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Souhrn

Ve své diplomové praci se zabyvam druhovou diverzitou bifidobakterii hostitell
sriznou dietou. Pro tuto praci byly pouzity vysledky detekce bifidobakterii
pomoci kultivacné zavislé metody MALDI-TOF MS z mé¢ bakalaiské prace, ktera se tykala

druhové diverzity bifidobakterii a laktobacild v travicim traktu ¢loveka v zavislosti na dieté.

Vzorky stolice totozné se vzorky pouzitymi v mé bakalatské praci byly identifikovany
pomoci kultivacné¢ nezéavislé metody PCR. Predpokladali jsme rozdil v detekovaném
druhovém zastoupeni bifidobakterii u konvenéné se stravujicich 0S0b a vegetarianii a to nejen

diky dieté&, ale pfedevsim diky rozdilné metod¢ identifikace.

Pomoci identifikace PCR byly detekovany druhy Bifidobacterium adolescentis,
B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. dentium,
B. gallicum, B. longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum a B. animalis subsp. lactis.
Vétsina téchto druht je typickd pro mikrobiotu dospélého jedince. Na zakladé vysledki
identifikace bylo stanoveno, Ze jak u vegetariant tak i u konvenéné se stravujicich se osob
ptevladaly druhy B. longum subsp. longum, B. adolescentis a B. catenulatum/

pseudocatenulatum.

Pti zpracovanim udajti ziskanych pomoci metody PCR bylo zjisténo, Ze konvenéné se

stravujici osoby a vegetariani méli z 91% totoznou mikrobiotu traviciho traktu.

Po porovnani identifikace pomoci kultivaéné nezavislé metody PCR odpovida
identifikace z velké casti vysledkiim ziskanym kultiva¢né nezavislou metodou MALDI-TOF
MS. Nicméné pii pouziti metody PCR byly ¢astéji identifikovany druhy, jako jsou napiiklad
B. bifidum a skupina B. catenulatum (B. catenulatum, B. pseudocatenulatum). Ani jednim
z pouzitych piistupl se vzorcich nepodafilo detekovat druh B. breve, ktery je typicky pro
lidskou mikrobiotu.

Ze zjisténych udaji vyplyva, ze druhové zastoupeni bifidobakterii je pomérné stabilni
v zavislosti na dieté. Jak vtravicim traktu lidi konzumujici konvencni dietu tak
I Uvegetariani byly detekovany druhy bifidobakterii typické pro mikrobiotu dospélého
jedince.

Kultivaéné nezavisla metoda PCR se ukazala jako citlivéjsi. Toto poukazuje na
nedostatky kultiva¢nich metod. Bylo by tedy vhodné zaméfit se na specifitu druha jako je
B. angulatum a B. dentium s cilem podpoieni detekce téchto huife kultivovatelnych druhu.

Kli¢ova slova: bifidobakterie, druhova diverzita, identifikace, DNA, PCR



Summary

In my diploma thesis | am dealing with bifidobacterial diversity of hosts with different
diets. For this work | used the results of culture dependent detection of bifidobacteria and
MALDI-TOF MS identification obtained during the processing of my bachelor thesis, which
was focused on “Species diversity of bifidobacteria and lactobacilli in gastrointestinal tract of

humans depending on the diet”.

The samples of the stool, which were identical with the samples used in my bachelor
thesis, were identified by culture independent method PCR. We presumed a bifidobacterial
species variability of persons on conventional diet and vegetarians. Not only due the diets, but

mainly because different identification methods, which were used.

Using the PCR identification there were detected species such as Bifidobacterium
adolescentis, B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum,
B. dentium, B. gallicum, B. longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum, and B. animalis

subsp. lactis.

Most of these species are typical for microbiota of adults. Based on these identification
results was determined, that predominant species, for vegetarians and also for persons on
conventional diet, are B. longum subsp. longum, B. adolescentis and B. catenulatum/

pseudocatenulatum.

During the processing of data obtained with the help of the PCR method the results
have shown, that the persons on conventional diet and the vegetarians had a 91% identical
bifidobacteria and lactobacilli in the gastrointestinal tract.

After the comparison of identification using the culture independent method PCR it
was mostly identical with the end results obtained by using the culture independent method
MALDI-TOF MS. Nevertheless by using PCR there were, more often, identified species
which are for example B. bifidum and group B. catenulatum (B. catenulatum,
B. pseudocatenulatum). Not with any of the used approaches was it possible in samples to

detect B. breve specie typical for microbiota of a human.

From the findings of the data it seems that the representation of Bifidobacterium
species is relativly stable depending on the diet. Both in the gastrointestinal tract of the
persons with conventional diet as well as with the vegetarians there were detected

bifidobacterial species typical for adults.



Culture independent method PCR has shown to be more sensitive. This is pointing to
the deficiency of culture methods. There can be helpful to focus on the species such as

B. angulatum and B. dentium with the goal to support detection of these less cultivable
species by cultivation on selective media.

