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Fenotypova a genotypova charakterizace multi-hostitelskych druhi bifidobakterii
Souhrn

Bifidobakterie ptedstavuji vyznamnou komenzalni skupinu bakterii, ktera
V hojném poctu osidluje travici trakt ¢lovéka i1 zvirat. VéEétSin¢ bifidobakterialnich
zastupcu jsou piipisovany priznivé ucinky na zdravi hostitele skrze jejich probiotické
vlastnosti. Druh Bifidobacterium dentium je naopak oznac¢ovan jako oportunni patogen
v souvislosti s tvorbou zubniho kazu. Kromé vyskytu v astni duting, je také ¢lenem
mikrobioty traviciho traktu. Je patrné, ze bakterie rodu Bifidobacterium jsou schopny
adaptace na podminky, kterym jsou vystaveny v daném hostitelském prostiedi. Tato
diplomova prace se zabyvala vyse uvedenym multihostitelskym druhem B. dentium,
jehoz vyskyt je typicky jak pro clovéka, tak pro primaty. Cilem prace bylo
charakterizovat vybrané kmeny druhu B. dentium pomoci fenotypovych
a genotypovych metod. Na zakladé dosazenych vysledkt pak zhodnotit variabilitu
mezi jednotlivymi kmeny pochazejici z lidskych hostitelt (stolice dosp€lych jedincii
a kojenct) a primata (Simpanz, makak 1vi, pavian plastikovy).

Fenotypova charakterizace byla zalozena na zhodnoceni morfologie bunck
aprovedeni biochemickych testt (F6PPKtest — prikaz fruktozo-6-fosfat
fosfoketolazy, katalazovy test, hemolyticky test, test utilizace mucinu a dalSich
substrati — ANAEROtest 23). Z celkového poétu 20 kment diive identifikovanych
jako B. dentium bylo 19 kment — F6PPK pozitivnich, kataldza negativnich,
negativnich v hemolytickém testu a rovnéz nedokazaly utilizovat mucin. Na druhou
stranu dokazaly utilizovat celou fadu substrati zahrnutych v ANAEROtestu 23, od
glukozy, laktozy az po glykosid salicin. Diky fermentacnim profilam byly
zaznamenany mirné odli$nosti mezi hostiteli. Kmenové se odlisovaly zejména izolaty
pochazejici z kojenct a izolaty z Simpanzd, a to v ptipad¢ utilizace trehalézy nebo
celobiozy. Identita kdruhu B. dentium byla potvrzena pomoci hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci aionizaci za uUcasti matrice s priletovym
analyzatorem (MALDI-TOF MS). Ziskana spektra téchto kmenti byla téméf identicka.
Nicméné, FOPPK negativni, katalaza a mucin pozitivni, v biochemickych testech se
odliSujici kmen 028 (hostitel dit¢) byl danou metodou shledan jako nemoZny
identifikovat. Bylo tedy patrné, ze kmen patfi nejen k jinému druhu, ale zaroven se
nejednalo o rod Bifidobacterium. Analyza genotypu testovanych bifidobakterii byla
provedena pomoci fingerprintovych metod, a to metodou nahodné amplifikované
polymorfni DNA (RAPD-PCR) a repetitivnich PCR sekvenci (REP-PCR). Na zakladé
ziskanych profild bylo mozné kmeny rozdélit do nékolika skupin. Podafilo se
detekovat variabilitu nejen v zavislosti na hostitelich, ale i mezi jednotlivymi kmeny.

Finalni taxonomické zatrazeni bylo provedeno sekvenovanim genu 16S rRNA.
Z vysledk metody vyplyva, Ze na rozdil od kment lidského pivodu, by kmeny
izolované z Simpanze a paviana plastikového mohly tvofit potencialni novy poddruh
B. dentium.

Klicova slova: Bifidobakterie, ¢lovek, opice, dieta, genotyp, fenotyp



Phenotypic and genotypic characterization of multi-host species of bifidobacteria
Summary

Bifidobacteria represent an important commensal group of bacteria which abundantly
inhabit the digestive tract of humans and animals. The majority of bifidobacteria are known to
have beneficial effects on host's health through their probiotic properties. On the other hand,
Bifidobacterium dentium is considered to be an opportunistic pathogen associated with
the development of dental caries. Apart from occurring in the oral cavity, it is also a member
of the gut microbiota. It is apparent that bacteria of the genus Bifidobacterium are capable of
adapting to conditions to which they are exposed in a given host environment. This diploma
thesis deals with multihost species B. dentium, whose occurrence is typical for humans
and primates. The aim of this diploma thesis was to characterize selected B. dentium strains by
phenotypic and genotypic methods. Based on the obtained results, the variability among
individual strains derived from human hosts (faeces of adults and infants) and primates
(chimpanzee, lion-tailed macaque, hamadryas baboon) was evaluated.

The phenotypic characterization was tested based on the evaluation of cell morphology
and biochemical tests (F6PPK test — detection of fructose-6-phosphate phosphoketolase,
catalase test, haemolytic test, mucin and other substrates utilization tests — ANAEROtest 23).
19 out of 20 previously identified B. dentium strains were F6PPK positive, catalase negative,
negative in the haemolytic test and also failed to utilize mucin. On the other hand, strains were
able to utilize a variety of substrates included in ANAEROtest 23, ranging from glucose, lactose
to glycoside salicin. The fermentation profiles showed slight differences between the hosts. The
differences between strains were especially apparent in isolates from infants and isolates from
chimpanzees. They differed mainly in trehalose and cellobiose. The identification of B. dentium
species was confirmed and ribosomal spectra were characterized using Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). However, it was
impossible to identify the F6PPK negative, catalase and mucin positive, in biochemical tests
differing strain 028 (infant host) by this method. It was evident that the strain belongs to another
species and even to a different genus than Bifidobacterium. The genotype analysis of the tested
bifidobacteria was performed using fingerprint methods, namely Random amplified
polymorphic DNA (RAPD-PCR) and Repetitive sequence-based PCR (REP-PCR). Based on
the profiles obtained, it was possible to divide the strains into several groups. In addition, the
variability was detected among hosts and also among individual strains.

The final taxonomic classification was performed by 16S rRNA gene sequencing. The
results of this method showed that, unlike strains of human origin, strains isolated from
chimpanzees and hamadryas baboons could form a potential subspecies of B. dentium.

Keywords: Bifidobacteria, human, monkey, diet, genotype, phenotype
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1 Uvod

Gastrointestindlni  trakt pfedstavuje Zivotni prosttedi pro Siroké spektrum
mikroorganismu, které tvoii stievni mikrobiom. Toto spoleCenstvi mikroorganismii ma
nezastupitelnou roli pii traveni potravy a vyznacCuje se mnoha metabolickymi a imunitnimi
funkcemi. Zastoupeni téchto mikroorganismi do vysoké miry ovliviiuje zdravotni stav
hostitele.

Dle novéjsich vyzkumt dochazi ke kolonizaci jiz v prenatalnim stadiu vyvoje,
Kk nejvétsimu formovani mikrobioty gastrointestinalniho traktu novorozence vSak dochazi pii
porodu a v pribéhu kojeni. Klicovymi komenzaly lidského gastrointestinalniho traktu jsou
bakterie rodu Bifidobacterium. Kromé ¢lovéka jsou bifidobakterie pfirozenou soucasti traviciho
traktu nejen zvitat (napf. primati, psi, skot), ale také vcel.

Piedmétem této diplomové prace je identifikace a charakterizace bakterii rodu
Bifidobacterium izolovanych z rtiznych hostitell, pfedev§im primatt a ¢lovéka. Je znamo, ze
bifidobakterie se dokazi do jist¢ miry adaptovat na podminky, které¢ pfedstavuje hostitelské
prostfedi. Pro charakterizaci na fenotypové a genotypové trovni byl zvolen multihostitelsky
druh a do jisté miry negativni zadstupce vétSinou probiotickych bifidobakterii, coz je druh
Bifidobacterium dentium.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Predpokladame, Ze multi-hostitelské druhy bifidobakterii izolované z traviciho
traktu ¢lovéka a primati budou vykazovat fenotypovou a genotypovou variabilitu. Vyskyt
spolecnych druht bifidobakterii pro clovéka aprimaty bude typicky spiSe pro
starosvétské opice, poloopice a lidoopy.

Cilem této prace bylo nalézt fenotypovou a genotypovou variabilitu mezi bifidobakteriemi
stejného druhu pochéazejicimi z riznych hostiteld, pfedevsim opic a ¢loveka.



3 Literarni reSerse
3.1 Rod Bifidobacterium

3.1.1 Taxonomie a morfologie

Bifidobakterie byly poprvé izolovany Henri Tissierem v roce 1899 z traviciho traktu
kojencu (Biavati et al. 2000). Témto bakteriim s charakteristickym tvarem ,,Y* bylo piidéleno
pojmenovani Bacillus bifidus. Pozdé&ji byly na =zdkladé shodnych morfologickych
a fyziologickych charakteristik po dlouhou dobu tazeny do rodu Lactobacillus (Bottacini
etal. 2014). V soucasnosti jsou pfislusnici rodu Bifidobacterium ftazeni do kmene
Actinobacteria, tfidy Actinobacteria, podttidy Actinobacteridae, fadu Bifidobacteriales (Felis
& Dellaglio 2007). Spole¢né s rody Aeriscardovia, Alloscardovia, Gardnerella, Parascardovia
a Scardovia tvoii ¢eled’ Bifidobacteriaceae (Milani et al. 2016).

Bifidobakterie jsou fazeny mezi grampozitivni bakterie, jejichZ bunécna sténa je tvorena
velkym mnozstvim peptidoglykanu. Bifidobakterie netvofi spory a jsou nepohyblivé. Jedna se
o tvarove rozmanitou skupinu, mohou se vyskytovat jako nepravidelné, zakiivené a vétvici se
ty¢inky samostatné, v fetizcich, nebo ve shlucich (Gomes & Malcata 1999).

3.1.2 Fyziologie a metabolismus

Bifidobakterie jsou heterofermentativni bakterie, produkuji kyselinu mlé¢nou a octovou
bez tvorby plynu. Jsou ¢asto spojovany s bakteriemi mlééného kvaseni. A¢koli s touto skupinou
bakterii sdili né&které typické vlastnosti, z fylogenetického hlediska se neshoduji
a bifidobakterie vyuzivaji unikatni zpisob fermentace cukri (Salminen et al. 2004). Jedna se
0 fosfoketolazovou drahu s kliCovym enzymem frukt6zo-6-fosfat fosfoketolazou (F6PPK).
Bifidobakterie nemaji v cytoplazmé aldolazu ani gluk6zo-6-P-dehydrogenazu, maji vSak dvé
aktivni fosfoketolazy. Prvni katalyzuje rozklad frukt6zo-6-P na erytr6zo-4-P a pomoci druhé
vznikd acetyl-P z xylul6zo-5-P. Glyceraldehyd je v ramci glykolyzy transformovan pies
kyselinu pyrohroznovou na Kyselinu mléénou, kdezto acetyl-P na Kkyselinu octovou
(Gomes & Malcata 1999). Postupnym Stépenim je tak ziskana kyselina octova a kyselina
mlécna V teoretickém kone¢ném poméru 3:2 (Sanchez et al. 2007). Energeticky je tato
metabolickd dréha vyhodnéj$i nez homofermentativni mlééné kvaSeni, nebot’ ze dvou molekul
hex6zy vznikne 5 molekul ATP (Rosypal 1981). Krome glukézy mohou vSechny bifidobakterie
lidského pivodu vyuzivat jako zdroje uhliku také galaktozu, laktozu a obvykle fruktozu
(Gomes & Malcata 1999).

Piislusnici ~ rodu  Bifidobacterium  jsou  popisovani  jako  anaerobové
(Gomes & Malcata 1999). Byly vSak popsany i druhy, které dokazi kyslik snaSet,
Andriantsoanirina et al. (2013) testovali schopnost tolerovat kyslik u vybranych kment
bifidobakterii, a bylo zjisténo, ze druhy Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum
a Bifidobacterium breve jsou vysoce tolerantni ke kysliku po 24 i 48hodinové inkubaci. Navic
pomoci celogenomového sekvenovani bylo rozpoznano, ze nékteré druhy bifidobakterii maji
homologni geny kodujici enzymy, které jsou schopné odstranovat reaktivni formy kysliku
(Andriantsoanirina et al. 2013). Optimalni teplota pro rust bifidobakterii je 3741 °C, inhibice
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rstu nastava pii teplotach nizsich nez 25 °C. Vyjimkou je Bifidobacterium psychroaerofilum,
u které¢ho byl zaznamenam rast i pfi teplotach 8 °C (Cronin et al. 2011). Optimalni pH se
pohybuje od 6 do 7, pficemz k zastave rustu bifidobakterii dochazi pti pH 4,5 a nize, nebo
naopak pii pH vy$Sim nez 8,5 (Gomes & Malcata 1999; Rakicka et al. 2015).
Andriantsoanirina et al. (2013) studovali toleranci ke snizenému pH (2,7) u bifidobakterii. Bylo
zjisténo ze mirnou toleranci ke snizenému pH po dobu 60 minut vykazuji druhy
Bifidobacterium breve a Bifidobacterium dentium, nicméné zadna z kultur nevykazovala
toleranci k dlouhodobé expozici nizkému pH. Druhem, ktery je schopen rlstu pii teploté az
49,5 °C arelativné nizkém pH 4 je Bifidobacterium thermacidophilum (Dong et al. 2000).

VétSina zastupct je katalaza negativni, nékteré druhy (Bifidobacterium indicum,
Bifidobacterium asteroides) vSak mohou pii ristu v pFitomnosti vzduchu vykazovat
katalazovou aktivitu (Felis & Dellaglio 2007).

3.1.3 Vyskyt a druhova rozmanitost

Na zakladé sekvenace genu pro 16S rRNA a multilokusové sekvenéni analyzy jsou
bifidobakterialni druhy fazeny do 7 hlavnich fylogenetickych skupin, a to B. adolescentis,
B. asteroides, B. bifidum, B. boum, B. pullorum, B. longum a B. pseudolongum. Pocet nové
objevenych druht stale roste (Lugli et al. 2018). Aktualné je popsano 87 druhti a 15 poddruh
rodu Bifidobacterium. Aktualni seznam wuznanych druhti a poddruhti je dostupny
na https://www.bacterio.net/genus/bifidobacterium, tento seznam stale narista. V Tabulce 1 je
uveden aktudlni seznam druht a poddruht rodu Bifidobacterium ke konci roku 2019.

Neékolik druhit  tohoto rodu bylo izolovano nedavno, jedna se napiiklad
o Bifidobacterium imperatoris (Lugli et al. 2018) nebo Bifidobacterium callitrichidarum, které
byly izolovany z vykalii tamarina vousatého (Modesto et al. 2018). Bifidobacterium catulorum
bylo nové popsano u mladéte kosmana bélovousého (Modesto et al. 2018). Mezi dalsi relativné
nové objevené bifidobakterie patii Bifidobacterium margollesii a Bifidobacterium parmae,
které byly izolovany z vykali kosmana zakrslého (Lugli et al. 2018). V roce 2019 byly popsany
druhy Bifidobacterium callimiconis, Bifidobacterium goeldii, Bifidobacterium samirii
U tamarina skakavého a kotula amazonského (Duranti et al. 2019).

