisiae prasata, dribez, skot
Aspergillus oryzae
Streptomyces grieus

. Bacillus subtilis o1 s
BioPlus 2B® Bacillus licheniformis prasata, driibez, telata, kralici

Bacillus licheniformis
Bacillus megaterum
MICROGUARD® Baczlllus MeSEntricis prasata a driibez
Bacillus polymyxa
Saccharomyces boulardii

Bacillus subtilis

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei

PrimalLac® Bifidobacterium thermophilum prasata, skot, kon¢, dribez
Enterococcus faecium
PORCBOOST® EB Bacillus subtilis kojend a odstavena selata

L. debrueckii subsp. bulgaricus
L. acidophilus

L. plantarum

Protexin® L. rhamnosus

Bifidobacterium bifidum
Enterococcus faecium
Streptococcus thermophilus

vétSina hospodatskych zvitat
veetné prasat

Lactobacillus rhamnosus
ENVIVA MPI® Lactobacillus farciminis prasata

Bifidobacterium longum subsp.

B. infantis IM1® infantis

prasata a lidi

Zajem o probiotika v krmivech a poptdvka po nich neustile roste po celém svéte
(Barba-Vidal et al. 2019). Je vSak zapotiebi ptesnéji vymezeny vyzkum pro vyvoj lepSich
probiotickych produktli. A to predevsim jako alternativa antibiotickych stimulatort riistu pro
svétovy priumysl prasat. Dilezitd je rovnéz Sir§i osvéta o pouzivani téchto produkti (Liao
& Nyachoti 2017).
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o Vliv probiotik na kvalitu masa

Dal8im cilem probiotik by mohlo byt zlepSeni kone¢né kvality masa (Barba-Vidal et al.
2019). Chang et al. (2018) naznacuji pozitivni vliv probiotik na jatecné upravené télo
a kvalitu vepfového masa. Podavani probiotik by mohlo zlepsSit profil mastnych kyselin
a snizit hladiny cholesterolu. Dle Barba-Vidal et al. (2019) bylo také popsano, ze probiotika
ovliviiuji barvu, mramorovani a pevnost, ¢imz potencialné zvysuji organoleptické vlastnosti
masa.

Zkrmovani probiotik (kvasinky, bakterie mlécného kvaSeni a Bacillus subtilis)
vyznamné zlepSilo kvalitu vepfového masa, uvadi ve své studii Chang et al. (2018). Zvysila
s kontrolni skupinou se pfi podavani probiotik vyznamné snizil obsah popela, soli a pH (po
5 a 15 dnech). Podavani probiotik mélo vliv i na zvySeni polynenasycenych mastnych kyselin,
omega mastnych kyselin (03 a w6) a né¢kterych aminokyselin a nukleotidi, které souviseji
s chuti a viini. V mase se rovnéz zvysil obsah kyseliny askorbové, ktera pusobi jako dobry
antioxidant. Systémové pouzivani probiotik tedy milize vést k produkci nezavadného
vepfového masa, aniz by mélo negativni vliv na jatecné znaky prasat.

o Bezpecnost a piipadna rizika spojena s probiotiky

Velkym problémem spojenym s konzumaci probiotik je bezpecnost (Sharma et al.
2021). VSechny mikroorganismy zvazované k vyuZiti jako probiotikum ve vyzivé prasat by
meély byt posuzovany s ohledem na rizika, jez znazornuje Obrazek 5 (Liao & Nyachoti
2017). Védci jsou opatrnéj$i pii hodnoceni bezpecnosti nové vznikajicich probiotickych
kmentii. A to predev§im kvili genim antibiotické rezistence a jejich moznosti pfenosu do
sttevni mikrobioty (Sharma et al. 2021). Pfijimaji se pfisna opatfeni, aby se pouzivaly pouze
probiotické mikroorganismy s prokazanou absenci pienosnych genli antibiotické rezistence.
Probiotika jsou obecné vybirdna tak, aby méla dobrou adherenci ke stfevni sliznici, protoze ta
je povazovana za dilezitou pro mechanismus jejich ucinku. Pfesto mize adherence ke sttevni
sliznici také zvysit translokaci a virulenci bakterii. Existuji tedy obavy, Ze nejucinné;jsi
probiotika mohou mit také zvySenou patogenitu (Barba-Vidal et al. 2019). Zavazné riziko
probiotik v krmivech mize byt také z pfitomnosti enterotoxinii a emetickych toxint, které
probiotika nesmi produkovat (Liao & Nyachoti 2017).
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Obrazek 5: Hlavni otazky pri posuzovani bezpecnosti probiotickych bakterii
v krmivu, upraveno dle Liao & Nyachoti (2017)

Pouzivani probiotik vSak neptedstavuje vysoké riziko vnéSeni cizorodych, chemickych
¢i nebezpe¢nych latek do potravin zivoc¢isného ptivodu. Je proto obecné povazovano za
bezpecné pro prasata, lidi i Zivotni prostiedi. Aby vSak bylo mozné probiotika efektivné
vyuzivat k podpote celosvétové produkce prasat, je nezbytné zohlednit jak ucinnost, tak
bezpecnost pouzivani probiotik (Liao & Nyachoti 2017).

o Nedostatky a negativa probiotik

Od prvniho pozorovani prospe€snych bakterii nasledovalo okamzité komercni vyuziti.
Od té doby se vyuzivani probiotickych kmeni mnohokrat zakladalo spiSe na empirickych
zkusenostech. To muze byt vedle nedostatecné charakterizace komercnich probiotickych
kmenii vysvétlenim mnohokrat uvadénych rozporuplnych vysledkii raznych probiotik pii
jejich pouziti v praxi (Barba-Vidal et al. 2019). Probiotika nejsou vselékem, ale jejich selhani
nemusi nutné znamenat, Ze nefunguji, protoze jejich ucinek je velmi zavisly na mnoha
faktorech (Modesto et al. 2009).

Probiotika jsou konzumovana oralné, proto jsou vystavena nepiiznivym podminkdm
v horni ¢asti GIT. Vysoce kyselé zalude¢ni tekutiny v zaludku mohou piimo snizovat jejich
zivotaschopnost a ménit jejich vlastnosti. Tento problém lze vyfeSit pomoci zapouzdieni.
Probiotika jsou zachycena pomoci pfirodnich ¢i syntetickych polymert jako obalovych
materiald, které jsou odolné vici zalude¢nim tekutindm (Sharma et al. 2021).
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Analyza vlivu probiotika na stfevni mikrobialni spolecenstva je naroénym tkolem. To
vyustuje v nedostatek podrobnych znalosti o vlivu probiotik na slozité interakce probihajici
uvnitt stteva (Taras et al. 2007). Je obtizné zobecniovat U¢inky pouzivani probiotik na
produkci prasat vzhledem k rozdilim v pouzitych mikrobidlnich kmenech, aplikovanych
davkach, délce intervence €i chovatelskych postupech (Liao & Nyachoti 2017). Koncept
probiotik je proto v nékterych odvétvich povazovan za védecky neprokazany. PfestoZze se
probiotika v chovech prasat pouzivaji jiz fadu let, je stale zapotiebi dalSiho vyzkumu. Je nutné
omezit rozporuplné vysledky tradi¢niho empirického pouzivani probiotik, které brani jejich
Sirokému rozsifeni (Barba-Vidal et al. 2019).

3.3.4.1.2 Prebiotikum

V roce 2016 svolala Mezinarodni védecka asociace pro probiotika a prebiotika panel
odbornikli na mikrobiologii, vyZivu a klinicky vyzkum, ktery aktualizoval definici prebiotika.
Jedna se o substrat, ktery je selektivné vyuzivan hostitelskymi mikroorganismy poskytujici
zdravotni pfinos. Tato definice rozsSifuje koncept prebiotik tak, aby piipadn€¢ zahrnoval
1 nesacharidové latky, jind mista aplikace, neZ je GIT a jiné kategorie neZ potraviny (Gibson
et al. 2017). Dulezitym faktorem urcujicim jakykoli ucinek prebiotik na cilové stfevni
bifidobakterii ve stfevé, nemusela by tato populace reagovat na dalSi ptidavek substratu
(Modesto et al. 2009).

o Prebiotické dopliky stravy pro chov prasat

Definice prebiotik plati také pro zvifata, u nichz jsou strategie zaméfené na udrZeni
zdravi a prevenci nemoci stejné dulezité jako pro lidi. Prebiotika byla studovédna a vyuzivana
pro doméaci a hospodaiska zvitata i akvakulturu. Pii hodnoceni G¢inku prebiotik na zdravi
zvitat je tfeba vzit v Gvahu pfirozené rozdily mezi jednotlivymi zivo€isSnymi druhy. Tyto
odli$nosti mohou byt napiiklad v podminkach prostfedi, anatomii a fyziologii ¢i ve slozeni
stravy. Proto by méla byt prokazana prebioticka u¢innost, bezpecnost a vhodné davkovani pro
konkrétniho cilového hostitele (Gibson et al. 2017).

Pouziti prebiotik s bifidogennimi uc¢inky je béznou praxi ve vyzivé selat pii odstavu.
Takova prebiotika jsou zalozena na fruktooligosacharidech z rostlinnych zdroji nebo
galaktooligosacharidech na bazi laktoézy, které se podobaji galaktooligosacharidim
obsazenym v matefském mléce (Modesto et al. 2009). Prebiotika, jako jsou oligosacharidy
fruktdzy, manozy ¢i chitinu, chrani selata pfed environmentalnimi stresory a zatézi patogeny
(Gibson etal. 2017). V posledni dobé se diky nerozpustnym slozkam vladkniny hodnoti
pSenicné otruby z hlediska jejich potencidlniho prebiotického uc¢inku u mladych prasat.
Ptidavek pSeni¢nych otrub do krmiva selat mize byt potencialni krmnou strategii pro kontrolu
prijmu po odstavu. Snizuje dobu zadrzovani traveniny a omezuje mnozeni patogend ve
stieve. Piidavek 5 % pSenicnych otrub do krmiva zlepsil jeho konverzi, zvysil koncentraci
butyratu a zmeénil relativni Cetnost mikrobialniho spolecenstva (Huang et al. 2020).
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Pecka-Kielb et al. (2016) taktéz uvadi zvyseni produkce SCFA ve slepém i tlustém stievé po
ptidavku pSeni¢nych otrub do krmiva prasat.

Skrob s vysokym obsahem amylézy (nejméné 40 %) a nizkou stravitelnosti zvysil tok
traveniny a mikrobidlni fermentaci. Zaroven selektivné podporoval vyskyt bifidobakterii
v tlustém stfevé (Regmi et al. 2011). Loh et al. (2006) uvadi, Ze i suplementace inulinu
stabilizovala populaci bifidobakterii. Pfi¢emz 20-50 % inulinu bylo degradovéano v la¢niku.
Vyrazny narust bifidobakterii v tlustém stievé zjistili Melbak et al. (2007) u prasat krmenych
fruktany z cekanky (vcetné fruktooligosacharidli a inulinu). Tyto fruktany maji v priméru
vy$§i stupeni polymerace a niz8i rozpustnost. Jsou uzamceny v matrici bunééné stény ¢ekanky,
cozZ zpusobuje, ze Ziviny jsou hiife dostupné. Proto lze oCekavat, ze bakteridlni fermentace
fruktant bude pomalejsi, 1 kdyZ Gplna. To ma za nasledek, ze fruktany budou v travicim
systému fermentovany distalnéji.

Prebiotika  nejCastéji  vyuzivand ve vyzivé  hospodaiskych  zvifat  jsou
fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy, isomaltooligosacharidy, xylooligosacharidy,
inulin, laktul6éza ¢i obilnd vlaknina. Pfedavkovani mize vést k plynatosti a prijmu, tudiz je
zéasadni spravné davkovani. Na druhou stranu je velkou vyhodou moznost uzivani dlouhodobé
a preventivné bez nezadouci U€inkli zaznamenanych u antibiotik. Tabulka 3 uvadi ptiklady
komer¢nich prebiotik pouzivanych ve vyzivé prasat a dalSich hospodatskych zvirat
(Markowiak-Kope¢ & Slizewska 2018).

Tabulka 3: Priklady komercné dostupnych prebiotickych pripravkii dostupnych na trhu, upraveno dle
Markowiak Kope¢ & Slizewska (2018)

Obchodni nazev produktu (vyrobce) Prebiotické slozky Cilovy druh
MetSac MOS (VITTRA) maltooligosacharidy, telflta,vprasata,
B-glukany dritbez
. maltooligosacharidy, o1
Mycostop (Extra-vit) B-glukany driibez, prasata
. . fruktooligosacharidy kong¢, prasata,
PROFEED® (Beghin Meiji) s kratkym fetézcem drtibez, telata

Ke splnéni kritéria zdravotniho pfinosu jsou zapotiebi kontrolované studie prokazujici
pfimou vazbu mezi prebiotikem a zdravim cilového hostitele (Gibson et al. 2017). Tzortzis
et al. (2005) prokazali zvySeny pocet bifidobakterii po ptidavku smési galaktooligosacharidii
do krmné davky odstavenych prasat. Modesto et al. (2011) vytvofili synbiotikum obsahujici
B. animalis subsp. lactis, prebiotikum Actilight® zahrnujici fruktooligosacharidy z cukrové
fepy a dusi¢nany pro vyvolani antimikrobidlni aktivity proti patogeniim. Pouziti tohoto
synbiotického pfipravku zlepSilo piirGstky hmotnosti, u¢innost krmiva a zdravotni stav
odstavenych selat. Rovnéz se snizil pocet patogennich bakterii, jako je E. coli.
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3.3.4.2 Prostiedi

Pro strukturu mikrobidlniho spolecenstva je dulezitym faktorem také lokalita
a stanovi$té. Mistni flora a fauna, fotoperioda, dostupnd potrava a klimatické podminky
mohou ovlivitovat mikrobiotu hostitele (Correa-Fiz et al. 2019).

Fyziologické a funk¢éni vyhody mikrobidlnich spolecenstev spojenych s hostitelem jsou
nachylné k naruSeni né¢kolika antropogennimi faktory. Témi mohou byt odlesiiovani, zmény
ve vyuzivani pudy, urbanizace a zajeti (Malukiewicz et al. 2022). Intenzivni chov vedl
k tomu, Ze prasata jsou vétSinou chovéna v uzavienych prostorach, kde jsou vystavena
omezené rozmanitosti mikroorganismil. Extrémnim pfipadem jsou laboratorni zvifata chovana
v podminkach, které zcela omezuji plsobeni mikroorganismti. Tato zvifata vykazuji
fyziologické a behavioralni abnormality s naruSenym vyvojem imunitniho systému
(Correa-Fiz et al. 2019).