Keywords: bifidobacteria, species diversity, identification, DNA, PCR
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1. Uvod

Mikrobiota traviciho traktu ¢lovéka je v riznych Castech kvantitativné i kvalitativné
velmi variabilni. Tuto variabilitu ovliviiuje Siroka Skala faktord. Mezi tyto faktory patii
vliv na slozeni traveniny a tim i na sloZeni substratu pro mikrofloru traviciho traktu, je druh
diety, kterou clovék konzumuje. Nekteti jedinci kvuli etickym, senzorickym ¢i nadbozenskym
divodim vytadi ze svého jidelnicku maso ¢i vSechny zivocisné produkty a konzumuji jen
rostlinné produkty. Tyto rostlinné produkty maji zpravidla daleko vyssi obsah vldkniny nez
zivocisné produkty. Diky substratovym preferencim jednotlivych rodt a druht bakterii se da
ocekavat, ze zména jidelnicku a tim zména substratu povede ke zméné slozeni mikrobioty

V travicim traktu.

Mezi nejaktivngjsi ¢ast traviciho traktu, co se mikrobioty tyce, patii tenké a tlusté
stievo. V tomto prostfedi Zije mnoho bakterii, které maji na zdravi hostitele jak pozitivni, tak
negativni vliv. Tato mikrobiota ma nezastupitelnou roli v traveni traveniny, produkci
vitamin a Vv neposledni fad¢ chrani svou pfitomnosti povrch stfeva pfed napadenim
potencidlnimi patogeny. Mezi pozitivni bakterie ve stievé fadime bakterie rodu

Bifidobacterium.

Rod Bifidobacterium je pfirozenou soucasti gastrointestinalniho  traktu
lidi, teplokrevnych zvitat ale i hmyzu se socidlnim zplisobem zivota jako jsou naptiklad
véely ¢i ¢meldci. U cClovéka se tento rod se vyskytuje prakticky ve vSech Castech traviciho

vvvvvv

tlustého stfeva.

Prvni osidleni bifidobaketriemi probiha podle nejnovéjSich vyzkumi jiZ v prenatalnim
véku pomoci prenosu bakterii pres placentu. Nejveétsi mnozstvi bifidobakterii se vSak do
novorozence dostane pifi porodu. V novém prostfedi se tento rod béhem 2 az 3 dni natrvalo
usadi a u kojenct krmenych matetskym mlékem se stdvd dominantni slozkou tlustého stieva.
Jejich velkou vyhodou oproti ostatnim bakteriim mlééného kvaseni je produkce laktatu
a acetatu ve vhodném poméru 2:3 coz ma zasadni vliv na potlaceni patogennich a potencialné
patogennich bakterii. Dalsi dilezitd vlastnost pfipisovana bifidobakterii je schopnost
zutilizovat nejen jednoduché cukry ale 1 komplexni sacharidy, které jsou vyznamnou slozkou

diety. Jelikoz se substratové preference jednotlivych rodt Bifidobacterium 1isi, Ize
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ptedpokladat rozdilné zastoupeni rodi u jedinci srozdilnou dietou jako je naptiklad

vegetarianstvi ¢i konvencni dieta.

K sledovani druhového =zastoupeni mikrobioty lze vyuzit celé fady metod.
V poslednich letech se vyzkum ¢im dal tim vic snazi soustfedit na rozvoj molekularni
biologie s cilem spravné identifikace, popisu a charakterizace bakterii. Jednémi z nejcast&ji
pouzivanych metod se staly FISH (fluorescenéni in situ hybridizace), MALDI-TOF

(hmotnostni spektrometrie), sekvenovani 16S rDNA a PCR (polymerazova fetézova reakce).

Metoda PCR je ptesnou, citlivou a nenarocnou metodou, vyuzivajici amplifikaci
specifického tseku DNA. Tato metoda podobné jako metoda MALDI-TOF umoziuje detekci

mikroorganismu v riznych vzorcich, jako jsou naptiklad mlécné vyrobky ¢i stolice.

11



2. Hypotéza

Bifidobakterie ptredstavuji vyznamnou komenzalni skupinu mikrobioty traviciho traktu.
Substratové preference a vlastnosti jednotlivych druhti téchto bakterii jsou rozdilné a tudiz
muzeme o¢ekavat rozdilné druhové zastoupeni u hostitele v zavislosti na jeho dieté. DalSim
vyznamnym faktorem pro analyzu druhového zastoupeni je zda pro detekci bifidobakterii
pouzijeme kultivaéné zavislé ¢i kultivacné nezavislé metody identifikace, jelikoz nékteré
druhy mohou byt hiife kultivovatelné. Lze tedy ocekavat, ze vysledky druhového zastoupeni

se budou liSit v zavislosti na pouzité metodé.

12



3. Cile diplomové prace

Cil teoretické Casti

Cilem teoretické Casti diplomové prace je shrnout dosavadni poznatky o mikrobioté
traviciho traktu ¢lovéka se zaméfenim na rod Bifidobacterium. Dale pak vyhledat dostupné
informace o vyzkumech zaméfujicich se na vliv diety a mikrobiotu se zaméfenim na

bifidobakterie v travicim traktu clovéka u osob s konven¢ni a vegetarianskou dietou.

Cil praktické ¢asti

Cilem praktické casti diplomové prace bylo ziskat informace o kvantitativnim
druhovém zastoupeni bifidobakterii ze vzorki konvencné se stravujicich osob a vegetarianti
pomoci PCR analyzy a porovnat informace o kvantitativnim a druhovém zastoupeni
bifidobakterii ve shodnych vzorcich ziskané pomoci metody MALDI-TOF MS zmé

bakalarské prace.
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4. Literarni reSerse

4.1. Mikroflora traviciho traktu ¢lovéka

Mikrobiota gastrointestinalniho traktu (GIT) cloveéka se sklada z komplexnich
populaci, které zahrnuji mnoho riznych druhli aerobnich i anaerobnich bakterii, plisni,
prvokl,, viri a mnoho dalSich mikroorganismti (Dragana et al.,, 2016). Vztah mezi

mikrobiotou a hostitelem neni pouze komenzalni, ale spiSe symbioticky (Pagliari et al., 2015).