Tabulka 1 Seznam zdstupcu rodu Bifodobacterium

Druh/ poddruh Izoloval a popsal
Bifidobacterium actinocoloniiforme Killer et al., 2011
Bifidobacterium adolescentis Reuter, 1963
Bifidobacterium aemilianum Alberoni et al., 2019
Bifidobacterium aerophilum Michelini et al., 2017
Bifidobacterium aesculapii Modesto et al., 1974
Bifidobacterium angulatum Scardovi et Crociani, 1974
Bifidobacterium animalis Scardovi et Trovatelli, 1974
Bifidobacterium animalis subsp. animalis Masco et al., 2004
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Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bifidobacterium anseris
Bifidobacterium apri
Bifidobacterium aquikefiri
Bifidobacterium avesanii
Bifidobacterium asteroides
Bifidobacterium biavatii
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium bohemicum
Bifidobacterium bombi
Bifidobacterium boum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium callimiconis
Bifidobacterium callitrichidarum
Bifidobacterium callitrichos
Bifidobacterium castoris
Bifidobacterium catenulatum
Bifidobacterium catulorum
Bifidobacterium choerinum
Bifidobacterium commune
Bifidobacterium coryneforme
Bifidobacterium criceti
Bifidobacterium crudilactis
Bifidobacterium cuniculi
Bifidobacterium dentium
Bifidobacterium dolichotidis
Bifidobacterium eulemuris
Bifidobacterium faecale
Bifidobacterium gallicum
Bifidobacterium gallinarum
Bifidobacterium goeldii

Bifidobacterium hapali

Masco et al., 2004
Lugli etal., 2018
Pechar et al., 2017
Laureys et al., 2016
Michelini et al., 2019
Scardovi et Trovatelli, 1969
Endo etal., 2012
Orla-Jensen, 1924
Killer et al., 2011
Killer et al., 2009
Scardovi et al., 1979
Reuter, 1963
Duranti et al., 2019
Modesto et al., 2018
Endo et al., 2012
Duranti et al., 2019
Scardovi et Crociani, 1974
Modesto et al., 2018
Scardovi et al., 1979
Praet et al., 2015
Biavati et al., 1982
Lugli etal., 2018
Delcenserie et al., 2013
Scardovi et al., 1979
Scardovi et Crociani, 1974
Duranti et al., 2019
Michelini et al., 2016
Choi et al., 2014
Lauer, 1990
Watabe et al., 1983
Duranti et al., 2019
Michelini et al., 2016
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Bifidobacterium imperatoris
Bifidobacterium indicum
Bifidobacterium italicum

Bifidobacterium jacchi
Bifidobacterium kashiwanohense
Bifidobacterium lemurum
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium longum subsp. infantis
Bifidobacterium longum subsp. longum
Bifidobacterium longum subsp. suillum
Bifidobacterium longum subsp. suis
Bifidobacterium magnum

Bifidobacterium margollesii

Bifidobacterium merycicum
Bifidobacterium minimum

Bifidobacterium mongoliense

Bifidobacterium moukalabense
Bifidobacterium myosotis
Bifidobacterium parmae

Bifidobacterium pseudocatenulatum

Bifidobacterium pseudolongum

Bifidobacterium pseudolongum subsp.
globosum
Bifidobacterium pseudolongum subsp.
pseudolongum

Bifidobacterium psychraerophilum
Bifidobacterium pullorum
Bifidobacterium ramosum

Bifidobacterium reuteri
Bifidobacterium ruminantium
Bifidobacterium saeculare
Bifidobacterium saguini
Bifidobacterium samirii

Bifidobacterium scardovii

Luglietal., 2018
Scardovi et Trovatelli, 1969
Luglietal., 2018
Modesto et al., 2019
Mortia et al., 2011
Modesto et al., 2015
Reuter, 1963
Mattarelli et al., 2018
Mattarelli et al., 2018
Yanokura et al., 2015
Matterli et al., 2008
Scardovi et Zani, 1974
Lugli et al., 2018
Biavati et Mattarelli, 1991
Biavati, 1982
Watanabe et al., 2009
Tsuchida et al., 2014
Michelini et al., 2016
Lugli et al., 2018
Scardovi et al., 1979
Mitsuoka, 1969

Yaeshima et al., 1992

Yaeshima et al., 1992

Simpson et al., 2004
Trovatelli et al., 1974
Michelini et al., 2017
Endo etal., 2012
Biavati et Mattarelli, 1991
Biavati et al., 1992
Endo et al., 2012
Duranti et al., 2019
Hoyles et al., 2002
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Bifidobacterium stellenboschense Endo et al., 2012

Bifidobacterium subtile Biavati et al., 1982
Bifidobacterium suis Matteuzzi et al., 1971
Bifidobacterium thermacidophilum Dong et al., 2000
Bifidobacterium thermacidophilum subsp.

porcinum Zhu et al., 2003

Bifidobacterium thermacidophilum

subsp. thermacidophilum Zhu etal., 2003

Bifidobacterium thermophilum Mitsuoka, 1969
Bifidobacterium tissieri Michelini et al., 2016
Bifidobacterium tsurumiense Okamoto et al., 2008
Bifidobacterium vansinderenii Duranti et al., 2017
Bifidobacterium xylocopae Alberoni et al., 2019

Pfevzato a upraveno z: www.bacterio.net

Bifidobakterie jsou béznymi komenzaly stfevniho mikrobiomu, byvaji izolovany
z traviciho traktu savcd, ptaki a hmyzu (Turroni et al. 2018). lzolaty ze zvifat jsou
bifidobakterie s nizsi tirovni diverzity nez bifidobakterie asociované s travicim traktem ¢lovéka.
Zna¢na fylogeneticka diverzita bifidobakterii izolovanych z lidského gastrointestinalniho
traktu mize souviset S adaptaci bakterii na Sirokou skalu konzumovanych sacharidi ve stravé
¢lovéka (Segawa et al. 2019). Je znamo, Ze druhova rozmanitost mikrobiomu ¢lovéka podléha
vyraznym zménam, ke kterym dochazi s pfibyvajicim vékem (Chaplin et al. 2015). Bakterie
rodu Bifidobacterium jsou jedny zprvnich kolonizatord gastrointestinalniho traktu
novorozenci (Turroni et al. 2018). U kojencti bifidobakterie zaujimaji az 80 % stfevniho
mikrobiomu. Vyznamnou ¢ast stievni mikroflory kojencti predstavuji druhy B. bifidum,
B. breve a B. longum subsp. infantis (BuneSova et al. 2017). V minulosti se pfedpokladalo, Ze
kolonizace bifidobakteridlnimi druhy probihd pifi porodu a nésleduje pomoci vertikalniho
ptenosu z matky na potomky v ramci kojeni (Turroni et al. 2018). Nagpal et al. (2017) studovali
vyvoj bifidobakteridlniho zastoupeni u zdravych déti v prvnich tfech let Zivota a uvadégji, ze
dochazi jiz v prenatalnim obdobi (Nagpal et al. 2017).

Bifidobakterialni zastoupeni v mikrobioté traviciho traktu dopélych je 25%.
B. adolescentis, B. breve, B. longum a B. pseudocatenulatum jsou bézné vyskytujici se druhy
u dospélych osob (Bunesova et al. 2017). Nekteré druhy se mohou vyskytovat souc¢asné u vice
riznych hostiteld jako naptiklad: B. adolescentis, B. animalis, B. dentium a B. catenulatum,
jedna se o takzvané kosmopolitni taxony bifidobakterii (Turroni et al. 2014). Multihostitelské
druhy bifidobakterii jsou umistény v Tabulce 2.
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Tabulka 2 Multihostitelské druhy bifidobakterii

Multihostitelské druhy a poddruhy Misto vyskytu

stolice ¢lovéka, bachor skotu,
vykaly slona a orangutana
stolice ¢lovéka, vykaly ko¢kodana
a Simpanze
stolice Cloveéka, vykaly psa,
muflona, ovce, kockodana
stolice clovéka a kojence, vykaly
Simpanze
zubni kaz ¢lovéka, stolice ¢lovéka
Bifidobacterium dentium a kojence, vykaly Simpanze a
makaka
stolice Cloveéka a kojence, vykaly
telete
stolice ¢loveéka a kojence, vykaly
Bifidobacterium pseudocatenulatum telete, ovce, kockodana, paviana,
Simpanze a lemura
stolice kojence, vykaly psa, telete,
prasete, kufete, krysy a morcete
stolice kojence, bachor skotu,
vykaly telete a ovce

Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium angulatum
Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Bifidobacterium catenulatum

Bifidobacterium longum subsp. longum

Bifidobacterium pseudolongum

Bifidobacterium pseudolongum subsp. globosum

Pievzato a upraveno z: Biavati et al. (2000), Bottacini et al. (2014), Modrackova et al. (2019)

Bifidobakterie maji hojné zastoupeni u novosvétskych opic, jak jiz bylo popsano vyse
Vv ptipadé nejnovéji popsanych druhti. Narozdil od c¢lovéka, je v gastrointestindlni traktu
kosmant vysoky podil bifidobakterii i v dospélém veku (Brown et al. 2019). Bifidobacterium
reuteri a Bifidobacterium callitrichos byly izolovany zvykalu kosmana bélovousého.
U tamarina zlutorukého byly popsany druhy Bifidobacterium saguini,
Bifidobacterium stellenboschense nebo Bifidobacterium biavati (Endo et al. 2012). Rozdily
V pocetnim zastoupeni bifidobakterii u dospélého ¢lovéka a naptiklad u kosmana jsou
pfedmétem mnoha vyzkumu. Mezi divody pro perzistenci bifidobakterii u dospélych kosmanti
jeuvadén zejména typ stravy, odlisna fyziologie hostitele, expozice riznym mikrobiim a rozdily
na genetické trovni (Brown et al. 2019).

Bifidobacterium moukalabense bylo poprvé izolovano ze starosvétské opice — gorily
nizinné z divokého zapadu. Na zakladé analyz sekvenci 16S rRNA patii Bifidobacterium
moukalabense do fylogenetické skupiny Bifidobacterium adolescentis a uzce tak souvisi
s Bifidobacterium catenulatum a Bifidobacterium pseudocatenulatum (Segawa et al. 2019). Byl
popsan draft sekvence genomu Bfidobacterium moukalabense a bylo zjisténo, ze ma velice
ptibuznou strukturu genomu s druhem Bifidobacterium dentium (Lugli et al. 2014).
Porovnavani genomu Bifidobacterium moukalabense a bifidobakterii izolovanych z ¢lovéka
vedou k otazkdm, z jakého diivodu nebyl tento druh izolovan z lidského gastrointestinalniho
traktu, ale pouze z urcitych primatt podceledi Homininae, a to goril a Simpanzi (Segawa et al.
2019).
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V poslednich letech jsou ¢asto zkoumany bifidobakterie izolované z traviciho traktu
Simpanzl, ktefi jsou nejbliz§imi ptibuznymi ¢lovéka a maji rovnéz podobnou skladbu stravy.
Mezi druhy, které byly popsany u Simpanzi fadime B. pseudolongum (Nomoto et al. 2017),
B. angulatum (Ushida et al. 2010), B. catenulatum, B. pseudocatenulatum (Uenishi et al. 2007),
B. dentium (D'Aimmo et al. 2014), které byvaji rovnéz izolovany z ¢lovéka. D’ Aimmo et al.
(2014) vyizolovali Bifidobacterium adolescentis z vykalt orangutand, bakterii typickou pro
lidsky gastrointestinalni trakt.

Dale se mohou bifidobakterie vyskytovat jako soucast vaginalni mikrobioty, byly téz
izolovany zlidské krve. DalSim mistem jejich vyskytu jsou odpadni vody
(Rodriguez & Martiny 2020).

3.1.3.1 Bifidobacterium dentium

Druh Bifidobacterium dentium je oznaCovan jako oportunni patogen v souvislosti
s tvorbou zubniho kazu. V mnoha prizkumech zabyvajicich se mikrobiomem dutiny Gstni
u dospélych, byl B. dentium nejcastéji izolovanym druhem z karéznich 1ézi. Tento druh je
schopen procesu acidogeneze, ktery vyusti ve snizeni pH pod hodnotu 4,2. Timto poklesem pH
muze dochdzet k demineralizaci zubni tkané a rozvoji zubnich kazii. Patogenita tohoto druhu
vSak dosud nebyla zcela potvrzena (Ventura et al. 2009).

Kromé vyskytu v ustni duting, je B. dentium také ¢lenem mikrobioty traviciho traktu.
B. dentium ma schopnost adherovat na mukdzu stieva, vylu¢ovat metabolity regulujici tvorbu
mucinu a modulovat funkce poharkovych bunék. Ziroven nemd schopnost degradace
mucinovych glykanti a vyuzivani mucinu jako primarni zdroj uhliku (Engevik et al. 2019).

3.1.4 Zdravotni prinos bifidobakterii

V gastrointestindlnim traktu savcll se nachazi rozmanité a pocetné spolecenstvi
mikroorganismi, znamé jako intestinalni mikrobiota (Sanchez et al. 2017). Jedna se
0 komplexni ekosystém zahrnujici zejména bakterie, houby a viry, ktery sehrava klicovou roli
v ovliviiovani zdravotniho stavu ¢loveka (O’Neill et al. 2017). Tlusté stfevo miiZze obsahovat
az 102 bakterialnich bunék na gram luminalniho obsahu (O’Callaghan & Sinderen 2016). Co
se tyCe bakterii, ve sttevnim mikrobiomu dominuji kmeny Firmicutes a Bacteroidetes, nasledné
pak Actinobacteria, Proteobacteria, Synergistetes, Fusobacteria a Verrucomicrobia. Houby
a archea predstavuji az 1 % celého lidského mikrobiomu. Bifidobakterie jsou pfevladajicim
druhem gastrointestinalniho traktu kojenci a v niz§im zastoupeni se nachdzi u dospélého
¢lovéka po celou dobu zivota. Néktefi zastupci tohoto rodu se vyznacuji probiotickymi uéinky
(Sanchez et al. 2017). Bifidobakteriim jsou pfipisovany pfiznivé ucinky na lidské zdravi.
SniZené zastoupeni tohoto rodu v gastrointestinalnim traktu je spojovano s mnoha chorobami,
vcetné zanétlivych sttevnich onemocnéni (O’Neill et al. 2017).

3.1.4.1 Bifidobakterie jako probiotika

Probiotika jsou preparaty obsahujici zivé mikroorganismy, které pii podavani
Vv dostate¢ném mnozstvi ptiznive ovliviyji zdravotni stav ¢loveéka (Sanchez et al. 2017). Jejich
aplikace vede k pozitivnim zménam ve slozeni mikrobioty traviciho traktu (redukce hnilobnych
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mikroorganisml, nastoleni fyziologické rovnovahy stievni mikrofléry). Probiotické
mikroorganismy musi spliiovat nékolik kritérii, mezi které patii napt. nepatogenita dané¢ho
druhu probiotickych bakterii. Rovnéz musi byt odolné vici nepfiznivym podminkdm pfi
prachodu travicim traktem a ptekonat tak ptisobeni kyseliny chlorovodikové, travicich enzymu
a zluCovych kyselin. Dal§im kritériem je technickd vyuzitelnost probiotik a pozitivni
ovlivilovani hostitele (Bortlik 2009). Mezi mikroorganismy, které jsou zaclenovany
do probiotickych preparatt patii napf. piislusnici rodu Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei,
L. plantarum), Enterococcus, Leuconostoc nebo Pediococcus. Co se tyce bifidobakterii, jako
probiotikum jsou vyuzivany napi. druhy B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve,
B. infantis, B. longum (Ayichew et al. 2017).

Mechanismus pulsobeni probiotik spo¢iva v antimikrobidlni aktivité probiotickych
bakterii pomoci produkce kyselin a bakteriocint (Bortlik 2009). Zejména kyselina octova
a kyselina mlé¢nd maji silny inhibi¢ni G¢inek proti gramnegativnim bakteriim. Specifické
antibakterialni slouc¢eniny byly popsany pro n¢kolik kment rodu Bifidobacterium. Jednalo se
0 unikatni bakteriocin, bifidocin B, ktery je produkovan bakterii Bifidobacterium bifidum a je
aktivni vuci Sirokému spektru patogennich bakterii vcéetné Salmonella enterica ser.
Typhimurium nebo Escherichia coli (Bermudez-Brito et al. 2012). Dal§im mechanismem
ucinku probiotik je kompetice s patogennimi kmeny o ziviny (Sanchez et al. 2017).

Schopnost posilit epitelialni bariérovou funkci stiev prostfednictvim probiotik je
dialezité pro ochranu organismu pted patogeny z prostfedi. Bariérova funkce je zajiSténa
pomoci slizniéni vrstvy, antimikrobidlnich peptidd, sekrecnich IgA a ptedevSim diky
soudrznosti epitelialnich bungk a jejich tzv. tésnym spojenim (Bermudez-Brito et al. 2012). Pti
naruseni téchto vzajemné se ovliviiujicich funkci mohou bakteridlni antigeny dosahovat az
submukozy stfev a vyvolavat zanétlivé reakce (Bortlik 2009). Probiotické mikroorganismy jsou
schopné blokovani adheznich mist pro potencidlni patogeny (Sanchez et al. 2017).