3.3.4.3 Domestikace

Domestikace je modelem fizené evoluce. Proces domestikace zac¢al béhem neolitické
revoluce asi pied 10 000 lety. Doslo k fizenému vybéru ¢lovékem. Malé skupiny jedinct byly
oddéleny a zily v izolaci od svych divokych forem (Uhr 2014). Domestikovana zvitata maji
zasadni vyznam pro hospodaistvi. Behem procesu domestikace se u zvifat uddlo mnoho
zmén. Hospodaiska zvifata ¢asto konzumuji méné rozmanitou a snadnéji stravitelnou stravu
nez jejich divoce zijici pfibuzni. Vynakladaji také mén¢ energie na dosazeni kalorického
pfijmu a mohou byt vystavena modernim lékaiskym zasahiim vcetné 1€¢by antibiotiky (Reese
etal. 2021).

Vysledkem domestikace je, Ze prase domaci se stale vice odliSuje od svého divokého
pfedka. Zmeény se tykaji chovani a anatomie i1 fyziologie témét vSech organti (Uhr 2014).
Jasnym znakem domestikace u prasat je vyssi pocet obratlli, zhorSeni ¢ichu a sniZzeni poméru
hmotnosti mozku k t€lesné hmotnosti (Petrelli et al. 2022). Rozdil mizeme najit i v barve srsti
(Yang et al. 2020). Kromé toho doslo k modifikaci krmnych slozek a zavedeni intenzivniho
chovu zaloZeného na ad libitnim krmeni obilovinami a lusténinami (Ushida et al. 2016). Toto
stravovani zplsobilo zmény, které domestikace méla na stievni mikrobiom (Reese et al.
2021).

Domestikace vyznamné ovlivnila slozeni stfevnich spoleCenstev u riznych hostiteld.
Vliv domestikace 1ze z velké ¢asti pfipsat spiSe environmentalnim neZ genetickym zménam.
Hrala velkou roli pfi utvafeni mikrobioty a prostfednictvim chovatelskych praktik tak
pravdépodobné Cini i dnes (Reese et al. 2021). Dnesni domdci prasata nesou mikrobialni
populaci spojenou s rychlym rdstem, ale Spatnou odolnosti vi¢i chorobdm ve srovnani
s divokymi prasaty (Yang et al. 2020).

Milani et al. (2017) porovnavali bifidobakteridlni populace mezi divokymi zviraty
(zajici, divocaci a vlci) a domestikovanymi druhy zijicimi v t€sném kontaktu s ¢lovékem
(kralici, prasata a psi). U domestikovanych druht odhalili vys$si biodiverzitu bifidobakterii ve
srovnani s volné Zijicimi zvifaty. To podporuje hypotézu, ze casté interakce s lidmi
a domestikovany zplisob zivota mohou podporovat zisk dalSich bifidobakteridlnich taxont.
Ushida et al. (2016) zkoumali dopad domestikace a modernich krmnych postupti na slozeni
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sttevniho mikrobiomu u prasat Suidae. Objevili vyssi pocet bifidobakterii ve stievé divokych
prasat ve srovnani s domacimi prasaty. Navrhli, Ze domestikace ¢i moderni krmné postupy
mohly vést k dominanci laktobacili. Ackoli jsou totiz bifidobakterie u domécich prasat
autochtonnimi bakteriemi, populacni hustota tohoto rodu je pfi umélém chovu a modernich
krmnych systémech nékolikandsobné niz8i nez u rodu Lactobacillus. Usuzuji, ze ptivodni
prasata z Celedi Suidae byla modifikovana nejprve domestikaci, ktera zplsobila nartst
bakterii Celedi Enterobacteriaceae. Poté zavedeni krmiva bohatého na obiloviny vyvolalo
dominanci laktobacilti. Tkeda-Ohtsubo et al. (2018) ve své publikaci také uvadi srovnavaci
studie mikrobioty domadcich a divokych prasat. Odhalili, ze bakterie rodu Lactobacillus
a Celedi Enterobacteriaceae, které jsou povazovany za dominantni skupiny bakterii ve sttevni
mikrobiot¢ prasat, nejsou u divokych prasat bézné. ZvySeny vyskyt bakterii celedi
Enterobacteriaceae je idajné spojen s prijymy selat po odstavu. Je proto pravdépodobné, ze
management chovu ma prostiednictvim kolisani stfevni mikrobioty vyznamny vliv na zdravi
domaécich prasat.

Pochopeni ustiedni role, kterou sttevni mikroorganismy hraji, by mohlo pomoci zlepsit
zivotni podminky domestikovanych zvifat. Vzhledem k obdobé mezi domestikaci
a industrializaci by poznatky o domestikaci mohly pomoci objasnit i stievni mikrobiotu lidi
(Reese et al. 2021). Navzdory tomu zlstava efekt domestikace na stfevni mikrobiotu nejasny.
Stejné tak jako jeji vztah k vlivu industrializace na ¢loveéka (Reese et al. 2019).

3.3.4.4 Hostitel

Je pravdépodobné, ze slozeni stievni mikrobioty prasat je utvafeno také genetikou
hostitele ¢i plemenem. Bylo zjisténo, ze rizna plemena prasat maji odlisné slozeni stfevni
mikrobioty. Rozdily se vyskytuji zejména mezi plemeny ze zdmotskych zemich (Stihly typ)
a ¢inskymi plemeny (obézni typ) (Huang et al. 2020). Variabilita t€lesné hmotnosti prasat
vysvétluje odliSnosti v ramci stievni mikrobioty. Bylo zjiSténo, Ze bakteridlni diverzita je
vys$$i u prasat s vyssi télesnou hmotnosti a rychlejsim ristem (McCormack et al. 2017).

Genotyp hostitele mize casteCn¢ urcovat sloZzeni mikrobioty, kterym lze nasledné
ovlivitovat fenotyp hostitele. Z toho vyplyva, ze sloZzeni mikrobioty by mohlo byt ¢astecné
dédicné (Yang et al. 2022).

Je dobfe znamo, ze rozdily mezi pohlavimi maji vyznamny vliv na fyziologii a chovani
zvitat, popisuji Wang et al. (2020). Pohlavi vSak mulze regulovat i slozeni stfevnich
mikroorganismll. A to prostfednictvim interakci pohlavnich hormonti s mikroby ¢i pomoci
pohlavné specifickych imunitnich reakci. Naptiklad kastrace méni sloZeni stfevni mikrobioty
v disledku nedostatku androgenti. Zjistili, Ze stfevni mikrobialni diverzita samic prasat je
vyssi nez diverzita samct a kastrovanych samct. Elderman et al. (2018) ve své studii uvadi,
ze bifidobakterie byly zastoupené vice u samic BALB/c mysi nez u samcl. Naznacuji korelaci
mezi mikrobiotou a stfevnimi populacemi v zavislosti na pohlavi a kmeni. Pfi¢emz tyto
rozdily v mikrobiomu by se mohly podilet na rozdilech v imunitnich reakcich mezi
pohlavimi.
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3.4 Metody charakterizace bifidobakterii izolovanych ze stfevni
mikrobioty

Pivodné byla klasifikace a identifikace bakterii zaloZzena vyhradné na fenotypovych
vlastnostech. Od pocatku 20. stoleti se k morfologickym znakim zacaly postupné ptidavat
charakteristiky fyziologické, biochemické a chemotaxonomické (Uhlik et al. 2013). Protoze
tyto metody Casto zavisi na aktivnich metabolickych procesech pfislusnych mikroorganismd,
je zapottebi jejich rist, a tedy dlouhd doba kultivace (Bizzini & Greub 2010). Proto se od
60. let fenotypova klasifikace bakterialnich izolatd rozsitila o druhy piistup, a to genotypovou
charakterizaci zalozenou na fylogenetické ptibuznosti bakterii (Uhlik et al. 2013). V soucasné
dob¢ se molekularni metody zaloZzené na analyze DNA bézné vyuzivaji, dodavaji Bohme et
al. (2012), a to hlavné pro svoji rychlost, citlivost a piesnost.

3.4.1 Kultivace a izolace DNA

Bifidobakterie se izoluji z riznych matric, jako jsou mlé€né vyrobky, potraviny na bazi
probiotik ¢i vykaly (Quartieri et al. 2016). Obvykle se izoluji z fekalnich vzorkt a kultivuji na
selektivnich médiich (Tang et al. 2008), kterd umoziuji izolaci i stanoveni jejich poctu
(Quartieri et al. 2016). K izolaci bifidobakterii z tak komplexni populace, jako je stfevni
mikrobiota, je tfeba pouZzit selektivni média umozZiujici rist bifidobakterii a zaroven
inhibujici rist ostatnich mikroorganismt ptfitomnych ve vzorku (Vlkova et al. 2015).
Bifidobakterie jsou striktné anaerobni a pii jejich kultivaci je tfeba dodrzovat anaerobni
postupy, coz znesnadiiuje odbér vzorkil a manipulaci s nimi (Tang et al. 2008).

Izolace DNA je jednim z nejcastéji pouzivanych postupii v genetice, molekuldrni
biologii a biochemii. Byla jiz vyvinuta fada metod izolace DNA z rGznych biomateriala
v zavislosti na pouzitych zdrojich. Dosud vyvinuté metody extrakce mikrobidlni DNA jsou
dvojiho typu: metody bunécné extrakce a metody piimé lyzy. Extrakce bunék zavisi na izolaci
mikrobidlnich bunc¢k z jejich matrice pted lyzou za ucelem uvolnéni DNA. K ziskéani
neporuSenych mikrobidlnich bun€k vyuziva série vortexovani a centrifugace. Metoda piimé
1yzy nevyZaduje izolaci bunék, jen pfimou lyzu bun€k ve vzorku, po niz je extrahovdna DNA
(Tang et al. 2008).

3.4.2 Fenotypova charakterizace

Fenotyp je pozorovatelna vlastnost buiiky. Tento pojem se pouziva spise v SirSim slova
smyslu zahrnujici jakoukoli vlastnost buiiky (Bochner 2009). Fenotypova identifikace je
zaloZzena na pifimém porovnani fenotypovych vlastnosti nezndmych bakterii s vlastnostmi
typovych kultur (Bohme et al. 2012). Pivodné byly vSechny bakterie klasifikovany na
zakladé fenotypovych charakteristik poté, co byly izolovany v ¢isté¢ kultufe (Uhlik et al.
2013).

Tradi¢ni taxonomie bakterii byla a zatim stadle vyznamné je zaloZena na fenotypovych
vlastnostech (Purkrtova et al. 2018). Obecna fenotypova kritéria zahrnuji morfologické,
fyziologické, biochemické a nutriéni charakteristiky (Ventura et al. 2001). Ke sledovanym
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fenotypovym vlastnostem se fadi morfologie bunék a kolonii, optimalni kultivaéni podminky,
pozadavky na vyzivu ¢i prukaz aktivity specifickych enzymut (Purkrtova et al. 2018).
V ptipadé bifidobakterii hraje vyznamnou roli enzym fruktdza-6-fosfat fosfoketolaza
(F6PPK), ktery slouzi jako taxonomicky nastroj pro identifikaci celého rodu Bifidobacterium.
Katalyzuje §tépeni fruktoza-6-fosfatu na erytroza-4-fosfat a acetylfosfat (Sgorbati et al. 1995).
Tato hex6zova fermentaéni draha poskytuje z 1 molu glukoézy az 2,5 molekuly ATP, 1,5 mol
acetatu a 1 mol laktatu. Meziprodukty jsou nakonec pfeménény na mastné kyseliny s kratkym
fetézcem a dalSi organické slouCeniny, z nichz nékteré mohou byt prospésné pro hostitele
(Pokusaeva et al. 2011). Dale k fenotypovym vlastnostem patii také Gramovo barveni
(Bizzini & Greub 2010) ¢i identifikace produktii fermentace (Tannock 1999). VSechny tyto
fenotypové znaky piitom predstavuji disledek exprese genti kddovanych v DNA bakterii.
Hlavni ukol fenotypové identifikace je vybér reprezentativni skupiny znakul, kterd umozni
spolehlivou identifikaci nebo alespon dostatecné odliSeni cilové skupiny mikroorganismu.
Ptesnost identifikace je imérné znalostem o fenotypovych vlastnostech daného rodu ¢i druhu
a poctu provedenych testl (Purkrtova et al. 2018).

Ackoli nekteré z fenotypovych testii jsou provedeny b&éhem néckolika minut, uplna
identifikace potiebuje vétSinou vice ¢asu. Pri¢emz doba se vyrazné prodluzuje, pokud je rust
mikroorganismu pomaly nebo obtizny (Carbonnelle et al. 2011). VSechny tyto fenotypové
metody také trpi nedostateCnou reprodukovatelnosti, kterd je zpusobena kultivaénimi
podminkami v rGznych laboratofich a rtiznorodosti kmeni, které tvoii uznavané druhy
(Ventura et al. 2004).

3.4.3 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) funguje na principu detekce poméru hmotnosti a naboje
(m/z) bioanalytu (Carbonnelle et al. 2011) a je zndma jiZ vice nez sto let. V pribéhu minulého
stoleti byly principy MS déle rozvijeny a zdokonalovany, ptfedev§im v oblasti chemie
a biochemie pro charakterizaci nezndmych sloucenin a komplexti (Bizzini & Greub 2010).
Prvni pokusy o jeji vyuZiti pro charakterizaci mikroorganismi byly ucinény vroce 1975
(Anhalt & Fenselau 1975). Metody MS se zacaly vyuzivat také k identifikaci mikroorganismi
¢i zjistovani taxonomie a slozeni bakteridlnich bunék. Maji vysokou rozliSovaci schopnost
a citlivost. Ptiprava vzorkl je jednoducha a reprodukovatelnd. VétSina laborantti miize snadno
provadét analyzu nezpracovanych dat a identifikovat mikroorganismy pomoci souvisejiciho
softwaru (Clark et al. 2013).