Za normalnich okolnosti je mikrobiota zdravého jedince pomérné stabilni, jak po

kvantitativni tak i kvalitativni strané (Maukonen and Saarcla 2014).

Metody sekvencni analyzy ribozomalni RNA a DNA ukazuji, Ze pocet mikrobidlnich
kment obsazenych ve stievni mikroflote mtze dosahovat az 40 000 (Mai and Draganov,
2009). Tyto bakterie mohou vazit az 2 kg a celkovy pocet se odhaduje az na desitky bilionti
mikroorganismt. To znamena, ze vSichni 1idé maji na povrchu sliznic traviciho traktu 20 krat
vice bunck, nez je celkovy pocet lidskych bunék (Pagliari et al., 2015) a 100 krat vice gend,
nez je v celém lidském genomu (Mai and Draganov, 2009). Tyto bakterie tvoii az 60 %

hmotnosti stolice (Krejsek et al., 2007).

Mikrofléra traviciho traktu se v pribe&hu zivota vyviji a méni. Teprve ptred nékolika
lety ukézaly studie, ze plod v déloze matky neni asepticky, ale Ze jiZz v prenatalnim véku je
travici trakt osidlovan bakteriemi pfenesenymi pies placentu matky. Druhotnd kolonizace
probiha v ptipadé¢ pfirozeného porodu, kdy se do traviciho traktu novorozence Casto dostavaji
bakterie z porodniho kanalu a perianalni oblasti matky (Toh and Vercoe, 2015). Dalsi
moznost infikovani traviciho traktu kojence je po napiti se mleziva s pfipadnymi necistotami
Z povrchu bradavky. Pfi prvni kolonizaci se usidli v travicim traktu novorozence kolem 1000
druhii mikroorganismil, z nichz je vétSina anaerobnich (Yu-Jie, 2015). Nasledny vyvoj
mikroflory je zcela individualni a zavisi na skladbé potravy, pH, lécich, teploté, vné&jSich
podminkach, stafi organismu, interakci mezi mikroorganismy a mnoha dalSich faktorech
(Krejsek et al., 2007). Zhruba ve 2-3 letech se ustaluje mikrobiota ditéte v podob& plné

vyvinuté mikrobioty dospé€lého jedince.

I ptesto, Ze je mikrobiota traviciho traktu velmi stala, neustdle jde o otevieny
ekosystém. Tento ekosystém je neustdle atakovdn novymi bakteriemi a ostatnimi

mikroorganismy pfijimanymi potravou. Mnohé z téchto bakterii se mohou pfechodné zaclenit
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a mit vliv na funkci a slozeni mikrobioty. Pfechodnd mikrobiota je vysoce dynamicky systém

(Derrien and Vlieg, 2015).

4.1.1. Kvantitativni a kvalitativni sloZeni mikroflory v jednotlivych
¢astech traviciho ustroji

Travici trakt je uzptisoben na pfijimani, zpracovani a vylucovani potravy. Sklada se
z n¢kolika casti. Zacatek tvofi dutina ustni, kterd dale pokracuje v hltan, ktery piechazi
V jicen, zaludek, oddily tenkého a tlustého stfeva. Travici trubice kon¢i poslednim oddilem
tlustého stieva, kone¢nikem. V kazdé této ¢asti zije vétsi ¢i mensi pocet mnoha druht bakterii
(Krejsek et al., 2007). V tomto unikatnim ekosystému Zzije odhadem az 1000 - 1 200 riznych
mikrobidlnich druht (Holscher et al., 2015; Maukonen and Saarcla 2014).

Dutina ustni

Dutina uGstni piedstavuje dokonaly vstup pro bakterie a ostatni mikroorganismy.
Kolonizace ust za¢ind pii porodu a to nejcastéji laktobacily a streptokoky (Papaioannou et
al., 2009). V tstni duting jich Zije cca 10 na gram tkang, coz je podobné mnozstvi jako
bakterii v tlustém stieveé (Bednaf et al., 1996). Toto mnozstvi se d4 zatadit do cca 600 riznych
pocetnou anaerobni mikrofloru skladajici se z rodi Eubakterium, Actinomyces, Bacteroides,
Bifidobacterium,  Fusobacteriu,  Treponema, Wolinela, Arachnie,  Spirochetaes,
Peptostreptococcus,  Veillonella,  Actinomyces a  Fusobacterium  (Murray et
al., 2007; Papaioannou et al., 2009). Z aerobnich bakterii zde mizeme nalézt zastupce roda

Streptococcus, Haemophilus a Neisseria (Murray et al., 2007).

Hltan a jicen

V téchto ¢astech Zije pomérné maly pocet bakterii. Kvantitativné lze pocet bakterii
vyjadiit na 10?-10* bakterii (Bednai et al., 1996). Mikrobiota v jicnu vétsinou pochazi
pfenosem bakterii pii polykdni ¢i daveni. Maly pocet bakterii je nejspiSe dan vertikalni
polohou organu a rychlosti prochazeni potravy (Ianiro et al., 2015). Ze zastupct zde mizeme
najit kmeny a rody Firmicutes, Lactobacillus, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Streptococcus, Fusobacteria a sporulujici Bacillus (laniro et al., 2015, Pei et al., 2003,
Shigwedha and Jia, 2013).