Probiotické mikroorganismy se vyznacuji imunomodula¢nimi G¢inky. Maji schopnost
interagovat s epitelovymi a dendritickymi buiikami nebo makrofagy (Bermudez-Brito
et al. 2012).

Diky velkému terapeutickému potencialu probiotickych preparatii jsou v souc¢asné dobé
vyuzivany ke zmirfovani infekénich prijmu (u déti casto zpusobeny rotaviry),
tzv. cestovatelskych prijmi (Castym puvodcem Escherichia coli) nebo postantibiotickych
prijmu. Vzhledem k tomu, ze probiotika mohou ovliviiovat jak mikrobiotu gastrointestinalniho
traku, tak imunitni systém, jsou uzivany pacienty se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi
(Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida, pouchitida) a syndromem drazdivého traéniku (Sanchez
et al. 2017).

3.1.4.2 Prebiotika pro bifidobakterie

Gibson et al. (2017) definuji prebiotikum jako substrat, ktery je selektivné vyuzivan
hostitelskymi mikroorganismy, ¢imz je dosaZeno zdravotnich benefiti. Pfedchozi definice
prebiotik byly limitovany pouze na spodni ¢asti gastrointestindlniho traktu. Nova definice se
zameérne vyhyba upfesnéni mista plisobeni, 1ze zde tak zahrnout i dal$i mista obsahujici smiSeny
mikrobiom, tzn. urogenitalni trakt nebo kizi.
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Prebiotika urcend pro gastrointestindlni trakt musi byt rezistentni vici Zalude¢nim
kyselinam a zarovenn nesmi podléhat hydrolyze prostfednictvim travicich enzymi. DalSim
kritériem je fermentace prebiotika intestindlni mikrobiotou. Klicova je vSak selektivni
stimulace rustu a aktivity intestinalnich bakterii poskytujicich zdravotni benefity pro hostitele
(Scott et al. 2019).

Uzivani prebiotik mtze vést ke snizeni prevalence a doby trvani prijmu, zlepSeni
integrity stfevni stény a uplatiiuji se rovnéz v prevenci karcinomu tlustého stfeva. Zlepsuji
biodostupnost minerald, redukuji zvySenou hladinu cholesterolu v krvi (Gibson et al. 2004)
a mohou byt piinosné i co se tyCe duSevniho zdravi prostfednictvim tvorby metabolitt
ovlivitujicich mozek a kognitivni funkce (Gibson et al. 2017).

Fermentaci tohoto substratu vznikaji mastné kyseliny s kratkym fetézcem, kyselina
maselnd, kyselina propionova, acetat, metan, rustové faktory a antioxidacné ucinné latky.
Mastné kyseliny s kratkym fetézcem jsou hlavnim zdrojem energie kolonocytt, sehravaji tedy
dilezitou roli ve fyziologii a metabolismu traviciho traktu (Solatf 2010). Ovliviuji tak
proliferaci, diferenciaci a apoptozu stievnich bunék, dale také tvorbu mucinu a metabolismus
lipidti (Montalban-Arques et al. 2015).

V soucasné dobé Vv prebiotickych preparatech dominuji fruktany
a galaktooligosacharidy (GOS). Do skupiny fruktant fadime inulin a fruktooligosacharidy
(FOS), linearni polymery fruktozy spojené p (2—1) vazbami (Davani-Davari et al. 2019). Co
se tyce galaktooligosacharidi, komercné vyrabénym produktem jsou B-galaktooligosacharidy,
které vznikaji transgalaktosylaci u¢inkem enzymu B-galaktosidazy (Wilson & Whelan 2017).
GOS vysoce podporuji rast rodu Bifidobacterium a Lactobacillus. V mensi miie mohou
stimulovat také rtst bakterii Enterobacteria nebo Firmicutes (Davani-Davari et al. 2019).

Bakterie maji odlisnou specifitu k danému prebiotiku, které mohou utilizovat.
Specifické geny v ramci bakterialniho genomu urcuji produkci sacharolytickych enzyma, které
mohou bakterie produkovat a pomoci nich nasledné metabolizovat prebioticky substrat.
U bifidobakterii byla zjisténa specifita pro p-galaktooligosacharidy. Bifidobakterie vykazuji
vyssi aktivitu B-galaktosidazy, sacharolytického enzymu pro traveni p-vazané galaktozy, nez
jini ¢lenové stievni mikrobioty (Davani-Davari et al. 2019).

Jako mozni kandidati na prebiotika byvaji uvadény také rezistentni Skroby, pektin
nebo laktuloza (Davani-Davari et al. 2019). Mezi dalsi latky studované v souvislosti
s prebiotickym G¢inkem patii xylooligosacharidy, mannanoligosaccharidy a oligosacharidy
matefského mléka (HMOs) (Gibson et al. 2017).

Oligosacharidy matefského mléka jsou zvlasté dilezité pro vyvoj stievni mikrobioty
a metabolickych a imunitnich systémt novorozenci. Pfisun matefského mléka obsahujiciho
tyto oligosacharidy zvySuje podil zastupct celedi Bifidobacteriaceae a Bacteroidaceae
v mikrobioté. Bifidobacterium longum subsp. infantis je jedinym druhem rodu Bifidobacterium,
ktery mé schopnost degradace celého repertoaru téchto oligosacharidii. Ostatnim ptislusnikiim
rodu Bifidobacterium, prevladajicich u dospélych (Bifidobacterium longum subsp. longum,
B. adolescentis), chybi mnoho enzymi nezbytnych k ptimé a efektivni utilizaci HMOs (Gibson
etal. 2017).

Vysoké zastoupeni bifidobakterii v kojeneckém stievnim mikrobiomu, piedev§im
B. bifidum a B. longum, je v souladu se schopnosti téchto druhti vyuzivat hostitelské
oligosacharidy, jako jsou jiz zminéné HMOs a mucin. Mucin je glykoprotein tvofici hlenovou
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vrstvu, ktera pokryva sliznici gastrointestinalniho traktu (Montalban-Arques et al. 2015). Jadro
mucinu i HMOs je tvofeno stejnymi stavebni bloky (glukoza, galaktoza, N-acetylglukosamin,
N-acetylgalaktosamin, fukoza a kyselina sialova), které jsou spojeny glykosidickymi vazbami
za Ucelem tvorby struktur, k jejichz degradaci je vyuzivana podobna sada enzymi (kromé
jinych B-hexosaminidaza, f-galaktosidaza a alfa-sialidasa). K bifidobakteriim se schopnosti
utilizovat hostitelské oligosacharidy patii Bifidobacterium bifidum (mucin i HMOSs)
a Bifidobacterium longum subsp. infantis (HMOs). Produkty degradace oligosacharida
matefského mléka mohou byt vyuzitelné pro jiné bifidobakterie bez schopnosti ptimé utilizace.
Tato kooperace mezi bakteriemi tedy pravdépodobné formuje konkrétni sloZzeni mikrobioty
kojencti (Bottacini et al. 2014).

Spojenim prebiotik s probiotickymi organismy byly vyvinuty synbiotika. Jejich cilem
bylo zlepsit podminky pro probiotické kmeny pii pruchodu travicim traktem a touto kombinaci
maximalné posilit pfiznivé UCinky probiotik a prebiotik. Probiotické kmeny vyuzivané
v synbiotickych pfipravcich zahrnuji Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. nebo
Saccharomyces boulardii. Casto vyuZivanymi prebiotiky Vv piipadé synbiotik jsou
fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy, xylooligosacharidy, inulin (Pandey et al. 2015).

3.2 Identifikace a charakterizace bifidobakterii

Identifikace a charakterizace bifidobakterii je dilezita pro jejich odliSeni od ostatnich
bakterii, které kolonizuji travici trakt zvitfat i lidi. Pro pfedbéznou identifikaci je vyuzivano
fenotypovych charakteristik bakterii. Biochemické testy, které byvaji vétSinou ¢asove narocné,
jsou postupné nahrazovany metodami napt. hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF, PCR
nebo sekvenaci genu pro 16S rRNA (Bunesova et al. 2017).

S rozvojem molekularné-biologickych metod ziskdvame spolehlivou a rychlou identifikaci
jednotlivych druht bifidobakterii a je nAm umoznéno studium jejich diverzity (Mekadim et al.
2019).

3.2.1 Fenotypové metody charakterizace bifidobakterii

Tradiéné byva prvotni identifikace a charakterizace rodu Bifidobacterium zalozena
na zhodnoceni morfologie bakteridlnich buné€k, charakteristickém uskupeni bakterii, velikosti
¢i vzhledu kolonii. Metodou prvni volby identifikace na zaklad¢ fenotypu byvéa pouziti
jednoduchych biochemickych test, pomoci kterych lze bakterii predbézné zaradit
K pfislusnému rodu. Je vyuzivano Gramova barveni, katalazového ¢i hemolytického testu
(Duranti et al. 2020). Dale jsou bifidobakterie charakterizovany na zakladé fermentacnich testt
a schopnosti utilizovat sacharidové substraty. Zakladnim biochemickym testem pro identifikaci
bifidobakterii je prilkkaz frukt6zo-6-fosfat fosfoketolazy (F6PPK), enzymu uplatitujiciho se pti
fermentaci sacharidd. Tento charakteristicky enzym je vyuzivan pii rodové identifikace
bakterii, nicméné neumoznuje dalsi mezidruhové rozliSeni (Vlkovda & Rada 2013).
Pro identifikaci/charakterizaci anaerobnich bakterii je rovnéz vyuzivano komeréné dostupnych
biochemickych testtl, napt. ANAEROtest 23 (Erba Lachema, CR) a API50 CHL (Biomériux,
Francie) (Bunesova et al. 2017). Vyraznym meznikem v identifikaci je rovnéz vyuziti
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hmotnostni spektrometric MALDI-TOF (Bruker Daltonik GmbH, Némecko) (Modrackova et
al. 2019).

3.2.1.1 Hemolyticky test

Hodnoceni hemolytickych vlastnosti mikroorganismt je provadéno pomoci krevnich
agarl. Krevni agary kromé¢ Zivné plidy obsahuji 5-10% ptidavek krve lidského nebo zviteciho
puvodu (Kim et al. 2018).

Kmeny, u kterych neni pozorovana zadna zména krevniho agaru (y-hemolyza), jsou
oznacovany za mikroorganismy bez hemolytické aktivity. Bakterie rodu Bifidobacterium jsou
povazovany za nehemolytické (Kim et al. 2018; Yasmin et al. 2020). Kmeny, které vytvari
zelené az hnédé zony kolem kolonii (a-hemolyza, viridace) maji schopnost ¢aste¢né degradace,
pfi které dochéazi k pfemeén€ hemoglobinu na methemoglobin. I pfes schopnost ¢astecné
hemolyzy oznafujeme tyto mikroorganismy stale jako nehemolytické a fadime zde napf.
Streptococcus pneumoniae. Kmeny, u kterych jsou pozorovany zony s lyzou ¢ervenych krvinek
(prosvétlené oblasti) oznacujeme jako mikroorganismy s hemolytickou aktivitou (B-hemolyza).
Néekteré druhy bakterii produkuji toxické vedlejsi produkty se schopnosti 1yzy Cervenych
krvinek. Typickou hemolytickou bakterii je napt. Streptococcus pyogenes, produkujici toxiny
Streptolysin O a Streptolysin S (Buxton 2016). Na Obrazku 1 je pro srovnani uvedena y-
hemolyza bifidobakterii a f-hemolyticka Listeria ivanovii subsp. ivanovii.

(b) ©

Obrdzek 1 Hemolyticky test (a) B. bifidum, (b) B. longum (c) Listeria ivanovii subsp. ivanovii.

Prevzato z: Kim et al. (2018)

3.2.1.2 Degradace mucinu
Dtlezitou soucasti povrchu sliznice jsou buniky produkujici mucin, které ovliviluji

slozeni mikrobioty. U savct tuto funkci maji poharkové a Panethovy bunky (Montalban-Arques
et al. 2015).
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Abe et al. (2010) uvadi, ze glykoprotein mucin ma nezastupitelnou funkci na povrchu
stievni stény, protoze dokaze zabranovat translokaci bakterii do extraintestinalnich prostor.

B. bifidum je jedinym bifidobakterialnim kmenem, ktery je schopny degradovat mucin
a uvolnovat monosacharidy, které mohou byt vyuzity jinymi stfevnimi mikroorganismy
(Bunesova et al. 2018). Schopnost degradovat mucin je také vyuzivana v posuzovani
bezpecnosti probiotickych kment (Abe et al. 2010).

3.2.2 MALDI-TOF MS

V poslednim desetileti laboratoie klinické mikrobiologie zazivaji zmény ve zptisobu
identifikace mikroorganismt. Standardni metody, kterymi jsou mikroskopie, biochemicka
identifikace nebo stanoveni fenotypovych charakteristik, jsou postupn¢ nahrazovany rychlou
metodou identifikace — hmotnostni spektrometrii s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF, Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight). Metoda, ktera je dnes jiz rutinn€ pouzivana, byla poprvé popsana
v roce 1987 a poté ocenéna Nobelovou cenou v roce 2002 (Clark et al. 2013). Pivodné byla
hmotnostni spektrometrie vyuzivana pro chemickou analyzu a ur¢ovani molekulové hmotnosti
peptidi a bilkovin, pozd€ji byla ptizptisobena k identifikaci bakterii, kvasinek a hub
izolovanych z riznych klinickych materialti (Tran et al. 2015). Tato metoda provadi identifikaci
pomoci porovnani hmotnostniho spektra ribozomalnich proteint pfitomnych v dané buiice se
spektry jiz umisténymi v databdzi. Tato technologie tak umoznuje detekovat organismy
z mikrobialnich kultur na rodové i druhové trovni (Clark et al. 2013).

3.2.2.1 Vyhody a nevyhody hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Vyhodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF je vysoka rozliSovaci schopnost
a citlivost, kromé toho také snadné pouziti a vyhodnoceni velkého mnozstvi vzorkid béhem
jednoho méfeni. Dalsi pfednosti metody je rychlost — béhem par minut poskytuje spolehlivé
vysledky. Tato technologie je aplikovatelna pro identifikaci Sirokého spektra mikroorganism.
Ackoli je pofizovaci cena hmotnostniho spektrometru vysoka, a stejné tak i naklady na jeho
udrZzbu, cenova narocnost testovani jednotlivych izolatl je naopak velmi nizka. Pfechod
z tradi¢nich metod urcovani mikroorganismi k MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii vede
k zna¢nym tsporam v klinickych laboratotich (Tran et al. 2015).

3.2.2.2 Princip hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, jejimz principem je rozdéleni ionth
aiontovych fragmentl, které vznikaji pomoci rtiznych ioniza¢nich technik v magnetickém
¢i vysokofrekvencnim elektrickém poli. Ionizaéni techniky délime na mékké (napf. ionizace
elektrosprejem, laserem za Ui¢asti matrice, chemickd ionizace) a tvrdé (elektronova ionizace).
Vzniklé hmotnostni spektrum graficky znézoriiuje ¢etnost jednotlivych iontl na zéklad¢ jejich
poméru molekulové hmotnosti a po¢tu elementarnich ndboj (m/z) (Julak 1998).

Kazdy hmotnostni spektrometr se sklada ze Ctyi zakladnich ¢asti (Obrazek 2) — mista
vstupu analytu, iontového zdroje, iontového analyzatoru a detektoru. Proces analyzy probiha
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ve vakuu, aby se ptfedeslo naruSeni priletu Castic a vzniku sekundarnich reakci mezi ionty
a molekulami. Nezbytnou soucasti je pocita¢ pro fizeni piistroje a vyhodnocovani dat (Julak
1998).