S nastupem proteomiky se urychlil vyzkum alternativnich metod MS, ktery vyustil ve
vyvoj m&kké ionizacni techniky — princip, na kterém je zalozena hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za UcCasti matrice s pruletovym analyzitorem, zkracené
MALDI-TOF MS (Theel 2013). M¢kka ionizace proteini ma zdsadni vyznam pro metody
identifikace bakterii, protoze umoznuje analyzu nejen velkych biomolekul, ale také
ribozomalnich proteini. MALDI-TOF MS byla poprvé predstavena v roce 1987 a nasledné
ocenéna Nobelovou cenou v roce 2002 (Clark et al. 2013). Kratce po jejim zavedeni se zacala
vyuzivat pro studium bakterialnich biopolymerti, dopliuje Lay (2001) ve svém clanku. Je
zalozena na analyze fenotypovych znaki. Jde vSak o proteomickou metodu, ktera pro
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identifikaci vyuzivd hmotnostni spektrum intracelularnich proteinii pfitomnych v buiice
(Purkrtova et al. 2018). Tato technologie je automatizovana, vysoce vykonna a pouzitelnd pro
Sirokou Skalu béznych 1 méné znamych mikroorganismu (Patel 2015).

3.4.3.1.1 Piistroj

Komer¢né dostupnd zatizeni MALDI-TOF MS urcéend pro pouziti v klinickych
mikrobiologickych laboratofich nevyzaduji specifické vybaveni, kromé obvyklého
elektrického a pocitacového pfipojeni se softwarem. Mechanické rozhrani hmotnostniho
spektrometru se obvykle skladd z malé schranky umoznujici zavedeni cilové desti¢ky (Bizzini
& Greub 2010).

Analyt se detekuje pomoci riznych typti hmotnostnich analyzatori, jako jsou
kvadrupolové hmotnostni analyzatory, analyzatory s iontovou pasti, analyzatory s dobou letu
(TOF) a dalsi. Pro identifikaci mikroorganismii se pouzivaji pfedevS§im hmotnostni
analyzatory TOF (Singhal et al. 2015). Pulzni laser v MALDI je ideélni pro spojeni s TOF,
jelikoz presné urcuje okamzik vzniku iontu (Kadlcik et al. 2002). Ptistroj MALDI-TOF MS
zobrazuje Obrazek 6.

Regulaéni filtr Reflektronovy detektor
y, .
Opticky hranol ___ & vt Reflektron ineamni detektor
P A o i

T s
Desticka se vzorkem Eeﬂektor i

-

Vakuové pumpy
Urychlovaci napéti

Obrazek 6. Schéma MALDI TOF hmotnostniho spektrometru, upraveno dle Kadlcik et al. (2002)

3.4.3.1.2 Matrice

Matrice pouzivand v MALDI-TOF MS je obecné krystalicka pevna latka, kterd mize ve
vakuu snadno vytvaret ionty. Je nezbytna pro UspéSnou ionizaci vzorku, protoze slouzi jako
nosnd struktura a dodavatel protonli pro ionizaci vzorku. Chemickd matrice umoziiuje
produkci neporusenych iontd v plynné fazi z velkych, net€kavych a tepeln¢ labilnich
sloucenin, jako jsou proteiny (Clark et al. 2013). Je vybirana jak pro svou uc¢innou desorpci do
plynné faze, tak pro svou schopnost €inné¢ absorbovat vétSinu pulzni ionizacni energie, ¢imz
chrani molekuly vzorku ptfed degradaci (Theel 2013). Zaroven zpusobuje odpafovani malé
casti cilového substratu, uvadi Clark et al. (2013).

Roztok matrice se skladd z vody a smési organickych rozpoustédel obsahujicich
ethanol/methanol nebo acetonitril a silné kyseliny, které rozpousti matrici. Rozpoustédla
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pronikaji buné¢nou sténou mikroorganismi a extrahuji intracelularni proteiny (Singhal et al.
2015). Musi byt zaroven kompatibilni se vzorkem, aby se vytvofila G¢innd smés matrice
a vzorku (Clark et al. 2013).

V ptipadé MALDI-TOF MS, ktera vyuziva UV laser, musi mit matrice soucasti svého
sloZeni silny chromofor, ktery poméaha absorbovat energii. Chromofory se vybiraji na zdkladé
jejich schopnosti absorbovat specifické vinové délky laseru, coz vede k nésledné excitaci
molekul matrice (Clark et al. 2013).

3.4.3.1.3 Princip metody

Principem MALDI-TOF MS je stanoveni molekulové hmotnosti zkoumaného vzorku
ionizaci laserem za pfitomnosti matrice v kombinaci s detekci doby letu (Stanék & Prusik
2020), Obrazek 7.

Vstup do TOF
Detektor ionta | | hmotnostniho
e . analyzatoru
: ®AMA[® o
4 @11 |® Elektrické pole
i y in —+—r+— % ® | @
Ionizovany protein 5 o ® i
® @ :
Hmotnostni  _| + P
: +
analyzator " _ e.8 g Vypitens
Ay < Q:\;‘QL%Q Castice vzorku a
< +' , Laserovy paprsek @ 143 @ matrice
= — @ ©®
Laserovy papresek / + .
: Matrice
Ioniza¢ni e
komora % Vzorek ; — - ]
MALDI desti¢ka —+ N = __ Pozice na desticce

Obrazek 7: Princip metody MALDI TOF MS, upraveno dle Theel (2013)

Identifikace vzorku za¢ind jeho nanesenim do definované oblasti na cilové destice. Po
umisténi je vzorek prekryt matrici (Theel 2013). Pfipravend cilova desticka se ndsledné
zasune do MALDI-TOF pfistroje. Kazdy vzorek se ozafi kratkymi pulzy energie UV laserem
(v komer¢nich pftistrojich o obvyklé vlnové délce 337 nm). Laser vyvola rychlou sublimaci
matrice 1 vzorku z pevné faze do faze plynné, ¢imz se vytvoii oblaka obsahujici ionty
z matrice 1 vzorku (Clark et al. 2013), jak zndzoriiuje Obrazek 7. Nejdiive se ionizuje
matrice, ktera preda naboj analytu a pievede ho také do ionizovaného stavu, zminuji ve svém
¢lanku Friedecky & Lemr (2012). Vzniklé kationty v plynné form¢ jsou nésledné urychleny
elektromagnetickym polem a prolétavaji vakuovou letovou trubici, tedy hmotnostnim
analyzatorem doby letu (TOF). Druhd mocnina doby letu, ¢asu potfebného k dosazeni
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detektoru, kazdého kationtu je imérnd pomeéru jeho hmotnosti (m) a naboje (z), ktery je
obvykle roven jedné (Purkrtova et al. 2018). Protoze kazdy analyt vzorku ma identicky kladny
naboj (Theel 2013) a urychlenim v elektrickém poli je dodéna stejna kinetickd energie
(Kadlc¢ik et al. 2002), ionty jsou nakonec separovany na zaklad¢ rozdilu jejich hmotnosti.
Detektor na konci vakuové trubice poté zméti celkovou dobu letu ionizovanych molekul
ajejich mnozstvi v Case (Cassagne et al. 2016). Vysledkem je hmotnostni spektrum
testovan¢ho mikroorganismu, v némz se na ose X nachdzi m/z a na ose y je umisténa intenzita
fragmentl, uvadi Cassagne et al. (2016).

Soucasné MALDI-TOF spektrometry obsahuji na zadnim konci letové trubice iontové
zrcadlo neboli reflektron, ktery slouzi ke zpétnému odrazu ionti pies letovou trubici do
reflektronového detektoru, jak zobrazuje Obrazek 6. Tento reflektron tak nejenze prodluzuje
délku letu, ale také koriguje malé rozdily v energii iontli (Singhal et al. 2015). Zaroven
prodlouzenim drahy letu a zaostfovacim efektem se zvySuje rozliSeni. lonty se stejnym
pomérem m/z, ale vyS$i kinetickou energii pronikaji hloub&ji do reflektronu, ¢imz se jim
prodlouzi doba letu viici iontiim s nizsi kinetickou energii (Kadl¢ik et al. 2002).

ProtoZze se slozeni proteini u ruznych bakteridlnich druhti (a dokonce i u rtznych
bakteridlnich kment a poddruhil) 1isi, jsou generovéna rGznd spektra, coz umozni rozlisit
blizce ptibuzné organismy (Clark et al. 2013). Ziskané spektrum proteint se nasledné€ porovna
s databazi spekter vybranych referencnich kmenti mikroorganisma (Purkrtova et al. 2018).
A ptifadi se bud’ ke stejnym, nebo nejpiibuznéjSim hmotnostnim spektriim obsazenych
v databazi (Clark et al. 2013). Na zéklad¢ podobnosti je poté mikroorganismus identifikovan
na urovni rodu, druhu nebo poddruhu (Cassagne et al. 2016).

3.4.4 Genotypova charakterizace

V soucasné dobé je fenotypova charakterizace Casto nahrazovana genotypovymi
metodami, které nabizeji vétsi reprodukovatelnost, usporu Casu a prace a poskytuji presnéjsi
vysledky (Kiizova et al. 2008). Genotypové metody jsou vyuzivany ke zjisténi miry
pfibuznosti mezi jednotlivymi izolaty daného druhu ziskanymi z riznych zdrojii v rizném
case, uvadi Demnerova (2012).

Identifika¢ni metody zaloZené na DNA se zamétuji spiSe na slozeni nukleovych kyselin
mikroorganismli neZ na expresi fenotypovych znakii kédovanych piisluSnymi geny. Tim
zamezuji variabilit¢ vyvolané regulaci gent vlivem prostiedi (Mattarelli et al. 2014).
Nukleové kyseliny jsou univerzalni a sekvence jejich nukleotidovych bazi neni ovlivnéna
kultivaénimi podminkami. Analyza nukleovych kyselin tak poskytuje zaklad pro identifikacni
metody, které jsou reprodukovatelné mezi jednotlivymi laboratofemi (Tannock 1999). Tyto
metody vSak potfebuji vySs$i ndklady vzhledem k tomu, Ze vyZaduji specifické vybaveni
a kvalifikovangj$i personal, dodavaji ve svém ¢lanku Bohme et al. (2012).

Diky rozvoji moderni populacni genetiky, ekologie a genomiky taxonomie
bifidobakterii rychle pokroc€ila. V soucasnosti se k detekci a identifikaci bifidobakterialnich
druhti pouzivaji metody zalozené na sekvenovani genomu ¢i specifickych genii (16S rRNA,
recA, tufA, groEL, clpC, fusA) (Sun et al. 2015). Tyto univerzalné¢ konzervované
makromolekuly se staly standardem v taxonomii bifidobakterii. Pfesto n¢kolik studii vyjadiilo
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obavy, ze fylogenetické stromy sjednim genem nemusi adekvatné odrazet fylogenetické
strom (tzv. superstrom) zaloZeny na souboru kombinovanych konzervovanych orthologickych
proteind (Ventura et al. 2007a).

Nedavny srovnavaci vyzkum genomu zahrnujici 69 bifidobakteridlnich taxonil si
stanovil cil objasnit fylogenetickou piibuznost mezi bifidobakteridlnimi druhy. UmoZnil
identifikaci 261 shlukd orthologickych genti (COG) spoleénych vSem analyzovanym
genomum. Nasledné potadi sekvenci odpovidajici proteinlim umoznilo vytvotit fylogeneticky
superstrom bifidobakterii, ktery zdlraznuje rozdéleni rodu do 10 odlisnych fylogenetickych
skupin. Tyto skupiny zndzoriituje Obrazek 2. Bez ohledu na pouzZitou metodu zaujima
nejblizsi pozici u kofene stromu skupina B. asteroides. To podporuje diive navrzenou teorii,
ze tato fylogenetickd skupina ma nejbliz§i geneticky vztah k evolunimu piedkovi
bifidobakterii (Alessandri et al. 2021).

Genotypové metody jsou nejslibnéjsi pro rychlou a ptesnou identifikaci bifidobakterii
(Tannock 1999). Presna klasifikace kment na zdkladé¢ molekularné genetickych metod je
jednim ze zakladnich pfedpokladii pro vyuziti téchto mikroorganismti jako probiotika
(Mekadim et al. 2019).

3.4.4.1 Metoda PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) zptsobila revoluci v celé biologii. Jednd se
v podstaté¢ o replikaci DNA in vitro (Madigan et al. 2015) pouzivanou ke zvySeni poctu
specifickych sekvenci DNA ve vzorku (Mandal et al. 2011). Dokaze zmnozit segmenty DNA
az miliarda krat procesem nazyvanym amplifikace. Tim se ziska velké mnozstvi specifickych
genl nebo jinych segmentli DNA, které lze pouZit pro fadu aplikaci v molekularni biologii
(Madigan et al. 2015). Satokari et al. (2003) dopliuji, ze amplifikace DNA pomoci PCR je
jednim z nejjednodussich a nejrychlejSich zptsobt detekce specifickych sekvenci. Pomoci
PCR lze amplifikovat specifické fragmenty DNA nebo i cely gen, uvadi Ward & Roy (2005).

PCR je rychld, mimotadné citliva, specifickd, vysoce ucinna a snadno ovladatelna
metoda (Ward & Roy 2005). Vyhodou této techniky pro detekci, identifikaci a charakterizaci
bifidobakterii je, Ze PCR nevyzaduje anaerobni podminky ve srovnani s klasickou kultiva¢ni
metodou (Ward & Roy 2005).

PCR vyuzivda enzym DNA polymerazu, ktery piirozené duplikuje molekuly DNA.
K zahdajeni syntézy DNA se pouZivaji uméle syntetizované oligonukleotidové primery, které
jsou vSak vyrobeny z DNA (Madigan et al. 2015). Primery s definovanou sekvenci se vazou
na konce cilové oblasti DNA na templatovych vlaknech. Umoziuji DNA polymeraze
syntetizovat nové vlakno DNA, komplementarni k templatovému a navazujici na 3' konec
primeru. To znamend, Ze templdt DNA nevykazujici komplementaritu k primeriim nebude
amplifikovan (Hugerth & Andersson 2017). Madigan et al. (2015) zminuji, ze PCR ve
skutecnosti nekopiruje celé molekuly DNA, ale amplifikuje Gseky az nekolika tisic part bazi
z vétsi templatové molekuly DNA.
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Touto metodou je specificky fragment DNA amplifikovan béhem cyklického procesu:

1) Templatova molekula DNA se zahfivanim za vysoké teploty denaturuje, ¢imz se
jednotliva vldkna oddé¢li od sebe.

2) Napoji se dva syntetické oligonukleotidové primery DNA.

3) DNA polymeraza poté prodluzuje fetézec syntézou kopie pivodniho fetézce
templatové DNA.

4) Smés se znovu zahieje pro oddéleni vlaken, ale nyni je cilovy segment ve dvojnasobném
mnozstvi oproti pavodnimu. Cely proces se takto opakuje (Madigan et al. 2015).