15



Zaludek

Zaludek byl povazovan za sterilni organ diky své schopnosti produkovat kyselinu
chlorovodikovou o velmi vysoké kyselosti (pH 2-4). Tato kyselina funguje jako nespecificka
imunita (Nardone and Compare, 2015). I pfes toto nehostinné prostiedi zde ziji n¢které druhy
laktobacilii, stafylokoktl, koliformnich bakterii a kvasinek (Svestka, 2007). V 1 mililitru
tekutiny mizeme nalézt 10* az 10° bakterii (Zbotil, 2005). Mezi patogenni organismy
osidlujici Zzaludek patii Helicobacter pylori, kterA mize zpusobit gastritidu ¢i rakovinu
zaludku. Tato bakterie produkuje enzym uredzu, ktery katalyzuje rozklad mocoviny na oxid
uhli¢ity a amoniak ¢imz neutralizuje kyselé Zaludeéni $tavy (Radosz-Komoniewska et
al., 2005). Ze zdravého Zaludku byly dale izolovany zastupce rtiznych kmend bakterii, jako
jsou napiiklad Firmicutes, Actinobacteria, Fusobacterium, Proteobacteria. Na tGrovni rodd
zde byly identifikovany Prevotella, Streptococcus, Veillonella, Rothia a Haemophilus
(Nardone and Compare, 2015).

Tenké stievo

Tenké stievo se d€li na tfi Casti - dvanactnik, la¢nik a kycelnik. V jednotlivych
oddilech je velmi rliznorodé¢ kvantitativni i kvalitativni zastoupeni mikrobioty. V dvanactniku
se nachazi jen velmi mala koncentrace bakterii, odhadovana na 10*. Tato skute¢nost je déna
predev§im kyselou traveninou pfichdzejici z zaludku a zésaditymi zlu¢nikovymi $tdvami
prichazejicimi v tomto misté do stfeva (Derrien and Vlieg, 2015; Bednaf et al., 1996). V dalsi
c¢asti (laniku) se nachazi jiz vétSi zastoupeni bakterii s nejvétSim zastoupenim rodi
Lactobacillus, Veillonella, Streptococcus, Bifidobacterium, Enterobacterium, Staphylococcus
a Candida. Ky¢elnik nejcastéji osidluji Bifidobacterium, Enterobacteriaceae, Streptococcus,
Staphylococcus, Lactobacillus, Candida a Clostridium (Derrien and Vlieg, 2015;
Zboril, 2005). Distalnim smérem piibyva bakterii. V okoli ileocekalni chlopné dosahuje

ey een

koncentrace bakterii jiz 108 az 10! na gram traveniny (Jeffrey et al., 2015).

Tlusté stirevo

Informace o sloZzeni mikrobioty tlustého stieva poskytuji predevSim izolaty stolic
darcd a molekularni studie. V této c¢asti traviciho taktu se vyskytuje kvalitativné

a kvantitativné nejvice zastoupend mikrofléra (Graf et al., 2015). Na zakladé molekularnich
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studii lze predpokladat, ze zde Zije vice nez 1 200 druhii bakterii, z niz hlavni mikrofléru
predstavuje cca 30-40 nejbéznéjSich druhti (Maukonen and Saarcla 2014; Ojetti et al., 2009).
Pocet bakterii nelze piesné stanovit. Lze vsak Fici, Ze se podet bakterii pohybuje okolo 102 az
104 bakterii na 1 gram stolice (Ojetti et al., 2009; Shigwedha and Jia, 2013). Pfevazuji zde
anaerobni druhy bakterii. Mezi nejvyznamnéj$i zastupce osidlujici tlusté stievo patii rody
Eubacterium, Bacteroides, Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Clostridium, Peptococcus,
Lactobacillus,  Veillonella, Streptococcus, Fusobacterium, Enterobacteriaceae,
Staphylococcus a Saccharomyces (Svestka, 2007). Dale pak Propionibacterium
a Aktinomycety (Zbofil, 2005). Toto osidleni fermentuje sacharidy a produkuje metabolity
V podobé kyseliny mlécné, maselné a octové, které maji pozitivni vliv na dals§i skladbu
mikroflory ve stifeve tim, Ze zabrafuji ristu jinych bakteridlnich druhi (Bednaft et al., 1996;

Derrien and Vlieg, 2015).