VSTUFP

! i
I A Hmotnostni |
i lontovy Zzdroj analyztor Detektor —E—}
i i
l :

Vakuowy systém

Obrdzek 2 Schéma hmotnostniho spektrometru

Hmotnostni analyza za pouziti m&kké techniky MALDI spociva v pfidani matrice
(organické kyseliny) k méfenému analytu. Analyt s matrici je poté ozafovan UV laserovym
paprskem obvykle o vlnové délce 337 nm. Ozafovanim vzorku po kratkou dobu predchazime
poskozeni nebo degradaci vzorku (Clark et al. 2013). Zakladem je interakce mezi molekulami
matrice a fotony laserového paprsku. Molekuly matrice absorbuji energii z laserového paprsku,
¢imz dojde k pfeméné matrice do plynné faze a stava se tak zdrojem protond pro ionizaci
klinického materialu (Juldk 1998). Poté nésleduje rozdéleni iontd v plynné fazi podle poméru
m/z v hmotnostnim analyzatoru. Pulzni ionizacni technika MALDI spolupracuje
s analyzatorem doby letu (time of flight), ktery vyZaduje soucasny vstup iontti do letové trubice
a funguje na principu méfeni ¢asu, za ktery je iont schopen piekonat drahu od iontového zdroje
k iontovému detektoru. Cas priletu zavisi na poméru m/z, pfiéemz velké ionty urazi drahu
od jontového zdroje k detektoru za del§i dobu, mensi naopak leti rychleji. Ulohou detektoru je
zachyceni separovanych ionti a uréeni jejich intenzity (Clark et al. 2013).

3.2.2.3 Vyhodnoceni vysledkii, ID skore

Informace jsou sbirany prostiednictvim specidlné vyvinutého softwaru. Zakladem je
porovnani podobnosti naméfeného profilu nezndmého mikroorganismu s profily jiz znamych
kment ulozenych v referen¢ni knihovné spekter (Bruker Daltonik 2016).

Spektrum neznamého vzorku je nejprve prevedeno na seznam pikt. Za pomoci
biostatistického algoritmu je tento seznam pikll porovnavan s referen¢nimi seznamy pika
mikroorganismu v databazi referen¢ni knihovny. Nakonec je vygenerovana hodnota log (skore)
z intervalu 0,000 az 3,000 (Tabulka 3). Cim vyssi hodnota log (skore) je, tim vyssi je mira
podobnosti nezndmého seznamu pikd se seznamem pikdt uvedenym v databazi referencni
knihovny. Skore s hodnotou, ktera neni nizs§i nez 2,000 lze povazovat za piiznak piijatelné
pravdépodobnosti identifikace vzorku na druhové arovni. V piipadé, ze je skore analyzy nizsi
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nez 2,000, je mozné vzorky zpracovat alternativnim postupem piipravy a analyzu opakovat
(Bruker Daltonik 2016).

Vysledné identifikac¢ni skore zndzorfiuje miru pravdépodobnosti spravné identifikace
daného mikroorganismu. Kone¢né vyhodnoceni a piezkoumani vysledki provadi zkuseny
klinicky mikrobiolog. Pii pochybnostech odecitajici urCuje zavérecnou identifikaci
mikroorganismu s ohledem na vSechny dostupné tidaje o vzorku nebo pacientovi.

Tabulka 3 Vyznam hodnot identifikacniho skore

Rozsah Interpretace Symboly Barva
2,00 -3.00 Identlfl,kacg S vysokou (+44) Zelend
mirou jistoty

1.70 - 1,99 Identlf"lkac.c? s nizkou
mirou jistoty

3.2.3 Genotypové metody charakterizace bifidobakterii

(+) Zluta

Rozvoj molekularné-biologickych metod piinasi nejen spolehlivou identifikaci
mikroorganismut, ale také podrobné studium evolu¢ni ptibuznosti bakterii. Mezi prvni
molekularné-biologické metody patii DNA-DNA hybridizace, sekvena¢ni analyza genu pro
16S rDNA nebo hybridizace se specifickou sondou (Ward & Roy 2005).

Tyto  metody se  zabyvaji  analyzou  nukleovych  kyselin.  VétSina
z molekularné-genetickych metod je zaloZena na principu polymerazové fetézové reakce (PCR)
a znalosti genomu detekované bakterie. Proto jsou v této analyze vyuzivany ty ¢asti genomu,
které jsou pro dany mikroorganismus charakteristické (Demnerova 2012).

V poslednich letech se vyuziva stale Castéji metoda multilokusové sekvenéni typizace
(Multilocus sequence typing, MLST). Tato metoda je vhodnym taxonomickym nastrojem. Ale
1 tato metoda vychazi zcelogenomovych dat. Kdy pravé sekvenace celého genomu
bifidobakterii je vrcholnou metodou samotné identifikace a charakterizace.

3.2.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce (polymerase chain reaction) byla vyvinuta Kary B.
Mullisem v Cetus Corporation v Kalifornii roku 1983 (Mullis 1990). Zavedenim této metody
bylo umoznéno enzymatické zmnozeni DNA in vitro syntézou mnoha kopii vybrané sekvence
DNA (Bartuiikkova & Paulik 2011).

3.2.3.1.1 Princip amplifikacni reakce

Polymerazova fetézova reakce spociva ve schopnosti dvojvlaknové DNA denaturovat pfi
vysokych teplotach a nésledn€ zpét renaturovat po teplotnim snizeni pii zachovani pravidla
komplementarity bazi. Pomoci PCR je tak mozno amplifikovat vybrany tisek DNA, u n¢hoz
jsou znamy nukleotidové sekvence na koncich urcité oblasti DNA (Bartuitkova & Paulik 2011).
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Analyzované useky DNA, které maji byt namnoZeny, jsou na obou dvou koncich vymezeny
pripojenim tzv. primert. Podstatou reakce je tedy cyklicky se opakujici syntéza novych fetézct
zvolenych tGiseki dvoutetézcové DNA pomoci enzymu DNA-polymerazy (Smarda et al. 2005).
PCR je automatizovany proces a probihd v zafizeni zvaném termocykler. Amplifikace DNA
probiha ve tfech opakujicich se krocich:

3. Denaturace, pii které dochéazi k oddéleni jednotlivych vldken DNA templatu
(matrice), kterd je dualezita pro néaslednou hybridizaci primerti. Probihd pii teploté
okolo 95 °C (Cikos et al. 2001).

4. Hybridizace (annealing) primert k jiz denaturovanému templatu DNA, uplatiiuji se
zde vodikové vazby mezi komplementarnimi bazemi (adenin — guanin, cytosin —
thymin). Dochazi tedy k nasednuti primerti na odd¢lené fetézce DNA. Optimalni
teplota pro hybridizaci se pohybuje mezi 40-72 °C a odviji se od délky a sekvence
primerti (Ciko§ et al. 2001). Primery po hybridizaci slouzi jako zaklad pro syntézu
novych vlédken (Bartuitkova & Paulik 2011).

5. Elongace (extenze) DNA je katalyzovdna termostabilnim enzymem Taq DNA
polymerdzou a v této fazi probihd syntéza novych vldken. Pomoci tohoto enzymu
dochazi k prodluzovani vlakna DNA smérem od obou primerd, ve sméru od 5 konce
ke 3’konci. Elongace probiha obvykle pti 72 °C, coz je optimdalni teplota pro aktivitu
Taq polymerazy (Bartuiikova & Paulik 2011).

Tato cyklicky se opakujici reakce vede k velmi rychlému namnozeni cilové sekvence
DNA. Po dokonceni kazdého cyklu dochdzi ke znasobeni poctu kopii useku mezi nasedlymi
primery. Pocet kopii poZadované sekvence DNA tedy roste logaritmicky, zatimco ostatni tiseky
vychozi DNA se neamplifikuji (Bartuiikova & Paulik 2011). Prubéh PCR reakce je znazornén
na Obrazku 3.

Mukleotid 5" I

p, . el —s
|
- —
o s I
-
i'— : Denaturace Hybridizace Elongace
1 b
3' I 5
\ ]
T~ DNA Primer TS g
- \‘ _
Pavodni DNA > :

3’ I
Obrdzek 3 Pribeh PCR reakce

Pfevzato a upraveno z: https://www.xxpresspcr.com/all-news/polymerase-chain-
reaction-the-past-present-and-future/#post/0
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3.2.3.1.2 Reakéni slozky PCR

- Vzorek DNA - templat, ktery obsahuje zkoumany tsek DNA. Ziskava se pomoci
izolace.

- Primery — dva syntetické oligonukleotidy, které ohranicuji usek DNA, ktery se ma
amplifikovat. Sestavaji obvykle z 20-25 nukleotidt (Cikos et al. 2001).

- Taq polymeraza — termostabilni enzym, ktery byva izolovan z termofilni bakterie
Thermus aquaticus, zijici v horkych pramenech. Tato bakterie ma schopnost odolavat
teplotdm, pfi nichz DNA denaturuje. Uchovéava si tak enzymatickou aktivitu i po
opakovném zahtati. Tato skutecnost umoziiuje opakovany pribéh PCR reakce
v cyklech (Cikos et al. 2001).

- Smés nukleotidi (ANTP) — deoxynukleosidtrifosfaty (AATP, dGTP, dCTP, dTTP)

- Mg? ionty

- PCR pufr — udrzuje stabilni pH a vytvaii optimalni prostfedi pro aktivitu DNA
polymerazy

- PCRvoda

3.2.3.1.3 Detekce a vizualizace PCR produktu

Produkty polymerazové fetézové reakce jsou detekovany po obarveni latkou, kterd ma
schopnost fluoreskovat pod UV zafenim. Vyuzivan je napiiklad ethidium bromid, SYBR green
nebo GelRed. Produkty jsou po obarveni elektroforeticky separovany v agarézovém, pfipadné
polyakrylamidovém gelu (Demnerova 2012).

Elektroforéza vyuziva odlisné pohyblivosti molekul, kterd je dana jejich rozdilnou
velikosti. Velikost jednotlivych DNA fragmentti PCR reakce je porovnavana pomoci standardu,
ktery obsahuje fragmenty DNA o znamé velikosti. V jedné draze gelu je vlozen standard, do
vedlejSich drah pak ukoncend PCR reakce a oba vzorky nasledné putuji v gelu. Jednotlivé
fragmenty se na gelu uspoiadaji podle svych velikosti (délek) (Cikos et al. 2001). Po ukonéeni
elektroforézy je gel presunut do UV komory a dochazi k vizualizaci produkti pomoci UV
zateni. Vysledné fragmenty DNA pozorujeme v podobé riizné ostrych a velkych prouzki
(bandll) na gelu.

3.2.3.2 Rodové a druhové specificka PCR

Identifikace bifidobakterii na rodové ¢i druhové trovni muze byt dosazeno pomoci
cilenych rodové a druhové specifickych PCR primerdt. PCR se specifickymi
oligonukleotidovymi primery pifedstavuje rychlou, pfesnou a citlivou metodu. V Tabulce 4
jsou uvedeny vyuzivané rodové a druhove specifické primery pro rod Bifidobacterium. Vétsina
z nich je navrzena na zakladé sekvenci 16S rDNA. Na zéklad¢ toho, jaka je vybrdna cilend
sekvence, mohou byt specifické primery pouzity k detekci bakterii na riznych fylogenetickych
urovnich (Matsuki et al. 2003).
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Tabulka 4 Rodové a druhové specifické primery uZivané pro identifikaci bifidobakterii

Cilova bifidobakterie D{ézvyo
primeru
- . g-Bifid-F
Bifidobacterium o-Bifid-R
. . Bif164-PCR
Bifidobacterium Bif662-PCR
e . Im26
Bifidobacterium Lm3r
- BiADO-1
B. adolescentis BiADO-2
B. angulatum BIANGL
-ang BIANG-2
. BiBIF-1
B. bifidum BIBIF-2
BiBRE-1
2 LI BiBRE-2
BiCATg-1
B. catenulatum BICATg-2
B. lonaum BiLON-1
-1ong BIiLON-2
BiLON-1
B. fongum BIiLON-2
. . BilNF-1
B. infantis BiINF-2
. BiDEN-1
B. dentium BiDEN-2
B. gallicum BiGAL-1
-9 BiGAL-2
. Bflac2
B. lactis Bflacs
BreU3
B. breve BrelL4
. . Infu5
B. infantis InfuG
B. longum eIy
' LonL8
. BIA-1
B. adolescentis BIA-2
BIL-1
B. longum BIL-2
L
B. breve Bre-BV.R
B. bifidum PBI245f
B. breve PBR442f
B. infantis PIN710f

Sekvence
CTCCTGGAAACGGGTGG
GGTGTTCTTCCCGATATCTACA

GGGTGGTAATGCCGGATG
CCACCGTTACACCGGGAA

GATTCTGGCTCAGGATGAACG
CGGGTGCTICCCACTTTCATG

CTCCAGTTGGATGCATGTC
CGAAGGCTTGCTCCCAGT

CAGTCCATCGCATGGTGGT
GAAGGCTTGCTCCCCAAC

CCACATGATCGCATGTGATTG
CCGAAGGCTTGCTCCCAAA

CCGGATGCTCCATCACAC
ACAAAGTGCCTTGCTCCCT

CGGATGCTCCGACTCCT
CGAAGGCTTGCTCCCGAT

TTCCAGTTGATCGCATGGTC
TCSCGCTTGCTCCCCGAT

TTCCAGTTGATCGCATGGTC
GGGAAGCCGTATCTCTACGA

TTCCAGTTGATCGCATGGTC
GGAAACCCCATCTCTGGGAT

ATCCCGGGGGTTCGCCT
GAAGGGCTTGCTCCCGA

TAATACCGGATGTTCCGCTC
ACATCCCCGAAAGGACGC

GTGGAGACACGGTTTCCC
CACACCACACAATCCAATAC

CTCCAGCTCGACTGTCGC

GCACTTTGTGTTGAGTGTACCTTTCG

CCATCTCTGGGATCGTCGG
TATCGGGGAGCAAGCGTGA

GCCGTATCTCTACGACCGTCG
TATCGGGGAGCAAGCGAGAG

GGAAAGATTCTATCGGTATGG
CTCCCAGTCAAAAGCGGTT

GTTCCCGACGGTCGTAGAG
GTGAGTTCCCGGCATAATCC

GCTGGATCACCTCCTTTCT
GCAAGAACGAGGAATCAAAGG

GCTTGTTGGTGAGGTAACGGCT

AGGGAGCAAGGCACTTTGTGT

CTGTTACTGACGCTGAGGAGCT
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Velikost
produktu

(bp)

549-563

523

1.35k

279

275

278

288

285

277

831

828

387

303

680

811

565

567

244

153

350

1180

991

723

Reference

Matsuki et al., 2002

Kok et al., 1996

Kaufmann et al., 1997

Matsuki et al., 1998

Matsuki et al., 1998

Matsuki et al., 1998

Matsuki et al., 1998

Matsuki et al., 1998

Matsuki et al., 1998

Matsuki et al., 1999

Matsuki et al., 1999

Matsuki et al., 1999

Matsuki et al., 1999

Ventura et al., 2001

Roy et al., 1996

Roy et al., 1996

Roy et al., 1996

Wang et al., 1996

Wang et al., 1996

Brigidi et al., 2000

Dong et al., 2000

Dong et al., 2000

Dong et al., 2000



B. adolescentis PADB805f GTGGGGACCATTCCACGGTC 628 Dong et al., 2000

B. longum PLO965f TCCCGACGGTCGTAGAGATAC 467 Dong et al., 2000

Prevzato a upraveno z: Matsuki et al. (2003)

3.2.3.3 16S rRNA

Dalsi genetickou metodou, diky které je dosazeno spolehlivé identifikace bakterii, je
stanoveni nukleotidové sekvence genu kddujiciho 16S podjednotku ribosomalni RNA. Genové
sekvence 16S rRNA jsou hojné¢ vyuzivany zejména diky jejich pritomnosti u téméef vSech
bakterii. Gen pro 16S rRNA obsahuje velice konzervované regiony, ale zaroven i oblasti
variabilni a typické pro dany druh bakterii (Ward & Roy 2005).

16S rRNA gen slouzi ke studiu mozné evolucéni piibuznosti druhti a tvorbé
fylogenetickych stromll. Nejvétsi uplatnéni nachazi u bakterii, které na zdklad€ jinych metod

nelze s jistotou zatradit nebo neodpovidaji zadnym znamym biochemickym profilim bakterii
(Janda & Abbott 2007).