Obklopenim oblasti dvéma primery se béhem kazdého cyklu amplifikace mnozstvi
produktu zdvojnasobi, coz vede k jeho exponencidlnimu nartstu. Odtud pochézi termin
polymerdzova fetézova reakce (Hugerth & Andersson 2017). Za nékolik hodin Ize
v automatickém zafizeni PCR zvaném termocykler vytvoiit velké mnozstvi amplifikované
DNA s pouzitim né€kolika molekul vychozi templitové DNA (Madigan et al. 2015).
Teoreticky miZze PCR amplifikovat jednu kopii DNA milionkrat za méné neZ 2 hodiny
(Mandal et al. 2011). Zisk DNA béhem PCR je velmi cenny pro klonovani genii ¢i pro ucely
sekvenovani. Geny, které jsou predmétem zajmu, lze totiz snadno amplifikovat, pokud jsou
znamy doprovodné sekvence (Madigan et al. 2015).

ProtoZe se k denaturaci dvouvlaknovych kopii DNA in vitro pouzivaji vysoké teploty,
pouziva se termostabilni DNA polymeraza izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus,
nazyvand Taq polymerdza. Pro uspokojeni komercni poptdvky po termostabilnich
DNA polymerazach byly geny kodujici tyto enzymy klonovany do E. coli, coz umoziuje
vyrobu enzymu ve velkém mnozstvi (Madigan et al. 2015).

Prestoze je PCR vykonna technologie, reakce mohou byt vyrazné ovlivnény pfitomnosti
inhibi¢nich sloucenin (Zlu¢ové soli nebo akriflavin) v potravinach a selektivnich médiich.
Dals$im problémem rutinniho pouziti PCR v laboratofi jsou pomérné¢ komplikované postupy.
PCR také nedokaze rozliSit mezi Zivymi a mrtvymi bunikami, a proto poskytuje vice faleSné
negativnich vysledki (Mandal et al. 2011).

3.4.4.2 Fingerprintové metody

DNA fingerprinting zobrazuje sady fragmenti DNA z daného vzorku DNA. VétSina
metod fingerprintingu se vyuziva k detekci vzniklych fragmentd PCR (Vos et al. 1995).
Fingerprinting, zaloZzeny na PCR, zahrnuje amplifikaci konkrétnich sekvenci DNA pomoci
specifickych nebo libovolnych primeri (Ward & Roy 2005). Metody fingerprintingu mayji
hlavni nevyhodu v tom, Ze jsou velmi citlivé na reakéni podminky, kvalitu DNA a teplotni
rezimy PCR, uvadi Vos et al. (1995).

Ptikladem fingerprintové metody =zalozené na amplifikaci Gsekli ohrani¢enych
repetitivnimi sekvencemi je palindromicka analyza repetitivnich prvki (REP-PCR), popisuje
Demnerovd (2012). Tato PCR metoda pouzivd primery, které odpovidaji kratkym
repetitivnim sekvencim (Ward & Roy 2005). Nejcastéji se pouzivaji Ctyfi typy primerd —
REP, ERIC, BOX ¢i GTGs. REP-PCR s pouzitim primerdt BOXAIR a GTGs byla s ispéchem
pouzita pro identifikaci a charakterizaci nékterych druht bifidobakterii (Ktizova et al. 2008).
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To potvrzuji i Young Park et al. (2011), kteti dodavaji, ze tato metoda s primerem BOXAIR
predstavuje vyznamnou genotypovou metodu pro identifikaci Sirokého spektra bifidobakterii
na druhové trovni.

Dalsi fingerprintingovd metoda je naptiklad ndhodna amplifikace polymorfni DNA
(RAPD), kde se jako primery v PCR pouZivaji obvykle 10bazové oligonukleotidy s ndhodnou
sekvenci. Primery se napoji na komplementarni nebo castecné¢ komplementarni sekvence
templatové DNA. Pomoci PCR se timto ziskaji ndhodn¢ amplifikované fragmenty DNA
(Vincent et al. 1998). Vyhodou je, Ze tato metoda umoznuje rozliSovat druhy a do jisté miry
i kmeny v ramci téhoz druhu (Satokari et al. 2003). Rozdily v genomu mezi jednotlivymi
bakteridlnimi druhy ptedstavuji rozdily ve velikosti a poctu ziskanych fragmentii DNA. Po
elektroforéze v agar6zovém gelu a obarveni barvivem jsou fragmenty vizualizovany pod UV
svétlem (Vincent et al. 1998). Tato metoda se Casto pouziva k charakterizaci probiotickych
bakterii (Ward & Roy 2005). Siroce se uplatiiuje pfi typizaci laktobacilti a bifidobakterii
z ruznych prostfedi. Technika RAPD-PCR je jednoducha a rychla, ale pro reprodukovatelnost
vysledkl je nutna pecliva optimalizace a standardizace (Satokari et al. 2003).

Pii fingerprintingu bakteridlnich spoleCenstev se pouzivaji také techniky teplotni
a denaturacni gradientové gelové elektroforézy (TGGE a DGGE). V praxi se ze vzorku
extrahuje RNA nebo DNA a pomoci primerit se amplifikuje fragment rRNA nebo rDNA.
Produkty PCR (amplikony) s pfiblizné stejnou velikosti ale rozdilnou sekvenci se posléze
odd€li pomoci gelové elektroforézy. Po obarveni jsou amplikony s riznymi sekvencemi
zobrazeny v gelu jako odd¢€lené fragmenty, které tvofi otisk mikrobidlni komunity (Satokari
et al. 2003).

3.4.4.3 Sekvenace genu 16S rRNA

Studie sekvenci rRNA na konci 70. let 20. stoleti poskytla kli¢ k fylogenezi prokaryot.
Zavedeni analyzy genu kodujiciho 16S podjednotku ribozomalni RNA znamenalo
molekularni revoluci. Lépe, nez jakdkoli jind metoda taxonomie dokdzala zatadit
mikroorganismy do struktury fylogenetickych vztaht. To vedlo k reorganizaci taxonomie na
urovni druht (Biavati & Mattarelli 2006). RNA malé ribosomalni podjednotky se stala
zakladem mikrobialni taxonomie, dodavaji Uhlik et al. (2013), a diky ni byla odhalena drtiva
vétsina diverzity mikrobidlniho svéta.

Sekvenovani genu 16S rRNA je béznym ndstrojem pro identifikaci bakterii (Bohme et
al. 2012). Nekteré vlastnosti této molekuly piedurcuji jeji pouziti jako fylogenetického
evolu¢ni zmény, kombinace vysoce konzervovanych usekl pro bakteridlni fi$i a variabilnich
usekud specifickych pro dany taxon (Uhlik et al. 2013). Protoze gen 16S rRNA ma vysoce
konzervované a variabilni oblasti, 1ze syntetizovat primery specifické pro gen 16S rRNA
z raznych taxonomickych skupin a pouzit je k priizkumu rtiznych stanovist’ pro specifické
skupiny organismli (Madigan et al. 2015). Jsou navrZeny univerzalni primery, které se vazou
na konzervované oblasti a amplifikuji variabilni oblasti. Amplifikace se provadi pomoci PCR
(Bohme et al. 2012).
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Pro velky pocet druhit byly urceny sekvence genu 16S rRNA a jsou dostupné
v databazich jako je naptiklad GenBank Narodniho centra pro biotechnologické informace
(NCBI). Pro identifikaci bakterii se sekvence 16S rRNA neznamého kmene porovna
s databazi publikovanych sekvenci a pomoci bézného bioinformaéniho nastroje BLAST se
ur¢i nejpodobnéjsi bakteridlni kmeny (Bohme et al. 2012).

Nevyhody této metody jsou chybéjici standardizace experimentalnich protokolll nebo
2-5% odchylka v sekvencich jednotlivych kopii tohoto genu v ramci jednoho genomu
(Purkrtova et al. 2018). Zaroveinl nemtize poskytnout dostatecné rozliSeni pro blizce ptibuzné
bakteridlni kmeny (Jian et al. 2001). Tuto metodu vyuzivaji predevsim velké klinické
a referencni laboratote, nebot” Casto vyzaduje specializované ptistrojové vybaveni a vyhrazené
laboratorni prostory a personal (Clark et al. 2013).

Cela celed Bifidobacteriaceae byla zalozena na zdklad¢ sekvenci 16S rDNA/rRNA
a pritomnosti specifickych nukleotidd (Killer et al. 2010). Fylogeneze, klasifikace
a ekologické studie bifidobakterii na zdkladé 16S rRNA genu vSak mohou byt zavadéjici
kvali pfitomnosti riznych kopii v genomech. Kromé toho také existuji druhy/poddruhy
bifidobakterii, které sdileji velmi podobné sekvence nukleotidii 16S rRNA genu (Killer et al.
2018a), kdy je mezi nimi vice nez 97% podobnost (Satokari et al. 2003). Dle autort
Ward & Roy (2005) se jedna naptiklad o B. longum subsp. longum a B.longum
subsp. infantis (podobnost 99,1 %) nebo B. animalis subsp. lactis a B. animalis subsp.
animalis (podobnost 99,0 %).

3.4.4.4 Celogenomové sekvenovani

Celogenomové sekvenovani nukleotidii zménilo geneticky, biochemicky a molekularné
biologicky vyzkum bakterii a mnoha vyssich organism (Ventura et al. 2007a). Piivodné bylo
vroce 1979 popsano Sangerovo sekvenovani, jez predstavovalo prvni krok k usnadnéni
sekvenovani genomu. Bylo ale pomalé a pracné a vyzadovalo genetickou mapu pro sestaveni
sekvenovanych fragmenti. S rozvojem vypocetni techniky a softwaru se tato strategie
vyvinula v celogenomové sekvenovani. Tato metoda vedla k prvnimu pralomovému
sekvenovanému genomu volné€ zijiciho organismu (Kwong et al. 2015).

Vyhoda celogenomového sekvenovani je sekvenace celé chromozomélni DNA. Tim se
pokryji promotorové a regulacni sekvence a poskytne se informace o Uplném mutacnim
profilu daného genomu. Zahrnuje de novo sekvenovani a resekvenovani. Obé metody
sekvenuji genomy, ale pii resekvenovani je k dispozici referencni sekvence, na kterou se nova
sekvence zpétn¢ mapuje (Koubkovi et al. 2014). Sekvenovani genomu je zlatym standardem
pro zkoumani kompletniho genetického vybaveni organismu a poskytuje prediktivni voditka
tykajici se genetickych faktorii, které urcuji adaptivni funkce specifické pro prostedi, v némz
organismus zije (Ventura et al. 2007a). Zhou et al. (2011) ve své publikaci uvadi, ze
velkoplosné sekvenovani genomi a souvisejici genomické technologie zptsobily revoluci ve
studiu mikrobidlnich spolecenstev. Nicméné Killer et al. (2018b) dodavaji, ze sekvenovani
celého genomu je ¢asoveé narocné, vyzaduje specialni vybaveni a je zna¢né¢ drahé.

Zacadtkem 21. stoleti se zacalo vice prosazovat sekvenovani genomu stievnich
komenzalti a symbiontii. Prvni kompletni genom bifidobakterialniho druhu B. longum byl
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zvetejnén v roce 2002. Sekvenovani genomu probiotického kmene predstavuje zasadni krok
k ziskani primarnich informaci pro dalsi ucely, jako je srovnavaci genomika, transkriptomika
nebo proteomika. Srovnavaci studie genomu jsou velmi uziteCné pii identifikaci kmenove
specifickych sekvenci DNA, které mohou byt zodpovédné za adaptace téchto kment na jejich
specifické niky nebo zplisob Zivota (Ventura et al. 2007a).

Za zédklad bakteridlni taxonomie jsou od 70. let 20. stoleti povazovany fyzikalné
chemické metody hybridizace DNA-DNA (Ventura et al. 2007a). Lauer & Kandler (1983)
uvedli, ze hybridizace DNA-DNA je u¢innym standardem pro stanoveni druhu v ramci rodu
Bifidobacterium. Pro Cleny stejného druhu by méla byt homologie DNA-DNA 70 % a vyse
(Jian et al. 2001) a rozdil v teploté tani obou genomickych DNA nesmi byt vy$si nez 5 °C
(Ventura et al. 2007a). Mira shody DNA umoznuje hierarchické uspotadani v zavislosti na
tom, jak dochazelo v pribéhu evoluce k diverzifikaci. Vyhodou této metody je univerzalnost
daného postupu pro vSechny taxonomické skupiny a vysoké spolehlivost. Proto porovnani
kompletnich molekul DNA-DNA ziistavda vhodnou metodou pro identifikaci druhu a urceni
miry mezidruhové pifibuznosti (Purkrtova et al. 2018). Tato metoda ma také nevyhody — je
pomérné obtizné¢ proveditelnd a standardizovatelnd napii¢ laboratofemi a mnohdy byva
zatizena vysokou experimentalni chybou (Uhlik et al. 2013).
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4 Metodika

Pro vytvoreni sbirky divokych kment bifidobakterii bylo v letech 2013-2020 v ramci
projektd Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky QK1910351 a MZE-RO0318 odebrano
téméi 200 fekalnich vzorka z tenkého a tlustého stteva divokych a domacich prasat. Izolaty
bifidobakterii charakterizované v ramci této diplomové prace pochazely ze 133 fekalnich
vzorkl. Fekalni vzorky byly odebrany celkem z 88 hostitelii: divokych (n=67) a domacich
(n=21) prasat. Jednotlivi hostitelé pochazeli z rtiznych lokalit v Ceské republice, konkrétné
z Radlic u Zasmuk, Hliny u Ivan¢ic, obce Niva (Boskovice), obce Rohyu Hodova
Obory Lany, Tisnova (Pfedklastei), Hynciny (Sumperk), ze zemé&dé&lskych podniki
GenAgro Ri¢any, Agrofarm (Zd’ar nad Sazavou) a Moras Moravany, Zemé&délského druzstva
Podlesi (Cechtin), Divoké Sarky v Praze, Bojesic, obce Hlavenec,
Ceské zemédélské univerzity v Praze (CZU) a Koufimi. Vzorky byly v ramci zmifiovanych
projektll ziskavany ve spolupraci s mysliveckymi spolky a chovateli v dané lokalité
a nasledné byly kontinudlné podrobeny mikrobiologickym rozboriim ve Vyzkumném ustavu
potravinaiském v Praze. Pro kultivaci bifidobakterii bylo pouZzito modifikované selektivni
Wilkins-Chalgren médium s mupirocinem a kyselinou octovou (WSP-MUP; Rada & Petr
2000) a Wilkins-Chalgren médium s norfloxacinem, mupirocinem a kyselinou octovou
(WSP-NORF; Vlkova et al. 2015). Nasledujici mikrobiologicky rozbor deskovou metodou
byl proveden analogicky podle Modrackova et al. (2021). Pro kultivaci odebranych izolata
byl vyuzit neselektivni Wilkins-Chalgren bujon se s6jovym peptonem (WSP bujon), dle
udaju, jenz obsahuje Tabulka 4, s vytvofenymi anaerobnimi podminkami ve zkumavce
(Hungate & Macy 1973). Vybrané izolaty poté byly uchovany pii —20 °C v 30% glycerolu
(VWR, USA). Timto zpisobem byla vytvotfena Siroka bakteridlni sbirka divokych kmenti
bifidobakterii (n=584). Vramci této diplomové prace byla nasledné celd tato sbirka
bifidobakterii identifikovdna pomoci MALDI-TOF MS na Uroveil druhu a pro stanoveni
kmenové variability byly vybrané izolaty déale charakterizovany fingerprintovou metodou
REP-PCR.