Obrazek €. 1.: Rozlozeni mikrobi v travicim traktu ¢loveéka (Holik et al., 2006), upraveno

Hitan a jicen

Pocet bakterii 102-10%/g
Firmicutes, Lactobacillus,
Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Streptococcus,
Fusobacteria, Bacilus

Dutina astni

Pocet bakterii 1011/g
Eubalkterium, Actinomyces,
Bacteroides, Bifidobacterium,
Fusobacteriu, Treponema,
Wolinela, Arachnie.
Spirochetaes,
Peptostreptococcus, Veillonella,
Actinomyces, Fusobacterium Zaludek

Poget bakterii 10- 10%/g
Firmicutes, bacteroide
Actinobacteria, Fusob
Proteobacteria , Helicobacter

Tenké strevo
Pocet bakterii 10*-101%/g
Lactobacillus, Veillonella,

Tlusté strevo
Poéet bakterii 1012-1014/ ml
Eubacterium, Bacteroides,

Bifidobacterium, Peptostreptococcus,
Enterobacteriaceae.Candida., Bifidobacterium, Clostridium,
Enterobacteriaceae, Peptococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Veillonella, Streptococcus,

Staphylococcus, Clostridium Fusobacterium,

Enterobacteriaceae,
Staphylococcus, Saccharomyces
Propionibacterium, Aktinomycety
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4.2. Vliv vyZivy na rozmanitost bakteridlniho zastoupeni v travicim traktu

Jako nejcastéjsi typ diety je u mnoha lidi preferovana konvencni dieta, skladajici se

z jak z rostlinné tak zivocisné stravy, zastoupené v ruzném pomeru. Néktefi lidé se vSak

mohou rozhodnout, at’ uz z etického, senzorického, nabozenského, finan¢niho ¢i zdravotniho

divodu vyradit ze svého jidelnicku Zzivocisné vyrobky. Podle zastoupeni zivociSnych

produktii se d€li na laktoovovegetariany, laktovegetariany, ovovegetariany, vegany

a fruktaridany (Kunova, 2004). Zakladni druhy diet a jejich vyzivova specifika jsou uvedeny

Vv tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢. 1. : Zakladni druhy diet a jejich specifika

pfi jejimZ sbéru byla poSkozena rostlina

Nazev diety Nekonzumuji Konzumuji
Laktoovovegetariani | Maso, ryby Vejce, mléko
Laktovegetariani Maso, ryby, vejce Miléko

Ovovegetariani Maso, ryby, mléko Vejce

Vegani Jakoukoli Zivoc¢iSnou potravu véetné medu | Vyhradné rostlinnou stravu
Fruktariani Jakoukoli Zivoc¢isnou a rostlinou potravu, | Ovoce, ofechy a semena

(Kunova, 2004).

4.2.1 Zapadni strava

Pojem konven¢ni dieta je v zemich Stfedni Evropy blizce provazéna se zapadni

stravou. Typickym problémem zipadni stravy je obvykle velmi vysoké mnozstvi trans

nasycenych mastnych kyselin, tukd, rafinovanych cukr a zaroven nizké pfijimani vlakniny

v podob¢ ovoce, zeleniny, lusténin a celozrnnych vyrobkil. Tyto rozdily jsou stanoveny jako
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rozdily bézné konzumované stravy a stravy doporuc¢ené Svétovou zdravotnickou organizaci

(WHO) (Graf et al., 2015).

4.2.2. Vliv vlakniny na mikrobialni diverzitu

Zjisténi, ze dietni zvyklosti stravnika maji vliv na mikrofléru traviciho traktu je
zélezitosti dlouhodobé zndmou. Jedni z nejznaméjSich propagatori této myslenky byli
Mecnikov a Tissier, ktefi za jeden z hlavnich vlivii na mikrobialni diverzitu povazovali
kojeni, geografické¢ vlivy a dietni zvyklosti (Zboftil, 2005). Byly prokdzany vyznamné
odlisnosti v kvantitativnim poméru mikroflory traviciho traktu mezi lidmi s dlouhodobou
konzumaci vysokého mmnozstvi vlakniny a konzumenty nizkého mnozstvi vldkniny
(Zbotil, 2005). Ve studiich neni Ccasto jasné¢ definovany rozdil mezi vegetaridnskou
a konvenéni stravou. Rozdil mezi témito stravami spo¢iva v tom, Ze vegetariani nemaji ve
svém jidelnicku maso a masné vyrobky (Graf et al. 2015). Maso a masné vyrobky jsou
nahrazeny rostlinnou stravou, ve které je, na rozdil od zivocisné stravy, vysoky obsah
vlakniny (Zbotil, 2005). Laktoovovegetariani jakoZto i ostatni druhy vegetarianti konzumuyji
ve své stravé bohaté na rostlinné produkty az 55 gramt vlakniny za den. Konvenc¢né se
stravujici osoby konzumujici typickou zapadni stravu s nedostatkem rostlinnych produktt

konzumuji kolem 25 gramii vlakniny za den (Novakova, n. d.).

Nékteré¢ vyzkumy poukazuji na fakt, ze pfi dlouhodobé konzumaci vldkniny stoupa
pocet bifidobakterii a laktobacili a klesd pocet grampozitivnich anaerobt, sulfbakterii,
metanogent a bakteroidii. Timto de facto vldknina ovliviiuje mnozstvi bakterii v travicim

traktu (Zbotil, 2005).

4.3. Vlaknina

Definice vlakniny neni jednotna a je neustdle diskutovana a drobné ménéna. Poprvé
byl termin vldknina pouZit roku 1953. OvSem aZ roku 1972 byla ustanovena prvni definice
vldkniny (Kala¢, 2008). Velmi Casto pouzivana je definice uvedend v Codexu Alimentarus,

kterd definuje vlakninu jako sacharidové polymery s tfemi a vice monomernimi jednotkami,
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které nejsou traveny a vstiebavany v tenkém stfevé lidského organismu. Do této skupiny se
zahrnuje lignin a ostatni sacharidové slozky (Graf et al., 2015). Vlakninu tvofi pfevazné
polysacharidy, které se ve velké mife vyskytuji v ovoci a zeleniné. Mezi hlavni slozky
vlakniny patii celul6za, hemiceluldza, vosky, pektiny, pryskyfice, beta-glukany, lignin, inulin,
rezistentni $krob, gumy, slizy a chitin (Kala¢, 2008; Velisek, 2002).