3.2.3.4 Multilokusova sekvencni typizace (MLST)

Metoda multilokusové sekvenéni typizace byla vyvinuta v roce 1998 (Maiden 1998).
Vibec prvni MLST schéma bylo vytvoieno pro gram-negativni bakterii Neisseria meningitidis.
Pomoci metody je mozné odhalit alelické varianty v konzervovanych genech (Li et al. 2009)
a hodnotit tak genetickou ptibuznost kment bakterii a hub v ramci druhu (Robles et al. 2004).
MLST je zalozena na amplifikaci a nasledném sekvenovani fragmentd DNA (Maiden et al.
1998). Vyuziva se prevazné sedmi tzv. provoznich gent (z angl. housekeeping genes) (Urwin
et al. 2003). Pro genotypizaci a fylogenetickou analyzu celedi Bifidobacteriaceae muze byt
naptiklad vyuzivano geni glyS, pheS, rpsA a rpsB (Mekadim et al. 2019). Avsak gen kodujici
CTP syntazu (pyrG) byl urcen jako specificky pro klasifikaci a fylogenetickou analyzu celé
¢eledi Bifidobacteriaceae. Dalsim moznym markerem je i gen kodujici glutamin syntetazu typu
I (gInAl) (Killer et al. 2019).

Typicky jsou sekvenovany fragmenty o délce 450-500 bp (Li et al. 2009). Pro kazdy
lokus genu je urcen sekvencni typ. Kazdé unikétni sekvenci jsou pfifazena ndhodna cisla,
kombinaci Cisel alel v sedmi genech vznikaji alelické profily a t€ém je pak urcen sekvencni typ
(Delétoile et al. 2010). Schéma postupu je na Obrazku 4.

MLST byla navrzena tak, aby bylo mozné analyzovat a porovnavat genetickou pfibuznost
prostiednictvim centralnich databazi (Abdelbary et al. 2017). V téchto online databazich jsou
ukladany DNA sekvence a sekvenéni typy, coz umoznuje jednoduchou vyménu informaci
0 typizovanych kmenech mezi laboratofemi (Li et al. 2009). Vyhodou metody je, Ze ziskana
data jsou vysoce reprodukovatelnd a také srozumitelnd diky mezindrodné uznavané
nomenklatufe (Sabat et al. 2013). Rovnéz se multilokusova sekvenéni typizace stala velice
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populdrnim néstrojem pro provadéni globalnich epidemiologickych studii a studium vyvoje
patogenti na molekularni arovni v riznych geografickych oblastech (Chui et al. 2015).

PCR sekvenovani prirazeni Cisel prirazeni
aleldm sekvenéniho typu

< S
> 1

\ ' Sty

. s ST 51
I P — 7
——
DNA PR sekvence profil sekvenéni typ
produkty alel alel

Obrdzek 4 Schéma MLST

Pievzato z Nykrynova (2018)

3.2.3.5 Fingerprintové metody

Fingerprintové metody slouzi kidentifikaci a hodnoceni genetické diverzity
mikroorganismi (Mitchelson & Moricca 2008). Vysledkem téchto metod jsou profily
konkrétnich mikroorganismt, tzv. fingerprinty nukleovych kyselin (otisky). Pomoci
fingerprinti 1ze porovnavat skupiny mikroorganismia mezi sebou a prokazovat tak jejich
genetickou piibuznost (Balouet et al. 2007). Mezi fingerprintové metody fadime RAPD-PCR
(Random Amplified Polymorphic DNA PCR), REP-PCR (Repetitive element sequence-based
PCR), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) nebo PFGE (Pulsed-field gel
electrophoresis) (Mitchelson & Moricca 2008).

3.235.1 RAPD-PCR

Metoda nahodn¢ amplifikované polymorfni DNA (RAPD-PCR) byla poprvé popsana
v roce 1990 Williamsem, Welshem a McClellandem (Rocco et al. 2014). Tato metoda zaloZzena
na PCR reakci vyuziva primeru, u kterého neni vyzadovana piedchozi znalost konkrétnich
cilovych oblasti DNA (Felbinger et al. 2020). Jedna se o kratké primery (10 nukleotidt)
a v kazdé reakci je vyuzivan pouze jeden primer (Ward & Roy 2005). Pro tyto kratké primery
probiha hybridizace s templatovou DNA za niZsi teploty oproti klasické PCR, a to kolem 35 °C
(Felbinger et al. 2020).

Amplifikaci neznamych sekvenci DNA technikou RAPD-PCR ziskavame polymorfni
fragmenty. Takto ziskany polymorfizmus slouzi jako geneticky marker a ma velmi Siroké
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vyuziti v mnoha oblastech (Rocco et al. 2014). Nejcastéji je RAPD technika aplikovana pro
analyzu genetické pfibuznosti v rdmci sledované skupiny genotypi, kiizeni rostlin a zvitat nebo
vyvoj genetickych vazebnych map (Bardakci 2001). Metoda RAPD-PCR je vhodna pro
charakterizaci bifidobakterii. Kiizova et al. (2008) identifikovali a charakterizovali rtzné
izolaty rodu Bifidobacterium s primery P2, P15, P16, P17, PER1, CC1, CORRL1. Bunesova et
al. (2017) vyuzili metodu RAPD-PCR pro prozkoumani genotypové a fenotypové variability
mezi kmeny Bifidobacterium animalis subsp. lactis izolovanych z riiznych hostitelti za vyuziti
primerd 103, 173, OPR-13, OPV-07, OPV-08.

3.2.35.2 REP-PCR

PCR zaloZené na repetitivnich sekvencich (REP-PCR) je dal$i metodou, diky které
ziskavame fingerprinty DNA. REP-PCR spoc¢iva ve zmnoZeni usekll ohrani¢enych
repetitivnimi sekvencemi. V této reakci je nejcastéji vyuzivano tii riznych primerd. Primer
BOX (pivodné byl popsan u Streptococcus pneumoniae), ERIC (pivodné byl popsan u
Salmonella typhimurium) a REP (ptvodné byl popsan u Escherichia coli) (Ward & Roy 2005).

V soucasnosti je v nékterych studiich vyuzivano primertt BOX a ERIC pro charakterizaci
rodu Bifidobacterium. Pomoci primeru ERIC je mozné rozlisit pét druhti rodu Bifidobacterium
(B. pseudocatetulatum, B. infantis, B. longum, B. animalis a B. indicum). Odlisit bifidobakterie
je mozné i s vyuzitim primeru BOX, a to konkrétné druhy B. breve, B. bifidum, B. longum,
B. infantis a B. adolescentis (Ward & Roy 2005). Pii charakterizaci bifidobakterii 1ze provést
REP-PCR napf. s vyuzitim primeru (GTG)s a BOXA1R (Kiizova et al. 2008).

3.2.3.6 Sekvenovani DNA

Metody sekvenovani slouzi ke stanoveni potadi nukleotidii v molekule DNA (Sanger et
al. 1977). V 70. letech minulého stoleti doslo k revolu¢nimu objevu sekvenaénich metod.
Plvodni metody (tzv. prvni generace) byly popsany M. Gilbertem a F. Sangerem, ktefi svym
objevem rozsifili moznosti genetického vyzkumu (Ahmadian et al. 2006). Sangerova
sekvenace, tzv. enzymatickd metoda, je zaloZena na vyuzivani specifickych vlastnosti enzymu
DNA polymerazy pti syntéze nového fetézce (Koubkova et al. 2014). Sangerovo sekvenovani
bylo c¢asov€ ndrocné a pracné, proto vyznamnym pokrokem bylo zavedeni prvniho
automatického sekvenatoru (Liu et al. 2012). Automaticky sekvenator vyuziva kapilarni
elektroforézu k separaci jednotlivych usekit DNA (Koubkova et al. 2014). Metoda se tak diky
automatizaci stala rychlejsi a presnéjsi (Liu et al. 2012).

Pozdgji byla tato metoda vyuzita k sekvenaci lidského genomu (Human Genome Project),
ktera trvala vice nez 10 let (Liu et al. 2012). Diky tohoto projektu bylo poukazano na limitace
metody (vysoka cena, pracnost) a zaroven vyjadiena potfeba novych technologii, které by se
vyznacovaly vyssi vykonnosti, piesnosti 1 niz§imi naklady (Koubkova et al. 2014).

Diky sekvenovani druhé generace (Next-Generation sequencing) je dosazeno masivniho
paralelniho sekvenovani az tisicti molekul DNA souéasné. Zaroven dochazi ke snizeni Casu,
ktery je nutny k pfecteni dlouhych DNA sekvenci. Ackoli se techniky sekvenace druhé
generace odliSuji zpisobem fragmentace DNA, vSechny jsou zalozeny na zékladni krocich,
kterymi jsou: pfiprava templatu neboli vytvofeni knihovny amplikonil, sekvenovani a detekce
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inkorporovanych nukleotidi a analyza dat (Koubkova et al. 2014). Mezi nejdulezitéjsi
platformy sekvenovani druhé generace patii: System Roche 454, lllumina Genome Analyzer
a AB SOLID System (Liu et al. 2012).

S rostoucim vyuzivanim sekvenovani se objevuji dalSi modifikace a nové pfistupy.
Technologie single-molecule sekvenovani, tedy sekvenace jediné molekuly DNA, se vyznacuje
nékolika inovacemi. Pfed sekvenaci neni potfeba amplifika¢niho kroku, coz zkracuje dobu
piipravy DNA a sniZzuje chybovost pramenici z amplifikace DNA. Vyhodou je také snizeni
nakladt, vyssi flexibilita v délce Cteni a pfesna kvantifikace DNA diky zaznamenavani signalu
Vv realném Case (Koubkova et al. 2014). Prikladem téchto technologii, nékdy ozna¢ovanych jako
technologie tfeti generace, je tzv. metoda SMRT (single-molecule real-time) vyvinuta
spolecnosti Pacific Bioscience ¢i sekvenace vyuzivajici nanoport (Liu et al. 2012).

Technologie sekvenovani nové generace nasSly uplatnéni zejména v oblasti genetiky,
biologie, mikrobiologie, mediciny, forenzni analyzy nebo zeméd¢lstvi. Se zlepSovanim
rychlosti a vykonnosti metod jsou sekvenaéni technologie vyuzivany napt. pfi celogenomovém
sekvenovani, resekvenovédni, exonovém sekvenovani, detekci mutaci a polymorfisml
nebo v metagenomice (Kulski 2016).

3.2.3.7 Celogenomova sekvenace

Pomoci celogenomovych sekvenacnich technologii je dosazeno vyrazného zlepSeni
diskrimina¢ni schopnosti pfi studiu genomu bakterii (Abdelbary et al. 2017). Sekvenovani
kompletniho genomu a srovnavani genomu jednotlivych kmend umoziuje ur€it odlisnosti, nebo
naopak podobnosti mezi kmeny a objevovat unikatni funkce gend. Diky analyzy genomu jsou
nam dostupné informace o vlastnostech mikroorganizmu, jeho metabolickych funkcich,
fyziologii, biochemickych vlastnostech a schopnostech adaptace na ménici se podminky
a ruzna prostiedi (Klaenhammer et al. 2005).

Celogenomové sekvenovani zahrnuje dva pfistupy, a to de novo sekvenovani a tzv.
resekvenovani. Pti resekvenovani vyuzivame referencnich sekvenci, na které se nové sekvence
zpétné mapuji (Koubkova et al. 2014).

Velice vyuZivanou technologii pro sekvenaci celého genomu bakterii je PacBio
singlemolecule real-time (SMRT). Tuto technologii vyuzil Chenoll et al. (2015) pro kompletni
sekvenaci genomu Bifidobacterium longum subsp. infantis CECT 7210, nebo Kang et al. (2017)
pro Bifidobacterium animalis subsp. lactis BL3.

Huang et al. (2020) provadéli kompletni genomovou sekvenaci u kmene Bifidobacterium
longum LTBLI16, potencialniho probiotického kmene se silnou antioxida¢ni aktivitou. Pomoci
této technologie ziskali informaci, ze genom B. longum LTBL16 je genomem bez plazmidu,
s kruhovym chromozomem (2,430,682 bp), GC obsah 61,23 %, coz bylo podobné ostatnim
kmentim B. longum. Za zminku stoji, Ze pfi této analyze byly zjistény dva proteiny kodujici
geny (LTBL16-GMO001233, LTBL16-GM1234), které nebyly nalezeny U ostatnich kment B.
longum. LTBL16-GM001233 je funk¢ni gen s aktivitou methyltransferazy, zatimco funkce
LTBL16-GM1234 neni znama a vyzaduje dalsi studium. Na zakladé sekvenovani lze taktéz
konstruovat tzv. fylogenetické stromy pro zhodnoceni evolu¢ni vzdalenosti a vztahii mezi
jednotlivymi druhy rodu Bifidobacterium (Huang et al. 2020).
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4 Metodicka ¢ast

4.1 Priprava kultur pro testovani

Pro tuto diplomovou praci bylo vybrano celkem 27 sbirkovych kment, které poskytla Katedra
mikrobiologie, vyzivy a dietetiky CZU. Jednalo se o 20 kment Bifidobacterium dentium
a 3 kmeny Bifidobacterium bifidum. Mezi divokymi kmeny bifidobakterii byly zatfazeny
oficialni typové/ sbirkové kmeny B. dentium DSM 20436, B. bifidum DSM 20456, DMS 20215,
DMS 20239. Druhy Staphylococcus warneri, Streptococcus salivarius, Streptococcus
agalactiae LMG 15088, Streptococcus thermophilus MILCOM 55 byly pouzity jako kontroly

pro vybrané fenotypové testy.

Kmeny byly ptivodné izolovany zejména ze stolice primatd, dale pak z ¢lovéka, zubniho
kazu nebo kysaného mlé¢ného vyrobku. Piehled kmenti vybranych pro testovani je uveden

v Tabulce 5.

Tabulka 5 Prehled testovanych mikroorganismd

Cislo vzorku Oznaceni kmene Identifikace Izolovano ze stolice/ fekalniho vzorku
1 N5 B. dentium Simpanz
2 N12 B. dentium makak Ivi
3 N21 B. dentium Simpanz
4 N23 B. dentium Simpanz
5 N26 B. dentium Simpanz
6 N77 B. dentium makak Ivi
7 N79 B. dentium pavian plastikovy
8 N103 B. dentium Simpanz
9 N105 B. dentium Simpanz
10 N109 B. dentium Simpanz
11 N110 B. dentium Simpanz
12 N111 B. dentium Simpanz
13 N112 B. dentium Simpanz
14 N122 B. dentium Simpanz
15 TH1 B. dentium kojenec
16 FD1 B. dentium kojenec
17 VOK II. B. dentium kojenec
18 Al/5A B. dentium dit¢ — Crohnova choroba
19 028 B. dentium dité
20 DSM 20436 B. dentium zubni kaz
21 DSM 20215 B. bifidum dospély ¢lovek
22 DSM 20239 B. bifidum kojenec
23 DSM 20456 B. bifidum kojenec
24 MILCOM 55 Strep. thermophilus kysany mlé¢ny vyrobek
25 LMG 15088 Strep. agalactiae vaginalni vzorek
26 N47 Strep. salivarius tamarin bélovousy
27 N49 Staph. warneri tamarin sedlovy
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Den pied testovanim byly vybrané kmeny bifidobakterii (0,4 ml ze zamraZeného
zasobniho roztoku) pieockovany do tekutého anaerobniho zivného bujonu Wilkins-Chalgren
(Oxoid) doplnéného o sdjovy pepton (5 g/l), L-cystein (0,5 g/l), tween 80 (1 ml/l). Nasledné
byly kultivovany pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Nartst kultury se projevil zakalem
Vv kultivaénim médiu.

Pro spolehlivé vysledky jednotlivych testil je nutné pracovat pouze s Cistymi kulturami.
Pied kazdym testovanim proto byla vzdy zkontrolovana cistota kultur pomoci fazoveé
kontrastniho mikroskopu (Nikon Eclipse E 200LED MV RS, Japan).