Tabulka 4: Wilkins-Chalgren bujon se sojovym peptonem

Latka MnozZstvi
Destilovana voda 1000 ml
Wilkins-Chaldren bujon (Oxoid, UK) 33g
Soya pepton (Oxoid) S5g
Tween 80 (Sigma-Aldrich, USA) 1 ml
L-cystein (Sigma-Aldrich) 0,5¢g

4.1 Priprava kultur bifidobakterii

Izolaty ze sbirky bifidobakterii v mrazdku byly vzdy pro néslednou identifikaci
a charakterizaci asepticky pfeockovany po 0,4 ml do zkumavky s 9 ml WSP bujonu. Nésledné
byly anaerobn¢ kultivovany pti 37 °C po dobu 24 hodin. U takto ¢erstvé narostlé kultury byla
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vzdy zkontrolovana cistota pomoci svételného mikroskopu s fazovym kontrastem (Nikon
Eclipse E 200LED MV RS, Japonsko).

4.2 MALDI-TOF MS identifikace

Kultury mikroorganismii 1ze pomoci MALDI-TOF MS identifikovat bud’ vykultivované
na pevném kultivaénim médiu, nebo v bujonu (Clark et al. 2013). U nami identifikovanych
vzorkl bifidobakterii byly k identifikaci pouzity ¢isté kmeny Cerstvé narostlé ve WSP bujonu.
Pfed nanesenim na MALDI desticku a samotnym métfenim bylo nutné provést nasledujici
kroky.

o Priprava vzorki a méreni

Z Cerstve narostlé Cisté kultury bifidobakterii byl injekéni stiikackou odebran 1 ml do
1,5ml Eppendorf zkumavky pro identifikaci MALDI-TOF MS s ethanol-formic acid
extraction dle instrukci vyrobce (Bruker Daltonik GmbH, Némecko). Nasledné¢ byla
pfenesend kultura stocena na centrifuze pii 14 500 otac¢kach za minutu po dobu 2 minut. Na
dné zkumavky se vytvofila usazenina neboli peleta, pfiCemz zbyly supernatant byl odstranén.
Peleta byla resuspendovana v 500 pl 70% ethanolu (PENTA, Ceska Republika).

Vznikla suspenze byla ndsledné zvortexovana a stoCena na centrifuze pii rychlosti
14 500 otacek za minutu po dobu 2 minut. Veskery ethanol byl odstranén a peleta ponechana
za pokojové teploty k suseni po dobu 10 minut. Nasledné byla provedena resuspendace pelety
v 15ul 70% kyselingé mravenéi (Honeywell Fluka™, USA) a piidani 15 pl acetonitrilu
(Sigma-Aldrich) pro extrakei intracelularnich proteinii. Roztok byl poté zvortexovan a znovu
sto¢en na 14 500 otacek za minutu po dobu 2 minut. Nakonec bylo z vysledného roztoku
nadavkovan 1 pl supernatantu ve dvou kopiich na MALDI desticku. Po zaschnuti byl vzorek
prekryt 1 ul matrice HCCA (kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticovd, Bruker, Némecko).
Desticka byla nasledné vlozena do pftistroje MALDI-TOF MS a analyzovana pomoci Bruker
Biotyper software (Bruker Daltonics) pro rychlou identifikaci mikroorganismu spolu
s rozsifenou databazi pro identifikaci bifidobakterii (Modrackova et al. 2021). Vystupem
tohoto méfeni byla unikatni hmotnostni spektra kultur bifidobakterii.

o Vyhodnoceni vysledkii

Prostfednictvim algoritm byla nasledn¢ urCena mira podobnosti mezi ziskanymi
neznamymi spektry a zdznamy v MALDI databazi. Ziskané skore se zobrazuje v rozmezi od
0,0 —nulova podobnost do 3,0 —dokonala shoda. Pro kazdy testovany vzorek je uvedeno
skore a identita 10 nejblizsich referencnich spekter. V ramci skoére stanovil vyrobce mezni
intervaly, které uzivateli poskytuji jistou identifikaci bud’ na urovni rodu (skore 1,700 az
1,999), nebo na trovni druhu (skore > 2,000). Kazdy vzorek s hodnotou <1,700 se povazuje
za neidentifikovany. Rozmezi pro jednotliva skore uvadi Tabulka S.
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Tabulka 5: Rozmezi pro identifikovana skore u vyhodnocovani MALDI-TOF MS vysledkii

Skore Interpretace Barva

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

1,70 — 1,99 | Identifikace s nizkou mirou jistoty — zaru¢ena identifikace rodu

0,00 — 1,69 | Identifikace organismu nelze provést

4.3 Fingerprintova metoda REP-PCR

Pro charakterizaci vybranych izolatl znejcetnéjSich detekovanych skupin
bifidobakterialnich druhii u divokych a domécich prasat byla provedena REP-PCR. Jak jiz
bylo zminéno, jednd se o fingerprintovou metodu zalozenou na amplifikaci usekl
ohrani¢enych repetitivnimi sekvencemi.

4.3.1 Izolace DNA a PCR

Z Cerstvé narostlé Cisté kultury bifidobakterii ve WSP bujonu bylo injekéni stiikackou
odebrano 0,5 ml do 1,5ml sterilni Eppendorf zkumavky pro izolaci DNA. DNA byla
extrahovédna pomoci PrepMan Ultra™ (Applied Biosystems, USA) dle pokynii vyrobce.
Pfedem byl nahfat termostat na 100 °C. Zkumavky byly stoCeny v centrifuze pii rychlosti
14 500 otacek po dobu 2 minut. Nasledné byl ze zkumavek odlit supernatant a peleta byla
resuspendovdna v 50 ul PrepMan Ultra™. Suspenze poté byla vloZena do termostatu
a zahtata na 100 °C dobu 10 minut. Poté byla ponechdna zchladnout na pokojovou teplotu
a nasledné opét stocena v centrifuze za stejnych podminek. Nakonec byl ze zkumavky opatrné
odpipetovan supernatant do nové sterilni Eppendorf zkumavky. Izolovana DNA byla nasledn¢
uchovana pii —20 °C.

Vzorky DNA byly poté pouzity pro REP-PCR. PCR mix byl pfipraven z Master mixu
(Thermo Fisher Scientific, USA) obsahujici reakéni pufr, smés nukleotidi a Taq DNA
polymerazu, PCR vody (Thermo Fisher Scientific) a primeru GTGs
(5'-GTGGTGGTGGTGGTG-3') (Gevers et al. 2001). Slozeni a mnozstvi uvadi Tabulka 6.
Poté byla PCR smés zvortexovana.

Tabulka 6: Slozeni PCR smési s mnozstvim

na I ul DNA

Komponenty Mnozstvi
Master mix 12,5 ul
Primer GTGS 1wl

PCR voda 10,5 ul
DNA templat 1l
Celkem 25 nl

Nasledné byl prepipetovan po 24 ul do PCR mikrozkumavek, ke kterym byl poté
doplnén 1 pul DNA daného izolatu bifidobakterie do celkového objemu 25 ul. Smés byla opét
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kratce zvortexovana. Mikrozkumavky obsahujici vSechny slozky byly umistény do
termocykleru (Bio-Rad, USA) a byla spusténa samotna PCR reakce. REP-PCR byla
provedena dle Gevers et al. (2001). Teplotni rezimy pro REP-PCR, jenz znazoriuje
Tabulka 7, probihaly ve tiech opakujicich se fazich. Po uvodni denaturaci nésledovalo
30 cykla.

Tabulka 7: Teplotni rezimy v termocykleru pro

REP-PCR
Teplotni reZimy
1 cyklus 95 °C 7 minut
90 °C 3 minuty
30 cykla 40 °C 1 minuta
65 °C 8 minut
1 cyklus 65 °C 16 minut

4.3.2 Agardzova gelova elektroforéza

Pro separaci fragmentii PCR produktu byla pouzita agar6zova gelova elektroforéza.
Nejprve bylo ptipraveno 100 ml 0,75krat koncentrovaného TAE (TRIS-kyselina octova-
EDTA) pufru (Thermo Fisher Scientific) s pfidinim 1g praSkové agardzy
(Serva Electrophoresis, Némecko). Promichana smés byla zahtdta 3 minuty v mikrovinné
troubé. Po vychladnuti bylo do smési napipetovano 5 pul GelRed barviva (Biotium, USA).
Roztok byl nalit do formy s hiebinky pro vytvofeni jamek a nechal se ztuhnout pii pokojové
teploté (cca 30 minut). Po ztuhnuti byl gel pfemistén do elektroforézy naplnéné TAE pufrem
a byly vyjmuty hiebinky, které zanechaly komurky pro napipetovani PCR produkt do gelu.
Poté byl TAE pufr dolit po rysku PCR vany. Do jamek bylo automatickou pipetou naneseno
5 ul PCR produktu. Do prvni a posledni jamky bylo napipetovano stejné mnozstvi DNA
standardu (Thermo Fisher Scientific) pro odhad velikosti pozorovanych fragmentii DNA.
Néadoba elektroforézy byla ptikryta vikem a separace probihala pti napéti 80 V po dobu 180
minut.

4.3.3 Vizualizace PCR produktu a shlukova analyza

Po dokonceni elektroforézy byl gel vyjmut a pienesen do UV-transluminatoru
(Bio-Rad), ve kterém byl gel prosvicen UV zafenim, a separovand DNA byla vizualizovéna.
Nésledn¢ byly programem Bio-Rad The Discovery Series Quality one 1-D pofizeny
elektroforeogramy zobrazujici ziskané fingerprintové profily, jejichZ similarita byla po jejich
selekci nésledné analyzovana v programu BioNumerics (Applied Maths, Belgie).
Analyzované profily byly vybrany na zaklad¢ uspésnosti probéhlé PCR. Pro hodnoceni
podobnosti byly nastaveny dil¢i parametry analyzy: koeficient similarity (Pearsonova
korelace, 1% optimalizace a 5% vyhlazeni kiivky) a shlukovd analyza (shlukovd metoda
UPGMA s kofegenni korelaci).
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5 Vysledky

V ramci této diplomové prace bylo identifikovano a dale charakterizovano 584 kment
bifidobakterii pochazejicich ze sbirky divokych kment izolovanych ze 133 fekalnich vzorka
celkem od 88 hostitelti, konkrétné 67 divokych a 21 domacich prasat.

5.1 Identifikace bifidobakterii pomoci MALDI-TOF MS
5.1.1  Uspé&snost identifikace bifidobakterii

MALDI-TOF MS s rozsitenou databazi pro identifikaci bifidobakterii se prokazala jako
vhodna pro spolehlivé druhové urceni velkého poctu izolati variabilnich bifidobakerialnich
druhti. Metodou MALDI-TOF MS s rozsifenou databazi pro identifikaci bifidobakterii bylo
analyzovéano 584 vyizolovanych kmeni, pficemz byl zjistén vyskyt 37 kontaminantt. Tudiz
kone¢ny pocet bifidobakterii ¢inil 547 kment. Z téchto 547 kment bifidobakterii bylo pomoci
této metody Uspésné zidentifikovano 438 kment se zarucenou identifikaci rodu i druhu, tedy
80,1 %. Z nichz na uroven druhu s vysokou mirou jistoty bylo identifikovano 276 kmeni
bifidobakterii (50,5 %) a nejvySe na troven rodu 162 kmeni (29,6 %). Identifikaci nebylo
mozné provést u 109 izolatd (19,9 %). Usp&snost identifikace touto metodou z celkovych 547
kmenti bifidobakterii znazoriiuje Graf 1. Tabulka 8 uvadi uspéSnost detekce jednotlivych
druhti bifidobakterii v souvislosti s pivodem praseciho hostitele. U divokych prasat bylo
zanalyzovano 59,9 % kmeni bifidobakterii na trovenn druhu a 40,1 % na uroven rodu.
urovent druhu a pouze 27,5 % kmend na troven rodu. S vysokou mirou jistoty bylo u obou
skupin prasat zidentifikovdno 9 druhl: B. animalis, B. apri, B. boum, B. globosum,
B. choerinum B. porcinum, B. pseudolongum, B. thermacidophilum a B. thermophilum. Pouze
s nizkou mirou jistoty byly u divokych prasat detekovany také druhy B. aerophilum
a B. chimpanzee. Druhy B. animalis, B. boum, B. pseudolongum 1 B. choerinum byly ve
vysokém poctu uspésné zméteny na aroven druhu ve srovnani s identifikaci na uroven rodu.
Naopak velky pocet kment B. porcinum byl u divokych i domacich prasat zidentifikovan
uspésné pouze na uroven rodu.