Po poziti potravy s obsahem vldkniny se nestravena vlaknina v nezménéné podobé
dostane do tlustého stfeva, kde ji dokéze fermentovat tamni mikrofléra (Kala¢, 2008). Pti
fermentaci vSech druhd vlakniny vznikaji kratké mastné kyseliny, jako jsou naptiklad
kyselina octové, propionové, maselnd a mlécnd, ptiCemz kazdy druh bakterie metabolizuje
tyto kyseliny vjiném poméru (Zbofil, 2005). Pro dospélé osoby je doporucen piijmem
vlakniny okolo 28-36 gramil na den (Mehta et al., 2015).

V minulosti byla rozdélena vldknina dle rozpustnosti ve vodé¢ a schopnosti tvofit gely

na rozpustnou a nerozpustnou. Toto déleni se pouziva dodnes.

Rozpustna vlaknina

Tato frakce vldkniny je soucasti n€kterych druhii ovoce jako jsou naptiklad jablka ¢i
banany, listové a kofenové zeleniny ofechl, obilnin (oves, zito, jeCmen), lusténin ci
matefského mléka (Anonim, 2002). Rozpustnd vlidknina, jak jiz jeji ndzev napovida, ma
schopnost vstifebavat vodu a zvétSovat svij objem (Pozler, 2009). Tim zmékcuje stolici
a zvétSuje objem traveniny. Také na sebe dokaZze navéazat cholesterol, ktery tim pomaha
vylucovat z téla (Grygarkova, 2008). Mezi dalsi vyhody patii fakt, Ze navozuje pocit Sytosti
a zaroven snizuje vstiebavani sacharidii a tuki z potravy. Mezi hlavni slozky rozpustné
vlakniny patfi pektin, inulin, gumy (guarovd guma, konjakova guma, xantanova guma atd.)
rozpustné hemicelulozy, rezistentni Skroby a slizy (Anonim, 2002). V tenkém, ale pfedevsim
tlustém stfev€, je rozpustnd vldknina dilezitym zdrojem potravy pro bakterie tamni

mikroflory, které ji fermentuji na kyselinu octovou, méaselnou a propionovou (Kala¢, 2008).
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Nerozpustna vlaknina

Tato frakce vlakniny se nachdzi ve vétsiné rostlinnych produkt jako je naptiklad
ovoce (ptfedevsim v jejich slupkach), zelenina, houby, celozrnné obiloviny, otruby, luSténiny
a ostatni rostlinné produkty (Mehta et al., 2015). Jak jiz ndzev napovida, nerozpustna vlaknina
se ve vod¢é nerozpousti a nezvetSuje svlyj objem (Velisek, 2002). Po zkonzumovani prochézi
nerozpustnd vldknina v nestraveném stavu. Lidské télo ji totiz nedokdZze svymi enzymy
roz§tépit a tim ani vstiebat. Tento druh vldkniny na sebe dokdZze navazat toxiny
arakovinotvorné latky a podporuje jejich vylucovani (Grygéarkova, 2008). Nema vliv na
kyselost zalude¢niho obsahu (Anonim, 2002). Zaroven ptiznivé ovliviiuje dobu, kterou
potrava putuje travicim traktem a v neposledni fadé zlepsSuje stfevni peristaltiku. Mezi jeji
nevyhody se miize fadit zhorSeni vstiebavani vitamint a mineralti pii zvySeném mnozstvi této
vldkniny ve stravé. Mezi hlavni sloZky nerozpustné vldkniny patii celul6za, hemiceluldza,
beta-glukany, chitin, chitosany, vosky a lignin (Velisek, 2002). Doporu¢ené mnozstvi
nerozpustné vlakniny je 70-80% z celkového mnozstvi piijimané vlakniny (Mehta et

al., 2015).

4.4. Vyznam mikroflory traviciho traktu

Mikrofléra mé v téle nezastupitelnou ulohu. Za nejdileziteéjsi mikrofloru se povazuje
mikrofléra nachazejici se v tenkém a tlustém stfeve, kterd je velice riznoroda. V horni Casti
stiev se diky sniZenému mnoZstvi kysliku usidluji fakultativné anaerobni bakterie, mezi néz
patii naptiklad rody Bacillus, Enterobacter, Lactobacillus, Staphylococcus, Streptococcus
a Propionibacterium. V' dolni ¢asti stfeva pak diky uplné absenci kysliku nalézame striktné
anaerobni bakterie, jako jsou napiiklad rody Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium

Eubacterium, Fusobacterium, Ruminococcus, Peptostreptococcus, Escherichia a Peptococcus

traveni. Kromé tohoto procesu dokdze tato mikrobiota zkvasit jinak nestravitelné substraty,
tvofit pfirozenou ochranu vici patogennim mikroorganismim, produkovat vitaminy skupiny
K, Ba biotin, produkovat hormony upravujici ukladani tukd v téle a indukovat sekreci
antimikrobidlnich peptidi (Pagliari et al., 2015). V neposledni fad¢ tato mikrobiota zlepSuje
traveni bilkovin, §t€peni mlécného cukru laktdzy a Stépeni lipidi. V tlustém stteveé mikroflora
Castecné rozklada polysacharidy, které nebyly rozlozeny v tenkém stievé a odbourava

nestravené slozky potravy s obsahem dusiku (Tlaskal, 2010). Hraje vyznamnou roli v syntéze
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nékterych mikronutrientli. Pfiznivé také ovliviiuje vstfebatelnost vapniku a regulaci hladiny
cholesterolu (Novakova, n. d.). Pii fermentaci vlakniny se tvoii mastné kyseliny s kratkym
fetézcem, jako je napfiklad acetat, ktery se snadno absorbuje do jater, propionat, ktery je
substratem pro jaterni buniky a butyrat, ktery je vhodnym substratem pro buiky. Mastné
kyseliny v neposledni fadé zabranuji rustu potencialnich patogennich organismti, snizuji pocet
mutaci a riziko rakoviny (Maukonen and Saarcla 2014; Scharlau et al., 2009). V neposledni

fadé¢ se fermentaci tvofi plyny Hz, CO2, CH4 a HzS (Graf et al., 2015).

4.5. Bifidobakterie

Jako prvni popsal charakteristické ypsilonové bakterie roku 1900 pan Tissier ve
vzorku ze stolice kojencu. Tyto bakterie pojmenoval jako Bacilus bifidus. Od tohoto roku
probéhla fada zmén v pojmenovani a zatfazeni téchto bakterii az kone¢né roku 1974 se tyto
bakterie doCkaly svého zafazeni do samostatného rodu Bifidobacterium, ktery se pouziva

dodnes (Biavati et al., 2000).

K jedném z prvnich bakterii, schopnym natrvalo osidlovat travici trakt kojenct
krmenych matefskym mlékem, patii bifidobakterie, kdy tvoii az 91% stfevni mikroflory
(Narayanan et al., 2015). U déti krmenych umélou vyzivou tvoii az 75% stievni mikroflory
(Requena et al., 2002). Vysokému zastoupeni bifidobakterii je pfisuzovan véasny a pozitivni
rozvoj imunitniho systému ditéte (Rodriguez et al., 2015). U dospé€lého cloveéka klesa diky
jeho zméné Zivotniho stylu pocet téchto bakterii na zhruba 25% z celkové mikroflory
traviciho traktu (Krejsek et al., 2007). V soucasné dob¢ je znamo 48 druht bifidobakterii

(Duranti et al., 2016), nicmén¢ pocet noveé popsanych druhti stale stoupa.
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4.5.1. Zarazeni

Doména Bakteria

Kmen Actinobacteria
Ttida Actinobacteria
Rad Bifidobacteriales
Celed’ Bifidobacteriaceae
Rod Bifidobacterium

(Sedlagek, 2007)

4.5.2. Vlastnosti

Morfologie rodu Bifidobacterium je pomérné proménliva. Bakterie lze popsat jako
nepravidelné, vétvené bakterie ve tvaru palicek ¢i ty€inek o riznych délkach (Gorner et Valik,
2004). Velikosti ty¢inek ¢i palicek se vétSinou pohybuji kolem 0,5-0,8 x 2,0-8,0 um (Ventura
et al.,, 2004). Rostou jednotlivé, v ftetizcich, hvézdicich, palisddach ¢i nepravidelném
uspoiadani. Obvykle byvaji zahnuté &i vypouklé. Casto se vétvi &i seskupuji do tvaru pismene
V nebo Y. Tvary bakterii jsou vyrazné ovlivnény latkami obsazenymi v Zivném médiu, jako
jsou napiiklad N-acetylglukosamin, alanin, kyselina asparagova, kyselina glutamova, serin
aCa?" (Rakicka et al., 2015, Ventura et al., 2004). Nemaji schopnost pohybu. Kolonie
rostouci na polotuhych médiich jsou hladké, vypouklé, smetanoveé bilé, lesklé, mekké
konzistence s hladkymi okraji (Gorner et Valik, 2004). Tento rod je nesporulujici, anaerobni,
kataldaza negativni (Narayanan et al., 2015). Charakteristickym enzymem je
fruktoza-6-fosfat-fosfoketolaza, kterou dokazi bakterie katalyzovat fermentaci hexoz za
vzniku acetylfosfatu a erytrozo-4-fosfatu. Tento enzym slouZi jako taxonomicky test pro

identifikaci bifidobakterii, nedokéaze ale rozlisit jednotlivé druhy (Vlkova et al., 2002).

Dvé molekuly hexdézy dokazi pfeménit na 3 moly acetatu a 2 moly laktatu. Jako

vedlejsi metabolity tvofi kyselinu mravenci, jantarovou a etanol (Gorner et Valik, 2004,
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Rakicka et al., 2015). CO2, kyselina maselna ani propionova se netvoii (Ventura et al., 2004).
Typicky ptedstavitel Bifidobacterium je na obrazku ¢. 2

Bunécna sténa ma typické vlastnosti pro grampozitivni bakterie. Je slozena ze silné
peptinoglykanové vrstvy jez obsahuje polysacharidy, kyselinu teichoovou a bilkoviny. Pravé
tyto aminokyseliny obsazené v bilkovinach jsou druhové odlisné a lisi se i mezi jednotlivymi
kmeny (Biavati et al., 2000).