4.2 FO6PPK test

Bifidobakterie $tépi hex6zy pomoci enzymu fruktdzo-6-fosfat fosfoketolazy (F6PPK),
jehoz detekci je umoznéna jejich spolehliva identifikace na rodovou uroven. Pro dektekci
F6PPK je nutné naru$eni bakterialni buiky (cetridium bromid) a vyliti jejiho obsahu véetné
intracelularnich enzymu do roztoku a pouziti dalsich ¢inidel pro vyslednou piipadnou barevnou
reakci. Pokud je frukt6zo-6-fosfat St€pen timto enzymem na erytroso-4-fosfat a acetyl-1-fosfat,
ktery nasledné reaguje s FeCls, vznika komplexni slou¢enina fialové barvy znalici pozitivni
reakci (Vlkova & Rada 2013). V pripadé negativni reakce dochézi ke zlutému zbarveni. Pro
oveéfeni spravnosti provedeni testu je zadouci soucasné testovat i pozitivni (napf. rod
Bifidobacterium) a negativni kontroly (napf. rod Streptococcus) viz Obrazek €. 5.

Obrdzek 5 F6PPK test (autor Stivarovd)

Po kultivaci v anaerobnich podminkach bylo odebrano 1,5 ml ¢erstvé narostlé kultury.
Vzorky byly staéeny po dobu 2 a pul minut pti 14 500 otackach. Po odstiedéni doslo k separaci
vzorku na pelet (usazena ¢ast bakterialni kultury na dné zkumavky) a supernatant. Pelety byly
resuspendovany v 75 ul bifipufru (0,12 g K2HPO4, 0,33 g KH2PO4, 0,05 g cystein, 100 ml H20)
a poté bylo ptidano 50 ul roztoku CTAB (detergent cetridium bromid), nasledovalo vortexovani
a Sminutova inkubace pti pokojové teploté. Nasledné bylo piidano 31 pul roztoku 2 (roztok NaF
0,6 g/100 ml H20, Na-iodoacetat 1 g/100 ml H20) a 50 ul roztoku 7 (fruktdézo-6-fosfat — substrat
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pro pusobeni enzymu, 1 davka 6,6 mg/0,2 ml H20). Po 30minutové inkubaci pii teploté 37 °C
bylo do smési dodano 188 pl roztoku 3 (roztok hydroxylaminu 13,9 g/100 ml H-O, pH 6,5
NaOH). Smés byla inkubovana po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Poslednim krokem bylo
postupné ptidani 125 pl roztokd 4 (15% roztok TCA), 5 (4M HCI) a 6 (roztok FeCls 5 g/100
ml H20, + 310 pl HCI). Bezprostfedné po ptidani poslednich roztoki l1ze pozorovat vysledné
zbarveni (Vlkova & Rada 2013).

4.3 Katalazovy test

Enzym kataldza slouzi k rozkladu peroxidu vodiku, ktery vznika jako produkt
katabolismu bakterii. Tento enzym se uplatiiuje zejména u aerobnich mikroorganismd.
Pfitomnost enzymu kataldzy u daného mikroorganismu se projevuje tvorbou plynu, kdy
dochdazi k rozkladu peroxidu vodiku na kyslik a vodu (pozitivni reakce). V pifipadé negativni
reakce K tvorbé plynu nedochazi (Vlkova & Rada 2013).

I ml Cerstvé narostlé kultury byl centrifugovan po dobu 2 a pll minuty pii 14 500
otackach. Po odstfedéni byl slit supernatant a k peletu pridana kapka 3% peroxidu vodiku
asledovana tvorba plynu. Jako kontrola byl pouzit Staphylococcus warneri (pozitivni)
a Streptococcus salivarius (negativni) viz Obrazek ¢. 6.

Obrdzek 6 Kataldzovy test, vlevo — negativni reakce, vpravo — pozitivni reakce (autor Stivarovd)

4.4 Utilizace mucinu

Test se pouziva pro zjisténi schopnosti bakterii degradovat mucin a vyuzivat ho jako
zdroj uhliku.

Mnozstvi 0,4 ml Cerstvé narostlé kultury bylo inokulovano do média se slozenim:
trypton (5 g/l), pepton (5 g/l), kvasniéni extrakt (2,5 g/l), tween 80 (1 ml/l), cystein-hydrochlorid
(0,25 g/l), mucin (20 g/l) a bromokresolova violet’ (0,01 g/l) (Pechar et al. 2014). Nasledovala
kultivace pfi teploté 37 °C po dobu 48 hodin. V piipadé schopnosti utilizovat dany substrat,
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byla detekovana zména barvy média (z fialové na Zlutou) v dusledku tvorby mastnych kyselin
a laktatu s naslednym poklesem pH. Pfi negativni reakci nedochazelo k zadné barevné zméné.

4.5 Hemolyticky test

Pomoci hemolytického testu zjistujeme, zda testované bakterie maji vlastnost rozkladat
krevni slozku agaru.

Cerstvé narostla kultura byla inokulovana na plotny s krevnim agarem (Columbia agar
s 5% obsahem beranni krve, Oxoid). Kultury byly kultivovany za anaerobnich podminek
(AnaeroGen, Oxoid) pii 37 °C po dobu 48 hodin. Pfi pozitivni reakci dochazi k ¢astecné
¢i Uplné lyze erytrocytd, v ptipad€ negativni reakce zlstava krevni agar nezménén.

4.6 ANAEROtest 23

ANAEROtest 23 (Erba Lachema, CR) je soubor 23 biochemickych testi, které jsou
umistény ve tfech fadach po osmi jamkach v mikrotitra¢ni desti¢ce. Je vyuzivan pro rutinni
identifikaci anaerobnich bakterii na zakladé jejich sacharolytickych vlastnosti. Schopnost
vyuziti daného substratu je provazene barevnou zménou. Barevnd Skala pro pozitivni
a negativni reakce je umisténa na Obrazku 7.

IND GLU MLT FRU GAL LAC MLZ URE

®
© 00 00 60 600 00 600

NIT SUC SAL TRE MAN RHA NAG bGL

®
© 000 00 00 00 6060 O

e
fud

ESL MNS RAF CEL XYL ARA SOR CON

3 | ® 00
© 00000 00 00 600 00

Obrdzek 7 Barevnad skdala ANAEROtestu 23

Prevzato z: https://ridacom.com/en/products/view/6114

Vysvétlivky:

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

1. fadek: IND — Indol, GLU — Glukéza, MLT — Maltéza, FRU — Fruktéza, GAL — Galaktoza, LAC —
Laktoza, MLZ — Melezitoza, URE — Ureaza

2. tadek: NIT — Nitraty, SUC — Sacharéza, SAL — Salicin, TRE — Trehaloza, MAN — Manitol, RHA —
Rhamnoza, NAG - N-acetyl-B-glukosamidaza, bGL - B-glukosidiza
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3. fadek: ESL — Eskulin, MNS — Manéza, RAF — Rafinéza, CEL — Celobidza, XYL — Xyldza, ARA —
Arabinoza, SOR — Sorbitol, CON — Kontrola rstu

1 ml ¢erstvé narostlé kultury byl odstiedén po dobu 2 a pil minuty pii 14 500 otackach.
Pelet byl resuspendovan v suspenznim médiu a byl rovnomérné rozdélen do vSech jamek.
Mikrotitra¢ni desti¢ka byla spole¢né s vyvijeCem anaerobniho prostiedi (AnaeroGen, Oxoid)
vloZena do inkubac¢niho sacku a inkubovana pii teploté 37 °C.

Barevné reakce byly hodnoceny po 24 a 48 hodinach a zaznamenany do formulate. Pro
oveteni spravnosti provedeni testu a funkcnosti soupravy muize byt vyuzivano kontrolnich
kment Lactobacillus rhamnosus CCM 1828 (ATCC 9595), Clostridium sordellii CCM 4611
a Propionibacterium acnes CCM 3343. Test byl vtomto pfipadé pozivan pro ziskani
fermentac¢niho profilu kmend B. dentium, tudiz byl jako kontrolni — referen¢ni kmen pouzit
sbirkovy typovy kmen B. dentium DSM 20436.

4.7 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Identifikace bifidobakteri na zaklad¢ analyzy spekter ribozomalnich proteinii byla
provedena pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie (Bruker Daltonik GmbH,
Némecko) podle Modrackova et al. (2019). Identifikace probiha na zakladé porovnani
hmotnostniho spektra analytu s referencnimi spektry bakterii v databazi.

1 ml kultury byl centrifugovan po dobu 2 a pul minuty pi#i 14 500 otackach. Pelety byly
resuspendovany v 500 ul 70% etanolu. Po nasledné centrifugaci za stejnych podminek byl zcela
odstranén etanol a pelety byly resuspendovany v 15 ul 70% kyseliné mravenéi a 15 pl
acetonitrilu. Po zvortexovani a dal$i centrifugaci byl 1 pl supernatantu nanesen ve dvou kopiich
na desticku. Po zaschnuti byl analyt prekryt 1 ul HCCA matrice (Bruker Daltonik GmbH).
Desticka byla vlozena do pfistroje a analyza spusténa.

4.8 PCR - fingerprintové metody

Pted provedenim polymerdzové fetézové reakce (PCR) je nutné nejdiive vyizolovat
bakterialni chromozomalni DNA ze zkoumaného vzorku.

4.8.1 lzolace DNA

1 ml ¢isté kultury byl centrifugovan po dobu 2 a pil minut rychlosti 14 500 otacek.
Pelety byly resuspendovany ve 100 ul roztoku Prepman Ultra (Applied Biosystéme)
S naslednym zahtatim v termobloku pfi teploté 100 °C po dobu 10 minut.

Po vychladnuti suspenze na pokojovou teplotu byla opét provedena centrifugace.
Ze zkumavky byl odpipetovan supernatant do nové sterilni zkumavky. Izolovana DNA byla
thned pouzita pro PCR reakci nebo zmrazena na -20 °C pro pozdéjsi uZiti.

4.8.2 Priprava PCR smési

Slozeni smési a mnozstvi jednotlivych slozek je uvedeno v Tabulce 6. Reak¢ni pufr,
enzym Taq DNA polymeraza a jednotlivé nukleotidy byly pouzivany ve form¢ master mixu
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DreamTaq Green PCR (Thermo Fisher Scientific). Pro metodu RAPD-PCR byl pouzit primer
103 (5'-GTGACGCCGC-3") a 173 (5'-CAGGCGGCGT-3'), REP-PCR byla provedena pomoci
GTGs primeru (5'-GTGGTGGTGGTGGTG-3'). Jednotlivé slozky smési byly napipetovany do
mikrozkumavek a doplnény o DNA izolovanou z ptislusného vzorku. Smés byla promichéna,
kratce zvortexovana a vlozena do termocykleru.

Tabulka 6 SloZeni smési a mnoZstvi komponent pro PCR

Komponenta Mnozstvi (ul)
Mastermix 12,5
Primer 1
ddH,0 10,5
DNA templat 1
Celkem 25

Teplotni programy RAPD-PCR a REP-PCR jsou uvedeny v Tabulce 7, které probihaly
ve tfech opakujicich se fazich. Pii RAPD-PCR po tivodni denaturaci nasledovalo 45 cykla, pfi
kterych dochazelo ke stiidani procest denaturace, hybridizace a clongace. Reakce byla
zavrSena finalni elongaci, tj. dosyntetizovanim fetézcti DNA. V piipadé REP-PCR po uvodni
denaturaci probihalo 30 cyklu.

Tabulka 7 Teplotni programy PCR reakce

RAPD-PCR REP-PCR
1 cyklus 95 °C 5 min 1 cyklus 95 °C 7 min

95 °C 1 min 90 °C 3 min
45 cykla 36 °C 1 min 30 cykla 40 °C 1 min
72 °C 2 min 65 °C 8 min

1 cyklus 72 °C 8 min 1 cyklus 65 °C 16 min

4.8.3 Agarosova gelova elektroforéza

Poslednim krokem byla detekce vzniklych PCR produkti. Princip elektroforézy spociva
Vv separaci latek na zékladé€ jejich odliSné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli.

Do 100 ml 0,75krat koncentrovaného TAE (TRIS-kyselina octova-EDTA) pufru byl
pfidan 1 g agardzového prasku. Smés byla promichana a zahtfivana v mikrovinné troubé po
dobu 3 minut. Po vychladnuti bylo do smési pfidano 5 pl GelRed barviva (Biotium). Cela smés
byla vlita do vany s hiebinky pro vytvofeni jamek. Po ztuhnuti gelu (cca 30 minut) byly
vyjmuty hiebinky a gel pielit TAE pufrem v nadobé elektroforézy. Do jamek v gelu bylo
opatrn€ napipetovano 5 ul PCR smési. Do krajnich jamek gelu bylo napipetovano stejné
mnozstvi standard (Thermo Scientific). Nadoba elektroforézy byla piekryta vikem a separace
probihala pii napéti 100 V po dobu 100 minut.
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4.8.4 Vyhodnoceni

Po dokoncéeni elektroforézy byl gel vyjmut a umistén do UV-transluminatoru (Bio-Rad)
Gel byl prosvicen pomoci UV zéfeni a dochézelo k vizualizaci separované DNA. Byly potizeny
elektroforeogramy.

4.9 16S rRNA identifikace vybranych kmenii

Vyse uvedené kmeny, které mi byly poskytnuty pro testovani v ramci diplomové prace
jsou soucasti aktudlniho experimentu pracovnikll katedry. Vyslednd identifikace izolati byla
provedena sekvenaci genu 16S rRNA pracovniky Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky,
a to Vérou Neuzil BuneSovou a Nikol Modrackovou. Vysledky mi byly poskytnuty k porovnani
s vySe uvedenymi metodami. ZjednoduSeny postup:

Z izolované DNA byla pifipravena PCR s pouzitim primera 285F
(5" - GAGGGTTCGATTCTGGCTCAG -3")a261R (5" - AAGGAGGTGATCCAGCCGCA
- 3") pro16S rRNA (Kim et al. 2010). Ziskany PCR produkt byl zkontrolovan a vizualizovan
pomoci gelové elektroforézy a nasledné purifikovan podle Bunesova et al. (2017). Purifikovany
produkt byl zaslan k sekvenovani do Eurofins Genomics (Némecko). Vysledky byly poté
analyzovany programy Chromas a BioEdit. Ziskané sekvence byly porovnany s typovymi
sekvencemi ulozenymi v databazi EZBioCloud databéze (https://www.ezbiocloud.net/).
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5 Vysledky

V praktické casti této diplomové prace byly charakterizovany vybrané kmeny rodu
Bifidobacterium (zacileno na zastupce druhu Bifidobacterium dentium) pomoci fenotypovych
a genotypovych metod. Celkem bylo pro testovani vybrano 27 sbirkovych kment, které
poskytla Katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky CZU. V praci bylo charakterizovano celkem
23 izolath bifidobakterii, které pochézely z riznych ekologickych nik — zvifecich hostitelli —
primata (Simpanz, makak lvi, pavian plastikovy), lidskych hostiteltl (stolice dospé€lych jedinct
a kojenctl) a zubniho kazu. Kdy 20 izolati nalezelo podle piedchozi identifikace druhu
Bifidobacterium dentium. Jako kontrolni kmeny pii testovani byly vyuzity 3 kmeny
Bifidobacterium bifidum, dale pak druhy Staphylococcus warneri, Streptococcus salivarius,
Streptococcus agalactiae LMG 15088, a Streptococcus thermophilus MILCOM 55. Podrobny
ptehled vSech pouzitych mikroorganismi je uveden v Tabulce 5 v metodice.

Pro testovani byly pouzity pouze Cisté kultury, které byly pfed kazdym testovanim
zkontrolovany pod svételnym mikroskopem a byla zhodnocena jejich morfologie. Ukéazka
morfologie vybranych kmenil vizualizovanych pomoci mikroskopu s faizovym kontrastem pfi
zvétseni 400x je uvedena na Obrazku 8.

MILCOM 55 DSM 20239

N23 N49

N103 028 VOK 1.
Obrdzek 8 Ukdzka morfologie vybranych kmend (autor Stivarovd)
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Morfologie rodu Bifidobacterium je pomérné rozmanita. Druhy B. dentium (N23, N79, N103,
VOK I1.) se vyskytuji jako nepravidelné, rizn€ dlouhé, vétvené tyCinky jednotlivé i ve shlucich.
Kmeny druhu B. bifidum tvofi rovnéz zakiivené tyCinky, které se seskupuji (DSM 20215) a také
mohou mit zaobleny tvar (DSM 20239). Kmen 028, ktery se nepodafilo identifikovat, tvoii
riazné dlouhé nevétvené tyCinky. Naopak u kmend, které slouzily jako kontroly pfi testovani,
pozorujeme koky (N49, Staphylococcus warneri), a jejich uspofadani v fetizcich (MILCOM
55, Streptococcus thermophilus).