19.9%

@ Identifikace na urovni druhu
Identifikace na Grovni rodu

Neidentifikovano

29.6%

Graf 1: Uspésnost identifikace bifidobakterii na virovern druhu, rodu a bez moznosti identifikace
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Tabulka 8: Uspésnost identifikace bifidobakterii na viroveit druhu a rodu u divokych a domdcich prasat

Na drovni druhu Na udrovni rodu
Druhy bifidobakterii . — . — 1 Celkem
DIVOKA | DOMACI | DIVOKA | DOMACI

B. aerophilum - - 3 - 3
B. animalis - 21 - 3 24
B. apri 76 1 50 5 132
B. boum 21 27 3 4 55
B. globosum 1 - - - 1
B. chimpanzee - - 1 - 1
B. choerinum - 3 - - 3
B. porcinum 30 5 37 8 80
B. pseudolongum 7 5 - 1 13
B. thermacidophilum 1 - 4 - 5
B. thermophilum 61 17 34 9 121
Celkem 197 79 132 30 438

5.1.2 Druhové zastoupeni bifidobakterii u divokych a domacich prasat

Jak jiz bylo zminéno, testované kmeny byly zatazeny do 9 riznych druhi bifidobakterii.
Nejvice zastoupenym druhem bifidobakterie ve stfevni mikrobioté praseciho hostitele byl
B. thermophilum (28,3 %), mnasledovany druhem B.apri (27,9 %). DalSimi bézné
detekovanymi druhy bifidobakterii byly: B. boum (17,4%), B.porcinum (12,7 %),
B. animalis (7,6 %) a B. pseudolongum (4,3 %). Naopak vzacné detekovanymi druhy byly
B. choerinum (1,1 %), B. globosum (0,4 %) a B. thermacidophilum (0,4 %). Jednotliva
zastoupeni Uspé$né identifikovanych druht bifidobakterii u prasat obsahuje Graf 2, ktery
taktéZ zobrazuje pocet bifidobakterii u divokych a domécich prasat.

®DIVOKA mDOMACIH

B. animalis
B. apri

B. boum

B. globosum
B. choerinum

B. porcinum

B. pseudolongum

B. thermacidophilum 1

B. thermophilum

20 30 40 50 60 70 80 90
Cetnost izolath

o
=
o

Graf 2: Cetnost sledovanych druhii bifidobakterii u divokych a domacich prasat



Divoka a domaci prasata vykazovala stejny pocet detekovanych druhti bifidobakterii,
avsak s jejich odlisnym zastoupenim v ramci obou sledovanych skupin. Ve stfevni mikrobioté
divokych prasat byly detekovany druhy B. apri, B. boum, B. globosum, B. porcinum,
B. pseudolongum, B. thermacidophilum a B. thermophilum. Nejvyssi zastoupeni z celkového
poctu 197 bifidobakteridlnich izolati mél druh B. apri (38,6 %) a dale B. thermophilum
(31,0 %). Nejnizsi Cetnost vykazoval B. globosum (0,5 %) a B. thermacidophilum (0,5 %),
které se vyskytovaly pouze u divokych prasat. Naopak udomacich prasat byly
zidentifikovany  druhy  B. animalis, B. apri, B. boum, choerinum, B. porcinum,
B. pseudolongum a B. thermophilum. NejCetn€jsi druh u domacich prasat z celkového poctu
79 bifidobakterii predstavoval B. boum (34,2 %) a nasledné B. animalis (26,6 %). B. animalis
navic nebyl u divokych prasat viibec detekovan. Nejméné pocetnym druhem u domécich
prasat byl B. apri (1,3 %). Ptestoze je B. apri ziejm¢ hostitelsky specifickym druhem, jeho
zastoupeni se vyznané liSilo v ramci sledovanych skupin, kdy u divokych prasat byl tento
druh nejcetnéjsi (38,6 %), zatimco u doméacich prasat byl nejméné pocetnym (1,3 %). V mensi
mife tomu bylo i u druhu B. porcinum, jehoz zastoupeni bylo u divokych prasat vyssi
(15,2 %) nez u domacich (6,3 %). Naopak podil druhu B. boum u domacich prasat byl ve
srovnani s ostatnimi druhy nejvyssi (34,2 %), zatimco u divokych prasat se pohyboval
v niz§ich hladinach (10,7 %). Zastoupeni B. thermophilum bylo u divokych (31,0 %)
1 domadcich (21,5 %) prasat pomérné vysoké s ohledem na jejich pocet.

Divoké prasata vykazovala vyssi vyskyt jedincii s vice nez 3 detekovanymi odlisSnymi
druhy bifidobakterii nez domaci prasata. Konkrétné u 9meésicni samice z oblasti Obory
Ricmanice (u Brna) byly identifikovany aZ 4 riizné druhy bifidobakterii: B. apri, B. porcinum,
B. thermacidophilum a B. thermophilum. Nicmén¢ mezi doméacimi prasaty se také vyskytly
dva takovi jednici. Jednalo se taktéZ o samice. Jedna pochdzela z farmy Moras Moravany
s nasledujicim zastoupenim bifidobakterii: B. animalis, B. porcinum, B. pseudolongum
a B. thermophilum. Druha se nachazela v podniku Agrofarm (Zd4r nad Sazavou)
a detekovany byly druhy B. apri, B. boum, B. choerinum a B. thermophilum.

o Vliv lokality a zptisobu chovu na zastoupeni bifidobakterii

Detekované druhy bifidobakterii se liSily také vramci lokalit. Sledovani jedinci
pochazeli z19 odlisnych lokalit v Ceské republice. Jednotlivé oblasti divokych prasat
a konkrétni farmy s domacimi prasaty oznacuje Obrazek 8, ktery zndzorfiuje rozmisténi
viech lokalit vramci CR. Zastoupeni sledovanych druhil bifidobakterii nesouviselo
s lokalitami umisténymi blizko sebe, tudiZz se nepotvrdila souvislost rozsifeni bifidobakterii
v ramci blizkych stanovist’.
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Q DIVOKA prasata

D DOMACI prasata

1) Radlice u Zasmuk 6) Doupov (Karlovy Vary) 11) Tuf (Jic¢in) 16) Bojesice
2) Hlina u Ivancic 7) Obora Ricmanice (u Brna) 12) Agrofarm (Zd’4r nad Sazavou) 17) Hlavenec
3) Niva (Boskovice) 8) Obora Lany 13) Moras Moravany 18) CZU

4) Rohy u Hodova 9) Tisnov (Piedklasteti) 14) ZD Podlesi (Cechtin) 19) Koutim
5) Tuf (Ji¢in) 10) Hyn¢ina (Sumperk) 15) Divoka Sarka v Praze

Obrdzek 8: Mapa Ceské republiky se sledovanymi lokalitami divokych a domdcich prasat

Zastoupeni druhii bifidobakterii v jednotlivych lokalitdich pro divoka prasata zobrazuje
Graf 3. V oblastech vyskytu divokych prasat méli jedinci obecné nizsi variabilitu druhii
bifidobakterii, kdy u prasat z téchto lokalit byly detekovany nejvyse 4 rizné druhy na jednu
lokalitu. Jednalo se o Rohy u Hodova, Doupov (Karlovy Vary), Oboru Ricmanice a Koufim.
Nekteré druhy se vyskytly jen v jedné lokalité. Pouze v oblasti Rohy u Hodova byl zjistén
druh B. globosum. B. thermacidophilum se vyskytl pouze v lokalitdé Obory Ricmanice
a B. pseudolongum byl u divokych prasat detekovan pouze v oblasti Koufimi, ve které tento
druh pifevazoval (63,6 %). Nejvyssi pocet B. apri byl u divokych prasat nalezen v obci
Hlina u Ivanéic (35,6 %) a nasledné v Divoké Séarce v Praze (27,4 %). Zaroven B. apri byl
v téchto oblastech zastoupen téméi vyhradné, i pfestoze jsou tyto dvé lokality od sebe dost
vzdaleny. V obci Hlina u Ivanéic jeho podil &inil 92,9 % a v Divoké Sarce dokonce 95,2 % ze
vSech sledovanych druhi v téchto oblastech u divokych prasat. Pro oblast Doupov
(Karlovy Vary) byl B. apri také nejastéjSim druhem (60,0 %), stejné jako pro Hlavenec
(61,5 %). B. boum byl nejvice detekovan v lokalit¢ Niva (Boskovice) (33,3 %). Nejcastéjsi
vyskyt druhu B. porcinum byl v oblasti Rohy u Hodova (33,3 %) v porovnani s oblastmi
divokych prasat. Pfi¢emz tato oblast byla pro tento druh typicka i v porovnani se vSemi
sledovanymi lokalitami (28,6 %). V Hynéiné (Sumperk) nebyly tispéiné detekovany zadné
druhy.
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Graf 3: Druhové zastoupeni bifidobakterii v ramci sledovanych lokalit divokych prasat v CR

Zastoupeni detekovanych druhii bifidobakterii na farmach s domacimi prasaty uvadi
Graf 4. Na farmach byla detekovana obecné vyssi variabilita druhi bifidobakterii. Konkrétné
v zemé&dé&lském podniku Agrofarm (Zd’4r nad Sazavou) bylo u mistnich prasat nalezeno az
6 riznych druht bifidobakterii: B. animalis, B. apri, B. boum, choerinum, B. porcinum,
a B. thermophilum. Taktéz tomu bylo na farmé Moras Moravany, kde byly detekovany druhy:
B. animalis, B. boum, choerinum, B. porcinum, B. pseudolongum a B. thermophilum. Druh
B. animalis byl zastoupen udomacich prasat prevazné ze zemédé€lského podniku
Moras Moravany (52,4 %) a nasledné¢ ze Zemédélského druzstva Podlesi (28,6 %). Druh
B. boum byl znejvétsi Casti zastoupen jen v Moras Moravany (63,0 %) a nasledné
v ZD Podlesi (25,9 %) v porovnani s ostatnimi farmami. V porovnani se v§emi sledovanymi
oblastmi jeho podil v Moras Moravany ¢inil 35,4 %. Z pohledu lokality Moras Moravany se
zde v nejvysSim mnozstvi vyskytoval B. boum (46,0%) a poté B. animalis (29,7 %).
V podniku ZD Podlesi taktéz prevazoval B. boum (31,8 %) a poté B. animalis (27,3 %). Na
farmé¢ GenAgro Ritany byly detekovany pouze dva druhy, konkrétné B. apri (66,7 %)
a B. boum (33,3 %). V Agrofarm (Zd’ar nad Sazavou) pievazoval B. thermophilum (47,4 %).
Na Ceské zemé&délské univerzité v Praze nebyly identifikovany Zzadné druh bifidobakterii.
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Graf 4: Druhové zastoupent bifidobakterii v ramci sledovanych lokalit domdcich prasat v CR

B. thermophilum byl nejvice rozsifenym druhem, jelikoz byl zastoupen v nejvice nami
sledovanych lokalitach (n=15) v pomérné vysokém podilu ve srovnani s ostatnimi druhy.
Nejvice byl identifikovan z obce Radlice u Zasmuk (14,1 %), obce Niva (Boskovice) (12,8 %)
a Rohy u Hodova (12,8 %). V pomérné vysokém mnozstvi byl také zastoupen u domacich
prasat ze zemédélské spolecnosti Agrofarm (11,5 %), ve které byl jeho vyskyt nejvyssi
(47,4 %) v porovnani se zastoupenymi druhy.

o Vliv stari hostitele na zastoupeni bifidobakterii

Pro hodnoceni vlivu stafi hostitele na zastoupeni bifidobakterii byla pouzita dostupna
data u 176 ziskanych izolath z divokych prasat, pro kterd byla dostupna. Pro domaci prasata
byla data nedostupnd, tudiz vliv stafi hostitele pro tuto skupinu prasat nebyl hodnocen.
Hostitelé byli rozdéleni do 4 skupin: 1-2 mésice, 3—7 mésicti, 8—10 mésict a 20-36 mésici.
Stafi prasete hralo rovnéz svou roli v jednotlivém zastoupeni druhli bifidobakterii. U skupiny
selat starych 1-2 mésice byl nejCastéji detekovan druh B. pseudolongum (63,6 %), ktery se
zarovenn vyskytoval pouze u této veékové skupiny. U prasat ve v€ku 3-7 mésicii byl
nejpocetnéj§im druhem B. thermophilum (37,2 %) nésledovan B. apri (25,6 %). U starSich
prasat ve véku 8—10 meésicii byl izolovan nejvyssi pocet B. apri (47,4 %), stejné jako u vékové
skupiny 20-36 mésict (46,7 %). Druhy B. boum, B. porcinum a B. thermophilum se
vyskytovaly u vSech vékovych skupin. Tabulka 9 obsahuje zastoupeni druhti bifidobakterii
dle vékové skupiny prasat.
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Tabulka 9: Druhové zastoupeni bifidobakterii dle stari divokych prasat

DIVOKA prasata

Druhy bifidobakterii 1-2 mésice | 3—7 mésici | 8—10 mésica | 20-36 mésici
B. animalis - - - -
B. apri - 20 27 14
B. boum 1 12 2 1
B. globosum - - - 1
B. choerinum - - - -
B. porcinum 1 17 7 5
B. pseudolongum 7 - - -
B. thermacidophilum - - 1 -
B. thermophilum 2 29 20 9
Celkem 11 78 57 30

o Vliv pohlavi hostitele na zastoupeni bifidobakterii

Pro hodnoceni vlivu pohlavi hostitele na zastoupeni bifidobakterii byla pouZzita data
u 257 bifidobakterii, pro ktera byla dostupna. Jednotlivy pocet bifidobakterii u samic a samcil
ukazuje Tabulka 10. U divokych idomacich prasat mély samice vysSi zastoupeni
bifidobakterii nez samci. Druhova variabilita byla u samic také vySsi nez u samcti. U samic
prasat domacich byl izolovéan také druh B. pseudolongum, u samct nikoliv. Také byl u samic
detekovan vysoky pocet B. animalis (39,5 %) na rozdil od samct (10,5 %). Naopak u samct
byl zjistén vyssi podil B. boum (57,9 %) nez u samic (11,6 %). Samice divokych prasat mély
nejvyssi zastoupeni B. apri (36,8 %) a samci B. thermophilum (40,0 %). B. thermophilum byl
u samic i samcu prasecich hostitelll zastoupen v podobném procentualnim podilu.