5.1 Fenotypova charakterizace

Bylo provedeno celkem 5 biochemickych test pro zhodnoceni fenotypovych vlastnosti
bifidobakterii. Jednalo se o FOPPK test, hemolyticky test, katalazovy test, test utilizace mucinu
a komeréni ANAEROtest 23. Souhrn vysledkd 4 biochemickych testi (F6PPK test,
hemolyticky test, katalazovy test, test utilizace mucinu) se nachazi v Tabulce 8.

Klicovym testem pro rodovou identifikaci bifidobakterii bylo stanoveni ptfitomnosti
enzymu frukt6zo-6-fosfat fosfoketolazy (FO6PPK), ktery vznika pfi fermentaci hex6z. Na
ptitomnost enzymu F6PPK bylo testovano vSech 27 izolati. Piedpokladalo se, ze 23 izolatt
(diive identifikovanych jako bifidobakterie) bude mit enzym fruktdzo-6-fosfat fosfoketolazu
aktivni, coz bylo potvrzeno pouze u 22 izolati. Izolat 028 byl negativni na pfitomnost tohoto
kontroly — druhy Streptococcus agalactiae (LMG 15088), Streptococcus thermophilus
(MILCOM 55), Streptococcus salivarius (N47), Staphaphylococcus warneri (N49) nemély
tento enzym aktivni.

Vsechny izolaty byly testovany na pfitomnost katalazy, enzymu rozkladajiciho peroxid
vodiku na vodu a molekularni kyslik. Bifidobakterie jsou obecné kataldza negativni. Byly vSak
popsany i druhy s katalazovou aktivitou, jedna se o druhy B. asteroides a B. indicum
(Felis & Dellaglio 2007). Pozitivni reakce, ktera se projevuje tvorbou bublinek, byla
pozorovana u kmene 028, ktery se timto opét odliSoval od ostatnich izolath bifidobakterii.
Pozitivné reagoval rovnéz kontrolni kmen Staphylococcus warneri. Kmen Streptococcus
salivarius je povazovan za druh nevykazujici katalazovou aktivitu, nicmén¢ v nasem testovani
reagoval pozitivné. Ostatni negativni kontroly, kmen Streptococcus agalactiae a Streptococcus
thermophilus nemély enzym aktivni.

Pro zhodnoceni hemolytickych vlastnosti bakterii byly izolaty podrobeny hemolytickému
testu. Byl vyuzit krevni agar (Columbia agar s 5% obsahem krve). Jak bylo pfedpokladano,
vSechny izolaty druhu B. dentium i B. bifidum reagovaly negativné. Lehké ¢ervené projasnéni
poukazujici na hemolytickou aktivitu bylo viditelné pouze u pozitivni kontroly Streptococcus
agalactiae.

Dale byla zjistovana schopnost bifidobakterii vyuZzivat glykoprotein mucin. Utilizace
mucinu je typickd pouze pro druh Bifidobacterium bifidum. Ze 3 kment B. bifidum byla
pozitivni reakce pozorovana pouze u 2 kment (DSM 20215, DSM 20239). Neschopnost
utilizace mucinu u kmene DSM 20456 muze byt spojena s tim, Ze kmen $patné rostl i v béZzném
kultivacnim médiu. Pozitivni reakce, kterd se vyznacuje barevnou zmenou z fialové na zlutou,
probéhla také u kmene 028. Toto zjiSténi opét vyvraci predchozi zafazeni tohoto kmene, ktery
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dle ptivodni identifikace byl povazovan za druh B. dentium. U zastupct druhu B. dentium
a negativnich kontrol neprobé¢hla zadna reakce.

Tabulka 8 Vysledky biochemickych testi

Kmen Identita F6PPK test Hemolyticky Katalazovy Utiliz_ace

test test mucinu
N5 B. dentium + - - -
N12 B. dentium + - - -
N21 B. dentium + - - -
N23 B. dentium + - - -
N26 B. dentium + - - -
N77 B. dentium + - - -
N79 B. dentium + - - -
N103 B. dentium + - - -
N105 B. dentium + - - -
N109 B. dentium + - - -
N110 B. dentium + - - -
N111 B. dentium + - - -
N112 B. dentium + - - -
N122 B. dentium + - - -
Al/5A B. dentium + - - -
028 B. dentium* - - + +
FD1 B. dentium + - - -
TH1 B. dentium + - - -
VOK I1. B. dentium + - - -
DSM 20436 B. dentium + - - -
DSM 20215 B. bifidum + - - +
DSM 20239 B. bifidum + - - +
DSM 20456 B. bifidum + - - -
MG 15088 agitlgi:rt)iae ) +h- - -
MILCOM 35 ther?rt;)eppr;ilus ) i i i
N47 sa?it\:zlrai.us i i * i
N49 Staph. warneri - - + -

e *Tento kmen byl po kontrole identifikace MALDI TOF MS shledéan jako NRI — not relaible identification

— neidentifkovany (testovana kultura neni B. dentium)
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5.1.1 ANAEROtest 23

Souprava ANAEROtest 23 obsahuje 23 biochemickych testd, které slouzi k identifikaci
anaerobnich bakterii na zaklad¢ jejich sacharidového metabolismu. Pfi detekci je vyuzivano
acidobazickych indikatord. Pti pozitivni reakci dochazi k tvorbé organickych kyselin a poklesu
pH, ¢imz dochézi k barevné zméné. V piipadé ureazy je indikatorem fenolova Cerven a pfi
vysledné pozitivni reakci je zbarveni Cervené. VétSina médii obsahovala bromkresolovou
¢erven jako pH indikator a pii pozitivni reakci doslo ke zméné fialové barvy na Zlutou. Barevna
Skala pro pozitivni a negativni reakce je uvedena na Obrazku 7 v metodické ¢asti.

Pomoci ANAEROtestu 23 bylo testovano celkem 20 kmend druhu B. dentium.
Testované kmeny byly izolovany z riznych hostiteltl (primat, dospély, dité, kojenec), a také
v ramci jednotlivych hostitelskych skupin se schopnost vyuziti jednotlivych substrati ¢asto
riznila. Veskeré vysledné reakce ANAEROTtestu 23 jsou uvedeny v Tabulce 9.

Vsechny testované kmeny byly schopny vyuzit velké mnoZstvi sacharidovych substrati,
konkrétné glukézu, maltézu, fruktozu, laktozu, sachardzu, rafindzu a arabinézu. Enzym -
glukosidéaza byl také pozitivni u vSech testovanych kmenti. VSechny testované kmeny rovnéz
projevily svou schopnost vyuzit salicin a eskulin.

Celkem 15 kment dokazalo vyuzivat trehalézu. Tti kmeny z celkovych 11 kment
pochazejicich z vykali Simpanzi ji naopak zutilizovat nedokazaly. Negativni reakci v piipadé
trehalozy vykazovaly také 2 kmeny izolované ze stolice kojenci.

17 izolath reagovalo pozitivné na celobiozu. 3 izolaty pak vykazovaly slabé pozitivni
reakeci, jednalo se o kmen N105 pochézejici z vykall Simpanze a kmeny TH1 a FD1 izolované
ze stolice kojenctl.

Melezitozu dokazal utilizovat kmen A1/5A izolovany z ditéte. Kromé¢ tohoto kmene
melezitéozu byl schopen utilizovat jesté¢ kmen 028, ktery pochazel ze stolice ditéte a podle
F6PPK a dalsich testti neodpovida rodu Bifidobacterium. Slaba pozitivni reakce na melezitozu
byla zaznamenana u tfech kmend izolovanych z §impanze a u jednoho kmene, ktery pochazel
z makaka lviho.

Utilizovat manitol dokazalo 19 kment, tj. vSechny krom¢ jediného kmene (N103)
izolovaného z Simpanze. Manoza byla pozitivni u vSech 19 kmend, pfi¢emz kmen N103 opét
jako jediny vykazoval slabé pozitivni reakci.

Zcela odlisné reagoval kmen 028, jako jediny vykazoval pozitivni reakci v ptipadé
sorbitolu, N-acetyl-B-glukosamidazy a rhamnézy. Naopak jako jediny kmen neprokazal
schopnost vyuzit xylozu. Slaba pozitivni reakce byla prokazana u nitratd. Ani jeden z
testovanych kment nedokdzal vyuZit indol a ureazu.
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Tabulka 9 Vysledky ANAEROtestu 23

Test

ID vzorku

N12

N26

N79

N105

N109 | N110

N111

N112

N122

TH1

FD1

Indol

Glukoéza

Maltoza

Fruktoza

Galaktoza

Laktoza

+ 4|+ |+ ]|+

4|+ |+ |+

4|+ |+ |+

+ |+ [+ ]|+

+ |+ [+ |+
+ |+ [+ ]|+

4|+ |+ |+

+ |+ [+ ]|+

+ |+ |+ |+ ]|+

+ 4|+ |+ ]|+

+ |+ |+ |+ |+

Melezitoza

Ureaza

Nitraty

Sachar6za

Salicin

Trehaldza

Manitol

Rhamnoza

N-acetyl-B-
glukosamidéza

+

B-glukosidaza

Eskulin

Mannoza

Rafinoza

Celobioza

+ 4|+ ]|+ ]|+

Xyldza

Arabin6za

4|+ |||+ |+

4|+ |||+ |+

|+ [+ ||+ ]+

e S R o e

|+ [+ ||+ ]+

e S R o e

++ |+ [+ ||+ ]+
|+ [+ ||+ ]+

S S R o e e

|+ [+ ||+ ]+

|+ |||+ |+

|+ |||+ |+

Sorbitol

Kontrola rastu

+

+

+

+

+

+

+
+

+

+

+

+ |+ |+

+
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5.2 MALDI-TOF MS

Na rozhrani fenotypovych a genotypovych metod stoji hmotnostni spektrofotometrie
(MALDI-TOF MS), ktera v ramci experimentu poslouzila jako vhodny nastroj pro kontrolu
rodové a druhové identity testovanych bifidobakterii a kontrolnich kment. B&hem kultivace
muze dochédzet k zaméné vzorki, kontaminaci ¢i tomu, ze kontaminant pferoste pavodni
kulturu, a proto je vhodné zpétné ovéfit identitu jednotlivych bakterialnich kmenti. Kmen 028,
ktery dle pivodni identifikace byl povazovan za druh Bifidobacterium dentium, byl nakonec
prostiednictvim MALDI MS shledéan jako nemozny identifikace. Vysledky ziskané pomoci této
metody tedy koresponduji s vysledky vyse uvedenych biochemickych testl, kdy podle FOPPK
v piipadé kmene 028 nejde ani o rod Bifidobacterium. U vSech ostatnich testovanych kment
byla metodou MALDI TOF MS identita potvrzena.

S cilem zjistit, zda je mezi testovanymi kmeny B. dentium variabilita byla prohlédnuta
aporovnana jednotliva ziskana spektra ribozomalnich proteini zaznamenana softwarem
MALDI TOF MS (Bruker). Spektra v§ech 19 kment identifikovanych jako B. dentium byla
témef identickd. Na Obrazku 9 je ukazka vybranych spekter (FD1, N105, N79, N21 a N12).
Spektra uvedenych kment zobrazena samostatné jsou v kapitole 10, Samostatné piilohy.
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Obrdzek 9 Ukdzka vybranych spekter ziskand pomoci MALDI-TOF MS

5.3 RAPD-PCR, REP-PCR

Z genotypovych metod byly pouzity fingerprintové metody RAPD-PCR a REP-PCR. Pro
metodu RAPD-PCR bylo vyuzito primera 103 (5'-GTGACGCCGC-3') a 173 (5'-
CAGGCGGCGT-3"), REP-PCR byla provedena pomoci (GTG)s primeru (5'-
GTGGTGGTGGTGGTG-3"). Ziskané profily jsou uvedeny na Obrazku 10. Z vysledku je
patrné, Ze spolu s kmeny B. dentium jsou zde uvedeny i kmeny jiného bifidobakterialniho
druhu, tedy B. bifidum, kde je jasné odlisny fingerprintovy profil. Totéz plati pro ostatni pouzité
kontrolni druhy jako Streptococcus agalactiae, Streptococcus thermophilus, Streptococcus
salivarius a Staphylococcus warneri.

U nékterych DNA izolati se profil pomoci pouzitych primerti nepodatilo ziskat. Hlavnim
cilem pouzité metody bylo zjistit, zda budou mezi testovanymi kmeny B. dentium detekovany
rozdily. Profily se v ramci jednoho primeru skutecné odlisovaly, a to pfedevsim u primerd pro
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RAPD-PCR (103 a 173). V ptipadé REP-PCR byly rozdily mimimalni. Kmeny mély téméf
shodny profil, byly zde detekovany spise rozdily v kvalité vizualizace PCR produktu, coz mtuze
souviset s mnozstvim a kvalitou pouzité DNA. Vyznamné odlisny profil vykazoval kmen ¢. 19
(028), coz potvrzuje piedchozi vysledky, tedy to, ze se nejedna o B. dentium ani rod
Bifidobacterium. S pouzitim primeru (GTG)s se vice lisil také kmen ¢.17 (VOK I1). U primert
pro metodu RAPD-PCR 173 a 103 byla mezi kmeny vys$$i variabilita. Opét je potieba brat na
zietel kvalitu vizualizace PCR produktu, tedy pfi porovnavani zohlednit velikost PCR produktu
podle pouzitého standardu (ladder). Zde by podle vzniklych fingerprintovych profili §lo kmeny
rozdélit do nékolika skupin. Byla zde detekovana variabilita nejen v zavislosti na hostitelech,
ale i v ramci jednotlivych kment (Obrazek 10).
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Obrdzek 10 Fingerprinty

Vysvétlivky k identité jednotlivych kmenti:

Kmen¢. 1, 3,4,5,8,9,10, 11, 12 13,14 — B. dentium, izolovano z §impanze
Kmen ¢. 2, 6 — B. dentium, izolovdno z makaka lviho

Kmen ¢. 7 — B. dentium, izolovano z paviana plastikového

Kmen ¢. 15, 16, 17 - B. dentium, izolovano z kojence

Kmen ¢. 18 - B. dentium, izolovano z ditéte (Crohnova choroba)

Kmen ¢. 19 - B. dentium, izolovano z ditéte
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Kmen ¢. 20 - B. dentium, izolovano ze zubniho kazu

Kmen €. 21 — B. bifidum, izolovano z dospélého ¢lovéka

Kmen €. 22, 23 — B. bifidum, izolovano z kojence

Kmen ¢. 24 — Streptococcus thermophilus, izolovano z kysaného mlé¢ného vyrobku
Kmen ¢. 25 — Streptococcus agalactiae, izolovano z vaginalniho vzorku

5.4 Ildentifikace — sekvenovani genu 16S rRNA

Vysledky této metody jsou zde uvedeny pro srovnani s ostatnimi vyse zminénymi metodami
charakterizace. Jsou souc¢ésti zatim nepublikované studie a jejich vlastni zpracovani nebylo
soucasti této prace. Pomoci metody sekvenovani genu 16S rRNA byla pro vSechny vyse
uvedené kmeny B. dentium (19 kmeni) potvrzena identita k danému druhu. Nicméné bylo
zjiSténo, ze vétSina kmentl izolovana z primatd (Simpanzl a paviana plastikového; N5, 21, 23,
26, 79, 103, 105, 109, 110, 111, 112, 122) ma shodu s typovym kmenem B. dentium DSM
20436 jen v rozmezi 98,72 — 98,88 %, mohlo by se tak jednat o potencialni poddruh. Kmeny
lidského ptivodu (TH1, FD1, A1/5A, VOK 1II) a kmeny od makaka lviho (N12 a 77) vykazovaly
shodu s typovym kmenem v rozmezi 99,58 — 100 %, coz potvrzuje druhovou identitu k B.
dentium.
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6 Diskuze

Bakterie rodu Bifidobacterium bézné Kolonizuji travici trakt clovéka i zvifat.
Bifidobakterialni druhy mohou byt typické vyhradné pro urcitého hostitele, nebo mohou byt
multihostitelské (kosmopolitni), tj. jejich vyskyt je mozny u riuznych hostitelskych skupin
(Turroni et al. 2014). V soucasné dobé jsou piislusnici rodu Bifidobacterium fazeni do kmene
Actinobacteria, tiidy Actinobacteria, podtiidy Actinobacteridae, fadu Bifidobacteriales (Felis
& Dellaglio 2007). Celed Bifidobacteriaceae tvoii bifidobakterie spole¢né s rody
Aeriscardovia, Alloscardovia, Gardnerella, Parascardovia a Scardovia (Milani et al. 2016).
V soucasnosti  krodu Bifidobacterium  nalezi pifes 90 druhit a  poddruht
(https://www.bacterio.net/genus/bifidobacterium). Bifidobakterie jsou prvnimi kolonizatory
traviciho traktu clovéka a vétSina znich je povazovdna za piinosné pro lidské zdravi
(O’Callaghan & Sinderen 2016). Kromé téchto taxont v$ak do rodu Bifidobacterium patii
I druhy, jejichz piinos je diskutabilni. Jedna se naptiklad o druh Bifidobacterium dentium, ktery
byl poprvé izolovan ze zubniho kazu (Scardovi & Crociani 1974) a je povazovan za oportunni
patogen (Ventura et al. 2009). Puvodné bylo B. dentium izolovano z appendixu ¢lovéka
a pojmenovano jako B. apendicitis. Pozdéji byly tyto bakterie izolovany ze zubnich kazl
astolice, pficemz jim bylo pfifazeno pojmenovani Actinomyces eriksonii. Na zakladé
pozdéjsich vyzkumi byl druh finalné pojmenovan jako B. dentium (Scardovi & Crociani 1974;
Zhou & Li 2015).

Mezi multihostitelské druhy, které byly popsany u ¢lovéka a zaroven Simpanzl, patii
B. pseudolongum (Nomoto et al. 2017), B. angulatum (Ushida et al. 2010), B. catenulatum,
B. pseudocatenulatum (Uenishi et al. 2007), B. dentium (D'Aimmo et al. 2014). Cilem této
diplomové prace bylo charakterizovat mutihostitelsky druh Bifidobacterium dentium
na fenotypoveé a genotypové urovni. Velka ¢ast izolata této prace pochazela z vykald Simpanzi,
makaka lviho a paviana plastikovitého. Dale pak ze stolice dospélého ¢lovéka, kojence a ditéte.
Do testovani byl zafazen také kontrolni typovy kmen B. dentium DSM 20436. Krom¢ druhti B.
dentium byly v né€kterych testech charakterizovany i kmeny druhu B. bifidum a dalsi kontrolni
kmeny — Staphylococcus warneri, Streptococcus salivarius, Streptococcus agalactiae
a Streptococcus thermophilus.

Vyse uvedené izolaty byly charakterizovany pomoci fenotypovych metod, jako prvni
byly zvoleny kultivaéné zavislé metody, pii kterych se pracuje s izolovanou kulturou. Pomoci
F6PPK testu jsme si potvrdili rodové zatrazeni bifidobakterialnich izolatd. VSechny izolaty rodu
Bifidobacterium reagovaly pozitivn€, kromé izolatu 028. V ramci fenotypové charakterizace
byl zafazen také hemolyticky test, ve kterém kmeny izolované z primatd i ¢lovéka, byly
vSechny negativni. Dale byla stanovovana ptfitomnost enzymu katalazy. Bifidobakterie jsou
povazovany za katalaza negativni, nedokazi tedy rust za pfitomnosti kysliku (Felis & Dellaglio
2007). Také v nasem testovani mély vSechny kmeny negativni vysledek. Existuji i vyjimecné
druhy, které vykazuji pozitivni katalazovou aktivitu (Felis & Dellaglio 2007), jedna se o druhy
B. asteroides nebo B. indicum, ptivodné izolované z traviciho traktu véel (Scardovi & Trovatelli
1969).

Nekteré bifidobakterie jsou schopny vyuzivat energii z glykanti hostitele. Schopnost
utilizace a degradace mucinu byla prokazana u druhu B. bifidum (Cronin et al. 2011; Bottacini
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et al. 2014). V piipadé naseho testovani, mucin dokazaly utilizovat 2 kmeny B. bifidum
izolované ze stolice kojenct.

Cilem ANAEROtestu 23 bylo stanoveni fermentacnich profild vSech izolath
pochézejicich z riznych ekologickych nik a nasledné porovnani substratovych preferenci
jednotlivych kmenti. V. ANAEROtestu 23 bylo testovano celkem 20 kmend. Kmeny B. dentium
prokazaly schopnost fermentace glukézy, maltozy, fruktozy, laktdézy, sachardzy, rafindzy
a arabinozy, ¢imz mizeme potvrdit, Ze bifidobakterie jsou schopny vyuzivat Sirokou Skalu
sacharidovych substrati. Zcela uniformné reagovaly kmeny v ptipad¢ B-glukosidazy, vSechny
vykazovaly pozitivni reakci. Dle Pokusaeva et al. (2011) se schopnost utilizace sacharidii mezi
jednotlivymi druhy rodu Bifidobacterium rtizni. Pokusaeva et al. (2011) ve své publikaci také
uvadi fermentacni charakteristiky vybranych druht rodu Bifidobacterium. Vysledny
fermentacni profil kmene B. dentium JCM1195 se z velké ¢asti shoduje s nasimi vysledky, a to
v ptipadé glukdzy, fruktozy, galaktozy, laktozy, arabindzy, sorbitolu nebo salicinu. V nasem
testovani byla zaznamenana odli$nost u kmene N103, ktery se rznil v utilizaci manitolu, kde
jako jediny kmen reagoval negativné, dale pak u manézy a galaktozy, kde jako jediny ze vSech
testovanych kmend vykazoval slabou pozitivni reakci. Nicméné Pokusaeva et al. (2011)
uvadgéji, ze v jejich testovani kmen B. dentium JCM1195 reagoval rovnéz negativné na manitol.
Zajimavé zjisténi bylo shleddno V piipad¢ trehalézy u kmenid izolovanych z Simpanzi.
Fermentovat trehal6zu nedokazaly 3 kmeny pochazejici z Simpanzii a zbylych 8 kmend naopak
vykazovalo pozitivni reakci. 2 kmeny B. dentium izolované z kojenci rovnéz nedokazaly
trehaldzu vyuzit, dalsi izolat ze stejné hostitelské skupiny naopak reagoval pozitivné. V piipadé
ostatnich kmeni jiz zadny markantni rozdil ve fermentacnich profilech nebyl nalezen. Oproti
vySe zminénym biochemickym testim (hemolyticky test, katalazovy test, test utilizace mucinu)
tedy pii testovani pomoci ANAEROtestu 23 byla zaznamenana mirnd variabilita mezi kmeny,
které pochazi z jedné hostitelské skupiny.

Kmen 028 se vyrazné odliSoval ve vSech vySe uvedenych testech. Ve F6PPK testu
reagoval negativné. Podle naseho testovani se jedné o katalaza pozitivni bakterii se schopnosti
utilizace mucinu. V ANAEROtestu 23 vykazoval pozitivni reakci napt. v ptipad¢ sorbitolu, N-
acetyl-B-glukosamidazy a rhamnézy. Naopak jako jediny kmen neprokazal schopnost vyuzit
xylozu. Na zakladé vysledkd naseho testovani je ziejmé, ze se nejedna o druh B. dentium,
nepatii ani k rodu Bifidobacterium a ¢eledi Bifidobacteriaceae. Predpokladame, ze b&hem
kultivace mohlo dojit k zaméné vzorku ¢i kontaminaci.

Identita izolath byla potvrzena pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Tato
metoda slouzi k identifikaci, ke které dochazi na zakladé porovnani hmotnostniho spektra
ribozomalnich proteintt mikroorganismu se spektry jiz ulozenymi v databazi (Clark et al. 2013).
V ramci naSeho testovani byla identifikace druhtt B. dentium shledana jako spolehliva.
Vyjimkou byl kmen 028, ktery nebylo mozné pomoci MALDI-TOF MS identifikovat.
V nékterych piipadech Ize tuto metodu pouzit ke kmenovému odliSeni. Bunesova et al. (2017)
studovali diverzitu poddruhu B. animalis subsp. lactis, pti¢emz pomoci metody MALDI-TOF
zaznamenali rozdily na Grovni kment. V ramci této prace vSak mezi jednotlivymi spektry
izolath nebyly shledany zadné rozdily.

Rozvoj molekularné-genetickych technik vyrazné rozsitil schopnost spolehlivé
identifikace a zhodnoceni evoluéni piibuznosti kmenu (Ventura et al. 2004). V piipadé téchto
metod, je prvnim krokem pied samotnym testovanim izolace bakterialni DNA. Casto uZivanou
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metodou pro odliSeni az na Girovenn Kmene jsou tzv. fingerprintové techniky, mezi které patii
analyza ndhodné amplifikované polymorfni DNA (RAPD-PCR) a repetitivni PCR sekvence
(REP-PCR) (Bunesova et al. 2017). V ramci této prace byla provedena RAPD-PCR za pouziti
primeru 173 a 103. Fingerprinty ziskané pomoci primeru 103 byly nejvice variabilni. Tento
pristup skrze molekularni genetiku dopomohl k odhaleni variability kmenta N12, N77 a N103.
Kmeny N12 a N77 pochazely z makaka Iviho, kmen N103 ze Simpanze. Pomoci RAPD-PCR
tak byla potvrzena variabilita nejen mezi hostitelskymi skupinami, ale i v ramci jednotlivych
kmenti. Pii pouziti primeru 173 byla odhalena variabilita také u kmenid N77 (izolovano
z makaka lviho) a N103 (izolovano ze Simpanze). Odlisnosti v profilu byly patrné také u kmene
A1/5A, ktery byl izolovan z ditéte s Crohnovou chorobou. Nékteré profily se nepodatilo
pomoci primeru 173 ziskat. Je rovnéz dulezité brat v potaz kvalitu vizualizace PCR produktu.
Jarocki etal. (2016) provedli RAPD-PCR sprimery PER1 a CORR1 pro odliseni
17 bifidobakteridlnich kment a uvadi, Ze na zakladég jejich vysledkil je pomoci této metody
mozné rozliSeni mezi druhy i poddruhy. PCR provadéné s primerem PERI v jejich studii
umoznilo rozliSeni mezi kmeny B. breve DSM 20091 a B. breve NRRL B-41408 a také mezi
ttemi kmeny B. pseudolongum (DSM 20094, DSM 20095 a DSM 20099). Na zakladé vysledka
této prace a rovnéz studie Jarocki et al (2016) lze konstatovat, ze RAPD-PCR je vhodnym
nastrojem pro identifikaci bifidobakterii na trovni druhti i poddruhi, a navic ma RAPD
potencidl rozliSovat bifidobakterie i na irovni kmene.

V ramci této prace byla provedena také metoda REP-PCR s primerem (GTG)s, kdy byly
zjistény pouze minimalni rozdily ve fingerprintech. Profil kmene VOK II (izolovano z kojence),
se odliSoval od ostatnich kmeni B. dentium. Profily ostatnich kmend, zejména izolovanych
z Simpanzl, mély témét shodné profily. Ve studii K¥izova et al. (2008) a rovnéz Masco et al.
(2003) byly hodnoceny dva oligonukleotidové primery, a to BOXAI1R a (GTG)s pii identifikaci
bifidobakterii metodou REP-PCR. Studie ukazaly, ze BOX-PCR je vhodnéjsi a univerzalngjsi
technika pfi rozliSovani kment rodu Bifidobacterium na vSech taxonomickych trovnich. Bylo
by tedy zajimavé, pro dalsi vyzkumy, kmeny analyzované v této studii, otestovat pomoci REP-
PCR napf. s primerem BOXAI1R.

Finalni identifikace kmenti B. dentium byla zavrSena pomoci metody sekvenovani genu
16S rRNA. Zajimavé bylo zjisténi, Ze vétSina kment izolovana z primath (Simpanzii a paviana
plastikového; NS5, 21, 23, 26, 79, 103, 105, 109, 110, 111, 112, 122) m4 shodu s typovym
kmenem B. dentium DSM 20436 v rozmezi 98,72-98,88 %. Sekvenovani genu 16S rRNA tak
poukazala na moznost, Ze by tyto kmeny mohly spadat do skupiny potencialnich poddruht.
Kmeny lidského pavodu (THI1, FDI1, A1/5A, VOK II) a kmeny od makaka lviho (N12 a N77)
vykazovaly shodu v porovnani s pfislusnym typovym kmenem v rozmezi 99,58-100 %, ¢imz
byla potvrzena identita k druhu B. dentium.

K tomu, aby byly nalezeny dalsi odlisSnosti mezi kmeny a piipadné pro potvrzeni, zda se
jedna o poddruh vramci druhu B. dentium, by bylo nutné provést dal§i experimenty.
Do budoucna by bylo vhodné vyuzit dalSich primert v RAPD-PCR ¢i REP-PCR,
celogenomového sekvenovani nebo MLST.
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7 Zavér

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo odhalit fenotypovou a genotypovou
variabilitu mezi bifidobakteriemi stejného druhu pochazejicich z riznych hostiteld,
ptedevsim opic a ¢lovéka. Druh Bifidobacterium dentium byl shledan jako spole¢ny pro
¢loveka (dospélce 1 kojence), starosvétské druhy opic (pavian plastikovity, makak 1vi)
a lidoopy (8impanz), coz potvrzuje jeden z piedpokladi.

Kmenovou variabilitu v ramci B. dentium se podafilo odhalit pomoci fermenta¢niho
testu ANAEROtest 23 a fingerprintovych metod (RAPD a REP-PCR). Vysledky
ostatnich pouzitych metod jako FOPPK test, katalazovy test, hemolyticky test, test
utilizace mucinu byly shodné v ramci daného druhu. Diky metod¢ sekvenace genu 16 S
rRNA se podafilo odlisit vétSinu izolatl pochazejicich z primat (Simpanz a pavian
plastikovity) s moznym ptedpokladem popisu nového poddruhu B. dentium. Pro
potvrzeni tohoto pifedpokladu by byla vhodné dalsi charakterizace na genomové urovni.
Z vysledkd naSeho testovani lze diive stanovenou hypotézu potvrdit, testované kmeny
druhu Bifidobacterium dentium vykazovaly variabilitu. S ohledem do budoucna se
nabizi moznosti provedeni dalSich metod, které by mohly prozradit vice o genotypu
tohoto druhu a zaroven potvrdit potencialni poddruh druhu B. dentium. Dle pivodu
testovanych primatich izolatti B. dentium a dostupnych zdroja, lze téz potvrdit, Ze tento
multihostitelsky druh je typicky spiSe pro starosvétské opice nez pro opice novosvétské.
Izolaty B. dentium od poloopic nebyly do testovani zahrnuty.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

F6PPK = fruktézo-6-fosfat fosfoketolaza

HMOs (Human milk oligosacharides) = Oligosacharidy matefského mléka
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry) = Hmotnostni spektrometrie S laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem

PCR (Polymerase chain reaction) = Polymerazova fetézova reakce

RAPD-PCR (Random amplification of polymorphic DNA PCR) = Analyza nahodné
amplifikované polymorfni DNA

REP-PCR (Repetitive element sequence-based PCR) = PCR zalozené na repetitivnich
sekvencich

MLST (Multilocus sequence typing) = Multilokusova sekvenéni typizace
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10 Samostatné prilohy

Seznam priloh

Ptiloha 1 Ukazka spekter (Kmen NT2).....cccocuiiiiiiiiiiiiiiie e |
Ptiloha 2 Ukazka spekter (Kmen N21).....cccoiiiiiiiiiiiieiiie e 1|
Ptiloha 3 Ukazka spekter (Kmen NT79).....cccociiiiiiiiiiiii e Il
Ptiloha 4 Ukazka spekter (Kmen NTOS5)......coooiiiiiiiiiiiiiii e v
Ptiloha 5 Ukazka spekter (kmen FD1) ..o \Y
Piiloha 6 UKAZKA SPEKLET ......ocuviiiiiiiiiiciiieiece e \4
Piiloha 7 UKAZKA SPEKLET ......oiuviiiiiiiiieiiieie e Vii
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