Tabulka 10: Druhové zastoupent bifidobakterii v ramci pohlavi

Druhy bifidobakterii DOMICT DI/ QKN
Samice | Samci | Samice | Samci

B. animalis 17 4 - -
B. apri 1 2 39 22
B. boum 5 22 12 4
B. globosum - - 1 -
B. choerinum 2 1 - -
B. porcinum 4 1 17 13
B. pseudolongum 5 - 4 3
B. thermacidophilum - - 1 -
B. thermophilum 9 8 32 28
Celkem 43 38 106 70
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5.2 REP-PCR charakterizace

Na zakladé MALDI-TOF MS screeningu byly ve stievni mikrobioté prasat jako
nejcetnéj$i druhy bifidobakterii detekovany B. apri a B. thermophilum, konkrétné u prasat
divokych, a B. animalis a B. boum u prasat domdacich. Pro zjisténi jejich kmenové variability
a mozné potencialni pfitomnosti také mensich taxonomickych celkd byla u téchto ¢tyt druhti
dale provedena fingerprintovd metoda REP-PCR s pouzitim primeru GTGs. Pro charakterizaci
vramci druhu B. apri bylo vybrano 52 izolati (Obrazek 9). Prestoze vSechny izolaty
pochézely z mikrobioty divokych prasat, na zékladné shlukové analyzy doslo k jejich dil¢imu
rozdéleni do péti skupin s odsliSnymi profily.
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Obrazek 9: Kmenova variabilita druhu B. apri s péti odlisnymi skupinami profilii ziskanych shlukovou analyzou

Stejnou metodou byly charakterizovany také izolaty v ramci druhu B. thermophilum.
Celkovée bylo vybrano 53 izolati (Obrazek 10). V ramci tohoto druhu byl detekovan podobny
trend tvorby shlukii jako u izolath B. apri. 1zolaty B. thermophilum vykazovaly vyznamnou
variabilitu umoznujici jejich rozdéleni do 12 dil¢ich skupin.
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Obrazek 10: Kmenova variabilita druhu B. thermophilum s jedendcti odlisnymi skupinami profilii
ziskanych shlukovou analyzou

Také pro vybrané izolaty vramci druhu B. animalis a B. boum byly vytvoieny
fingerprintové profily. Celkové bylo vybrano 18 izolath B. animalis (Obrazek 11; A) a 15
izolath B. boum (Obrazek 11; B). Ziskané profily izolath B. animalis byly v ramci
detekovanych sub-skupin velmi podobné a lze tedy predpokladat pouze drobnou kmenovou
variabilitu v rdmci geneticky velmi podobnych izolata.
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Obrazek 11: (4) Kmenova variabilita druhu B. animalis,; (B) Kmenova variabilita druhu B. boum

Pouzity primer GTGs byl vhodnym nastrojem pro fingerprintové profilovani izolath
z druhl B. apri, B. thermophilum a B. animalis, nicméné nebyla potvrzena vhodnost jeho
pouZiti pro charakterizaci izolati druhu B. boum. Vysledky pro tuto skupinu tedy nelze
detailngji interpretovat (Obrazek 11; B) a pro budouci charakterizace bude nezbytné zvoleni
jiného primeru.
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6 Diskuze

Bifidobakterie ptedstavuji jednu z velmi dtlezitych bakteriadlnich skupin v rdmci kmene
Actinobacteria (Michelini et al. 2016). Byly objeveny na pocatku minulého stoleti a jedna se
o vyznamné komenzalni bakterie (Leahy et al. 2005). Jsou dobie znamé ptiznivymi uc¢inky na
zdravi svého hostitele, proto se bézné uplatituji jako probiotika v potravinach a krmivech
(Leahy et al. 2005; Simpson et al. 2004a). Hraji nezastupitelnou roli v boji proti patogenim,
stimulaci imunitniho systému, vyvoji stievni mikrobioty ¢i v produkci enzymi spojenych
s travenim nestravitelnych slozek potravy (O’Callaghan & van Sinderen 2016). Také
pozitivné ovliviiuji kognitivni funkce (Savignac et al. 2015). Ackoli neptedstavuji jeden
z dominantnich rod@i v gastrointestindlnim traktu savcl, zdd se, Ze jsou rozSifené
a vSudypfitomné u celé fady savCich hostiteli (Milani et al. 2017). Nekteré bifidobakterie
maji kosmopolitni zplisob Zivota, zatimco jiné druhy ziejmé vykazuji vysoce specializovanou
ekologickou adaptaci na stfevo svého hostitele (Turroni et al. 2011). Bifidobakterie byly
izolovany také ze stfeva prasat (Biavati & Mattarelli 2006). Zatimco v mikrobioté prasat
domacich prevazuji spiSe laktobacily, u divokych prasat jsou bifidobakterie vyznamné
zastoupeny (Wei et al. 2022; Huang et al. 2020; Shang et al. 2022).

Cilem této prace bylo zidentifikovat izolaty bifidobakterii ziskané ze stfevni mikrobioty
divokych a domacich prasat metodou MALDI-TOF MS s rozsifenou databazi pro identifikaci
bifidobakterii. Celkem bylo zanalyzovano 584 divokych kment, které byly zatazeny do
9 riznych druhti bifidobakterii: B. animalis, B. apri, B. boum, B. globosum, B. choerinum,
B. porcinum,  B. pseudolongum,  B. thermacidophilum  a B. thermophilum.  lzolaty
B. thermophilum a B. apri byly nejcetnéjsi. Stejné druhy v mikrobioté prasat byly detekovany
jiz dtive, konkrétné B. thermophilum (Zani et al. 1974), B. boum (Mikkelsen et al. 2003),
B. apri (Simpson et al. 2003), B. pseudolongum (Mitsuoka 1969) a B. choerinum (Scardovi et
al. 1979). Nicméné byla popsana i detekce dalSich druht jako je B. suis (Matteuzzi et al.
1971), B. suillum (Yanokura et al. 2015), B. psychraerophilum (Simpson et al. 2004b)
a B. minimum (Simpson et al. 2003), jejich pfitomnost v nasi kolekci nebyla potvrzena.

Divokéa a domaci prasata se v ramci této prace znacné liSila v zastoupeni jednotlivych
druhti bifidobakterii. U divokych prasat pievazoval druh B. apri a nasledné B. thermophilum.
TaktéZz Pechar et al. (2017b) hojné€ izoloval druh B. apri z divokych prasat, spolu s vysokym
zastoupenim B. thermophilum, B. thermacidophilum subsp. porcinum a v niz§im poctu
i B. globosum. V ramci naSeho monitoringu druhového zastoupeni bifidobakterii bylo dale
zjisténo, ze u domacich prasat byl nejéetné€jsSim druhem B. boum a nasledné B. animalis, ktery
u divokych prasat nebyl viibec detekovan. Detekovany druh B. choerium se taktéz vyskytoval
pouze udomacich prasat. Naopak pouze u divokych prasat byly identifikovany druhy
vysoky vyskyt B. globosum, B. pseudolongum, spolu s B. thermophilum, ktery pievazoval
(Gavini et al. 2006; Lamendella et al. 2008; Simpson et al. 2003). Je zajimavé, Ze naSe
vysledky poukazuji na vyskyt B. boum 1 B. thermophilum jak u domacich, tak u divokych
prasat, coz naznacuje jejich hostitelskou specifitu na prasec¢i mikrobiotu. To potvrzuje také
Lamendella et al. (2008) v souvislosti s vyskytem u domadcich prasat. U divokych prasat poté
Pechar et al. (2017b) také uvadi vysoké zastoupeni B. thermophilum a Killer et al. (2013)
B. boum.
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Vzhledem k tomu, ze B. apri byl poprvé izolovan a popsan z traviciho traktu divokého
prasete (Pechar et al. 2017b), naSe vysledky také naznacuji jeho hostitelskou specifitu.
U divokych prasat piedstavoval nejpocetnéjsi bifidobakteridlni druh. Je =zajimavé, ze
v zanedbatelnych poctech se vyskytl i u prasat domdacich. Lze tedy predpokladat, ze by to
mohlo byt zplisobené spolecnou evolucni historii hostitele. Pechar et al. (2017b) navic jesté
dodava, Ze by mohl byt pfedkem fylogenetické skupiny zahrnujici termofilni druhy
bifidobakterii u prasat (Pechar et al. 2017b). Detekované izolaty navic vykazovaly vysokou
kmenovou variabilitu, kterd naznacuje potencidlni rozdéleni tohoto druhu na vice dil¢ich
poddruht. Podobné tomu bylo naptiklad také u druhu B. longum, u kterého bylo popsano
nekolik podruhti: B. longum subsp. longum, B. longum subsp. infantis a B. longum subsp. suis,
které¢ byly naopak diive samostatnymi druhy (Sakata et al. 2002; Mattarelli et al. 2008).
Posléze byl taktéz charakterizovan B. longum subsp. suillum izolovany z prasat (Yanokura et
al. 2015). Zajimavé také je, ze u divokych prasat druh B. apri vyrazné dominoval v lokalitach
Hlina u Ivan¢ic a Divoka Sarka v Praze. Avsak souvislost rozsifeni druhfi v blizkych
lokalitadch se nepotvrdila. Detekovan byl ve vSech vékovych skupindch u divokych prasat
mimo selat starych 1-2 mésice. U starSich prasat ve véku 8—10 mésici a 20-36 mésict
predstavoval nejpocetnéjsi druh.

V ramci monitoringu druhového vyskytu bifidobakterii u prasat byl jako druhy
nejcetnéjsi druh u divokych prasat detekovan B. thermophilum, ktery se ale hojné vyskytoval
také u prasat domacich. Prvné ho popsal Mitsuoka (1969), ktery ho izoloval z vykall prasat,
kurat, telat a z bachoru skotu (Mitsuoka 1969; Sgorbati et al. 1995). Dle Gavini et al. (2006)
a Mayrhofer et al. (2007) tvofi B. thermophilum spolu s B. pseudolongum hlavni Cast
bifidobakterialni mikrobioty ve stfevech a vykalech skotu a prasat. TaktéZ Ballesté & Blanch
(2011) nalezli ve vSech fekalnich vzorcich domacich prasat druhy B. thermophilum spolu
s B. thermacidophilum a Lamendella et al. (2008) druhy B. thermophilum a B. boum. Az
Pechar et al. (2017b) nalezli B. thermophilum ve vysokém mnozstvi také u prasat divokych.
V rdmci této prace byla u tohoto druhu, stejné jako u B. apri, také detekovana velmi vysoka
kmenova variabilita. Z hlediska monitorovanych lokalit 1ze poté shrnout, ze tento druh byl
nejvice rozSitenym. Byl zastoupen ve vét§in€ sledovanych oblastech. Zaroven se u divokych
prasat vyskytoval ve v§ech vékovych skupinach.

Ttetim nejcetnéj$im druhem bifidobakterii v mikrobioté prasat a nejcastéji vyskytujicim
se druhem u domadcich prasat byl B. boum. Plivodné byl izolovan z bachoru skotu a vykald
prasat (Scardovi et al. 1979). Tento druh byl nalezen u selat z komercniho chovu (Maxwell et
al. 2004; Mikkelsen et al. 2003) a taktéz u prasat divokych (Killer et al. 2013). Mikkelsen et
al. (2003) dokonce naznacuji specifitu tohoto druhu pro praseciho hostitele. To potvrzuje také
Lamendella et al. (2008), ktefi tento druh izolovali ve vysokém poctu z prase€ich vykali na
farmach. Nase vysledky potvrzuji piedchozi zjisténi. B. boum se totiz vyskytoval u divokych
1 domacich prasat s nej¢etn€jSim zastoupenim u prasat domacich. Je zajimavé, Ze v ramci této
prace byl nejCastéji detekovan na farmé Moras Moravany, kde jeho podil ve srovnani
s ostatnimi oblastmi vyrazné prevazoval. Tento druh se také vyskytoval u vSech vékovych
skupin divokych prasat.

Dal$im vyznamné zastoupenym druhem bifidobakterie byl také B. animalis, druhy
nejcastéji detekovany druh u domécich prasat. Pivodné byl izolovéan z vykalt krys (Mitsuoka
1969), avsak jako samostatny druh byl uznan az posléze, kdy doslo k odliseni dvou poddruhti
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B. animalis subsp. lactis a B. animalis subsp. animalis (Masco et al. 2004). Tento druh zije
kosmopolitnim zplisobem zivota, coz podtrhuje jeho potencialni vysokou genetickou adaptaci
na riznd hostitelska prostredi (Lugli et al. 2019a). Je zajimavé, ze v této praci byl B. animalis
identifikovan jen u domacich prasat. Jelikoz se jedna o typicky multihostitelsky druh, mohl se
do stfeva prasat dostat n€kolika rliznymi zpiisoby. Nejpravdépodobnéji doslo k jeho rozsifeni
mezi hospodatskymi zvifaty chovanymi na farmach, jak naznacuji i Rodriguez et al. (2017)
a Pechar et al. (2017b). Také se do gastrointestinalniho traktu domacich prasat mohl dostat
probiotickou intervenci. Poddruh B. animalis subsp. lactis je totiz nejcastéji pouzivanou
probiotickou bifidobakterii v mléénych vyrobcich (Masco et al. 2005), které jsou bézné
podavany 1 doméacim prasatim. To potvrzuje 1 jeho vyskyt pfevazné na farmé
Moras Moravany a také fakt, Ze z hlediska kmenové variability se pravdépodobné jedna
o stejny kmen bifidobakterie.

Jako minoritnéji zastoupenymi druhy v mikrobioté prasat byly v této praci detekovany
druhy B. porcinum, B. pseudolongum, B. globosum, B. choerinum a B. thermacidophilum. JiZ
diiveé byly také tyto druhy ve stfevni mikrobioté prasat detekovany. Konkrétné B. porcinum
byl ptivodné izolovan z vykalii domacich prasat (Zhu et al. 2003), ale byl detekovan i u prasat
divokych (Pechar et al. 2017b), coz nase vysledky taktéz potvrdily. Zatimco druh
B. globosum mize byt adaptovdn na rizné ekologické niky (Lugli et al. 2019a), avSak
v niz§im poctu byl jiz také detekovan u divokych prasat (Pechar et al. 2017b). Také
B. pseudolongum byl jiz diive izolovan ze stfev prasat a je ziejm¢ vice specializovan na urcité
hostitele (Gavini et al. 2006; Lugli et al. 2019a). Je zajimavé, Ze Zani et al. (1974) dokonce
izolovali druhy B. globosum a B. pseudolongum z téméf poloviny vzorkil praseCich vykalil
ziskanych z farem. Také nami detekovany druh B. choerinum u prasat domdcich, byl
originalné izolovan z vykald selat (Scardovi et al. 1979). Dle Maxwell et al. (2004) se totiz
jedna o autochtonni druh bifidobakterie u prasat, ktery je dobfe adaptovan na sttevo selat pied
jejich odstavenim. S prase¢im hostitelem byl jiz dfive spojen také nami identifikovany druh
B. thermacidophilum (Melbak et al. 2007; Kim et al. 2007), pfestoZe byl origindlné izolovan
z anaerobniho fermentoru pro ¢isténi odpadnich vod (Dong et al. 2000). Marti et al. (2009)
navic prokazali, Ze B. thermacidophilum je pro prasata specifickd bifidobakterie, a proto by
mohla byt pouzita jako specificky marker pro detekci kontaminace vykaly prasat.

Nase vysledky dale naznacuji, ze kromé rozdéleni prasat na domdaci a divoka, také
lokalita zivota ¢i chovu ovlivilovala druhové zastoupeni bifidobakterii. Na jednotlivych
farmach s domdcimi prasaty byla vyssi variabilita druhii bifidobakterii nez v oblastech
divokych prasat. Napiiklad v podniku Agrofarm a Moras Moravany bylo u obou oblasti
detekovano azZ 6 riiznych druhti. V lokalitdch volné pfirody byly nalezeny nanejvys 4 odlisné
druhy na lokalitu. To je vsouladu se studiemi, které uvadi, Ze domadaci prasata z farem
vykazuji obecné vysokou druhovou diverzitu (Bunesova et al. 2014; Pechar et al. 2017a).
Také Milani et al. (2017) odhalili vyssi biodiverzitu bifidobakterii u domestikovanych druht
na farmach ve srovndni s volné Zijicimi zvifaty. Pficitaji to casté interakci s lidmi
a domestikovanému zplsobu Zivota, které napomahaji zisku dalSich bifidobakteridlnich
taxonu savci. Také pohlavi hostitele zfejmé ovlivituje vyskyt druhii. U obou skupin prasat
mély samice vyssi zastoupeni bifidobakterii nez samci a zaroven vykazovaly vyssi druhovou
variabilitu, kdy u nich bylo zastoupeno 7 rGznych druht. Variabilnéjsi druhové zastoupeni
u samic by mohlo byt spojeno s uzkym kontaktem s mlad’aty a kojenim. Tudiz by mohlo byt
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pro samice typické vyssi a variabilnéjsi zastoupeni bifidobakterii. Dle Duranti et al. (2020)
bylo prokazano, ze bifidobakterie se mohou zapojit do vertikdlniho pienosu, ke kterému
dochazi mezi matkou a novorozencem béhem porodu a pravdépodobné i naslednym kojenim.
Tento fascinujici jev se vyskytuje nejen u lidi, ale také u jinych druht savcl. Milani et al.
(2017) naznacuji rozsahly pienos sttevnich bifidobakteridlnich druhl z matky na mlad¢ mezi
zastupci savcd. Zaroven zdiraznuji klicovou roli vertikdlniho pienosu pifi urCovani
biodiverzity a slozeni bifidobakteridlni populace kolonizujici sttevo mladéte.

Na zaklad¢ ziskanych vysledka lze shrnout, Ze metoda MALDI-TOF MS s rozsifenou
databazi pro identifikaci bifidobakterii se v této praci potvrdila jako vhodny nastroj pro
rozliSeni velkého mnozstvi variabilnich druhi bifidobakterii izolovanych z praseciho
hostitele. Mezi vyhody MALDI-TOF MS obecné patii jeji jednoduchost, velmi vysoka
citlivost, pfesnost, reprodukovatelnost a rychlost (Kowalczyk-Akimowicz & Bucka-Kolendo
2020). Zaroven lze databazi referenCnich spekter ménit a upravovat (Wieser et al. 2012).
2021) bylo mozné v naSich testovanych izolatech detekovat také dalsi druhy, jako naptiklad
B. apri ¢i B. porcinum, které by jinak nebylo mozné touto metodou identifikovat, nebot’ se
v klasické Bruker databazi nevyskytuji. Brodzik et al. (2016) i Ashfaq et al. (2022) dodavaji,
ze dostupny rozsah databaze referencnich spekter mikroorganismii urcuje spolehlivost
nasledné MALDI-TOF MS. Vytvofeni specializované interni knihovny obsahujici spektra
referen¢nich kmend a izolatd, které jsou predmétem zidjmu, tak mulze zlepSit piesnost
identifikace na urovni druht, a v n€kterych piipadech i poddruhti, doplnuje Mohar Lorbeg et
al. (2021). V ramci této prace bylo uspésné identifikovano na trovenn druhu 50,5 % a na
uroven rodu dokonce 80,1 %. Nemoznost identifikace zbylého podilu kmenli mohlo byt
zpusobeno chybéjicimi spektry nékterych bifidobakteridlnich druhii v databézi ¢i moznostmi
technickych chyb. To potvrzuje také Cieslik & Wroblewska (2019). Kvalita spektra totiz
muZe byt ovlivnéna né€kolika faktory. Konkrétné podminkami kultivace (Carbonnelle et al.
2011), mnozstvim bakteridlnich bunék, extrakci vzorku, skladovanim nebo typem pouzité
matrice (Fenselau 2013). V pfipad¢ anaerobnich bakterii mtuze byt kvalita spektra ovlivnéna
dokonce 1 vystavenim bakterialnich bun€k kysliku (Veloo et al. 2014). Mohar Lorbeg et al.
(2021) zaroven uvadi, ze prestoze v jejich pripadé bylo mnoho izolati detekovano v rozmezi
skore 1,700-1,999, a bylo tedy pfilis nizké pro pfesnou identifikaci druhu dle vyrobce, vétSina
téchto ziskanych vysledkl byla potvrzena pomoci PCR na druhové Grovni. To signalizuje, Ze
obecna kritéria pro interpretaci vysledki MALDI-TOF MS by mohla byt v ptfipadé bakterii
mlécéného kvaSeni a bifidobakterii pfili§ pfisnd, a i hodnoty skére <2,00 mohou spolehlivé
indikovat dany druh. Pro pfesnou a spravnou identifikaci je nicméné nezbytné kombinovat
MALDI-TOF MS 1 s dal§imi metodami.

Vysledky MALDI-TOF MS identifikace vSak nelze vzdy povazovat za spolehlivé, a to
konkrétné¢ na urovni nékterych druhti a poddruhti (Duskova et al. 2012). Uz i kmeny v rdmci
jednoho druhu totiz byvaji velmi podobné z hlediska genotypu i fenotypu (Sandrin et al.
2012). Ptikladem by mohly byt B. thermophilum a B. thermacidophilum, které jsou metodou
MALDI-TOF MS obtizné rozlisitelné (Von Ah et al. 2007). Ob¢ kopie totozného vzorku
vykazovaly vysoké skore pii identifikaci obou druhti s vysokou mirou jistoty. Tyto druhy jsou
si totiz blizce ptibuzné a mohly by byt dokonce v budoucnu pieklasifikovany na stejny druh,
uvadi Von Ah et al. (2007). To potvrzuji 1 Pechar et al. (2017a) a Marti et al. (2009).
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MALDI-TOF MS detekuje nekteré mikroorganismy s vysokou fylogenetickou ptibuznosti
velmi obtizn¢ (Cieslik & Wroblewska 2019). Modrackova et al. (2021) toto potvrzuji
a konkrétné¢ uvadeji  nckteré umeéle vytvofené identifikacni skupiny, naptiklad
B. catenulatum/B. pseudocatenulatum,  B. angulatum/merycicum,  B. imperatoris/saguini
a B. breve/indicum, pro bifidobakteridlni druhy, které metodou MALDI-TOF MS nelze
spolehlivé odlisit. Proto je nezbytné zapojeni jesté dalSich metod pro jejich presné€jsi druhové
odliseni. I z tohoto divodu je naptiklad doporucovéano pro rozliSeni blizce pribuznych druhii
pouziti MALDI-TOF MS v kombinaci s genotypovymi technikami (Duskova et al. 2012).
Wieser et al. (2012) to potvrzuji a dodévaji, ze pokud se druhy dostate¢né nelisi v sekvencich
ribozomalnich proteint, je nutné pouzit klasické biochemické testy, detekci antigenti ¢i
genotypové metody. Mohar Lorbeg et al. (2021) uvadi, Ze PCR identifikace stidle nabizi
vyhodu oproti MALDI-TOF MS analyze ve schopnosti piesné identifikace druhu i poddruhu
bez nutnosti jejich kultivace.

DalSim cilem této prace tedy byla i genotypova charakterizace vybranych izolath
fingerprintovou metodou REP-PCR s pouzitim primeru GTGs. Kmenova variabilita byla
uré¢ena u nejcetnéjSich druhti divokych prasat: B. apri a B. thermophilum a nejcetnéjsich druht
domacich prasat: B. animalis a B. boum. Kazda dil¢i skupina by pravdépodobné mohla
znamenat 1 novy poddruh ¢i druh, ktery MALDI-TOF MS nebyla schopna od jiné¢ho rozlisit
diky jeho vysoké fylogenetické ptibuznosti (Cieslik & Wroblewska 2019; Duskové et al.
2012). Piikladem by mohl byt i druh B. pseudolongum, ktery byl diive délen na dva
poddruhy, nicméné dnes jsou povazovany za dva odlisné druhy (Lugli et al. 2019b).
MALDI-TOF MS spektra téchto druht by tedy mohla byt velmi podobna. Zaroven by se ale
také mohlo jednat o vysokou kmenovou variabilitu v rdmci hostitele. Naptiklad v rdmci této
prace doslo u druhu B. apri k jeho rozdéleni do 5 odlisnych skupin pomoci shlukové analyzy.
Prvni skupina zahrnovala kmeny izolované pouze od samct divokych prasat 6 mésici starych
z lokality Doupov (Karlovy Vary). Tyto kmeny byly tudiz specifické pro konkrétniho
hostitele a lokalitu. Podobnost kmenii v paté skupiné divokych prasat by také mohla souviset
s lokalitou, jelikoz vSechny kmeny pochdzely z Hliny u Ivancic. Déle je zajimaveé, Ze
u B. thermophilum byla patrnd vysoka kmenova variabilita, kdy u tohoto druhu bylo nalezeno
dokonce 12 odlisnych skupin. Tyto vysledky proto naznacuji moZnou nedostatenost
MALDI-TOF MS pro odliseni druhil v rdmci této fylogenetické skupiny. Dle Alessandri et al.
(2021) B. thermophilum totiz patii do fylogenetické¢ skupiny B. boum, spolu s druhy
B. porcinum, B. thermacidophilum, B. apri a B. boum. Zatimco profily izolatd B. animalis
u domacich prasat se zdaly velmi podobné, proto lze predpokladat jen drobnou kmenovou
variabilitu v ramci tohoto druhu. Zaroven se jedna o geneticky velmi obdobné jednice, i ptes
to, ze pochazeli z odliSnych lokalit. Jiz diive Bunesova et al. (2017) zjistovali variabilitu
kment poddruhu B. animalis subsp. lactis a s par vyjimkami se tyto kmeny témét shodovaly.
Vykazovaly blizkou ptibuznost a vysokou genetickou podobnost v rdmci riizn¢ho prostiedi.
Prestoze se pouzity primer GTGs osvédcil jako vhodny pro ziskani fingerprintovych profila
vétsiny sledovanych izolatd, pro kmeny z druhu B. boum nebyl vhodny. I z tohoto diivodu by
do budoucna bylo vhodné pro fingerprintovou analyzu pouzit i jiné primery, jako jsou
napiiklad primer 103, 173 (Sakata et al. 2002), OPR13, OPV(07, OPV08 (Mayer et al. 2007),
BOXI1AR (Masco et al. 2003), P17 (Samarzija et al. 2002) ¢i PER1 (Pérez et al. 2002).
Ktizova et al. (2008) i Masco et al. (2003) zdaraznuji vhodnost primeru BOXAIR pro
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bifidobakterie. Nicmén¢ pro ziskani komplexnich a piesnych informaci pro dany izolat az na
urovenn kmenu by poté bylo zddouci kombinovat vice metod, jako je naptiklad sekvenace
genu 16S rRNA (Boéhme et al. 2012), multilocus sequence typing (Delétoile et al. 2010) ¢i
celogenomové sekvenovani (Kwong et al. 2015). Do budoucna budou na zaklad¢ ziskanych
vysledkl vybrany vhodné izolaty pro detailnéjsi charakterizace a dalsi testovani.
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7 Zavér

Cilem této prace bylo zpracovat literarni reSerSi na zaklad¢ aktualnich védeckych
poznatkii o rodu Bifidobacterium v souvislosti se stievni mikrobiotou Sus scrofa. Dale bylo
cilem identifikovat izolaty bifidobakterii ze sbirky divokych kmenii ziskanych ze stfevni
mikrobioty divokych a domadcich prasat pomoci MALDI-TOF MS a v neposledni fadé
vybrané izolaty charakterizovat pomoci REP-PCR. VSechny cile této diplomové prace byly
splnény. Hypotézou byl ptedpoklad vlivu prostiedi (volné pfiroda, lokalita a chov), ve kterém
ziji jedinci Sus scrofa, na ovlivnéni druhového zastoupeni bifidobakterii v jejich stfevni
mikrobioté. Druhové zastoupeni bifidobakterii se u divokych a domécich prasat zna¢né lisilo.
Zastoupeni jistych druhli bylo typické pro jednu skupinu prasat ¢i urCitou lokalitu, zaroven
vSak nekteré druhy byly rozsifeny jak na farmach, tak i ve volné piirod¢. Hypotéza tedy byla
potvrzena pouze ¢astecné.

Celkem bylo identifikovano 584 divokych kment bifidobakterii, z nichZ se metodou
MALDI-TOF MS s rozsifenou databazi pro identifikaci bifidobakterii podatilo Uspésné
identifikovat 50,5 % izolatii na Groven druhu a 80,1 % na troven rodu. Tato metoda se tedy
osvédcila jako vhodny nastroj pro screening druhového zastoupeni bifidobakterii
pochdazejicich ze stfevni mikrobioty prasat. Celkem bylo identifikovano 9 riznych druht
bifidobakterii. Nejcastéji detekovanym druhem u praseciho hostitele byl B. thermophilum
anasledné B. apri. U divokych prasat byl nej¢etnéjSim druhem B. apri, zatimco u domacich
B. boum s druhym nejcetnéj$i druhem B. animalis, jez navic u divokych prasat nebyl
detekovan. Obecné lze shrnout, ze B. apri je ziejm¢e hostitelsky specifickym druhem pro
divoké prasata a ze druhy B. boum, B. thermophilum a B. porcinum se bézn¢ vyskytuji ve
sttevni mikrobioté jak divokych, tak domdcich prasat.

Z hlediska rozdilnosti v ramci druhu byla vysokd kmenova wvariabilita zjiSténa
u B. thermophilum a B. apri izolovanych z divokych prasat, zatimco nejniz$i variabilitu
vykazoval B. animalis u prasat domacich s geneticky podobnymi kmeny napti¢ lokalitami.
Pouzity primer GTGs se ukazal jako vhodny ndastroj pro charakterizaci bifidobakterii
s vyjimkou druhu B. boum.
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