Obrazek ¢. 2.: Detail tvaru bakterii druhu: Bifidobacterium adolescentis (Schnell, 2002)

4.5.3. Riist

Rozpéti teplot, za kterych dokazi bifidobakterie rist je pomérné¢ Siroké. Jako
minimalni teploty, pod kterymi bifidobakterii nerostou, jsou uvadény teploty 25-28 °C.
Teplotni maximum, nad kterym bakterie nerostou, jsou teploty 43-45 °C. Ristové optimum se
nachdzi v bézné teploté savciho téla, ve kterém bézné bifidobakterii rostou. Jde tedy teploty
od 37 do 41 °C. Optimalni pH je v rozmezi 6,5 az 7,0. Za spodni hranici, pod kterou
bifidobakterie nerostou, je povazovana pH 4,5 a horni hranice pH je 8,5. Nékteré druhy

toleruji pfitomnost Oz za podminky spolu pfitomnosti 10% COz2 (Rakicka et al., 2015).

4.5.4. Vyskyt

Zastupce rodu Bifidobacterium nalézame, vice ¢i mén€, v mnohych usecich
gastrointestinalniho systému savci jako je napfiklad dutina Ustni ¢i tenké a tlusté stfevo
(Duranti et al., 2016). U kojenci jsou tyto bakterie v travicim traktu dokonce dominantni
(Ventura et al., 2004).
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V fisi hmyzu muzeme naleznout bakterie rodu Bifidobacterium v travicim traktu
hmyzu se socidlnim zplisobem zivota, jako jsou naptiklad véely medonosné (Ventura et al.,
2004). V dusledku sekundarni kontaminace se mohou tyto bakterie nalézat i v odpadnich

vodach a materialech znecisténych fekaliemi (Gorner et Valik, 2004).

4.5.5. Vyznam bifidobakterii v travicim traktu ¢lovéka

Rod Bifidobacterium ma v travicim traktu nezastupitelnou ulohu. V misté osidleni
produkuje kyselinu mlé¢nou, listovou a octovou, syntetizuje vitaminy Bi, Bs, B12, K a nékteré
aminokyseliny. Diky produkci téchto latek maji tyto bakterie imunostimulaéni ucinky. Déle

maji bifidobakterie anticholesterolovy a antimutagenni G¢inek (Nevoral, 2005; Zbofil, 2005).

Dalsi dualezitou roli je adherace na povrch sliznice v mist¢ mozné adherace
patogenil, vyuzivani potencidlnich nutriuent patogent, snizovani pH stfevniho obsahu. Tyto
bakterie rovnéz slouzi jako prevence zacpy, prijmu a dalSich stievnich onemocnéni, zlepsuji
schopnost tolerovat laktosu a ovliviiuji metabolismus bakterii a produkci toxinti (Nevoral
2005, Ward et al., 2005). Mezi dalsi pozitiva bifidobakterii patii fakt, Ze dokdzou omezit rlst
bakteridlnich druhtt s vy$§i enzymatickou kapacitou k produkci indoxyl sulfatu
a para cresylsulfatu, jako jsou napiiklad ruminokoky ¢i klostridie (Rossi et al., 2016).
V neposledni fad¢ produku;ji z fermentovatelnych sacharida laktat a acetat poméru 2:3, které
inhibuji rist potencidlné patogennich bunék. Laktat produkuji bakterie v L+ izomeru a tudiz
je snadno metabolizovatelny pro détsky organismus. Acetat, ktery produkuji bakterie ve
vetsim mnozstvi, ma silngj$i antagonisticky UCinek na patogenni mikroorganismy a to
predev§im na gramnegativni bakterie (Gorner et Valik, 2004; Rakicka et al., 2015). Diky
témto vlastnostem se Casto pouZivaji tyto bakterie jako jedna z hlavnich sloZek probiotik ¢i
vicedruhovych potravinovych doplikii. Nejéastéji se pouziva 7 druhd, a to Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
Bifidobacterium longum subsp. infantis, Bifidobacterium longum subsp. longum,
Bifidobacterium thermophilum a Bifidobacterium breve (Bunesova et al., 2014; Rakicka et al.,
2015). Za povSimnuti stoji fakt, Ze déti s alergiemi maji ve svém travicim traktu daleko mensi

pocet bifidobakterii a enterokokli v porovnani se zdravymi détmi (Krejsek et al., 2007).

Dal§i moznost pfijmu bifidobakterii do traviciho traktu je konzumace kysanych

mlécnych vyrobkt, jogurtli ¢i kysané zeleniny. Pro kysani mléénych vyrobkl se nejcastéji
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pouziva kmen Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12® spole¢né s ostatnimi bakteriemi
mlécného kysani (Gorner et Valik, 2004).

Spole¢né s potravou se mohou do téla dostdvat sacharidy, jako je napiiklad
arabinoxylanovy oligosacharid, ktery ma prokazateln¢ pfiznivy rast na bifidobakterii
(Maukonen and Saarcla 2014). Druh Bifidobacterium adolescentis dokaze fermentovat
z fruktooligosacharidi (FOS) a skrobu butyrat a tim umoziuje rast dal§im bakteriim, které jen
na FOS a skrobu nedokazi rust. Nékteré bakterie jako jsou napiiklad Roseburia intestinalis
a Anaerostipes caccae jsou schopné rust jen za piitomnosti B. longum a zaroven pfitomnosti
FOS vzivném médiu. Timto bifidobakterii pfipivaji k rozmanitosti stfevni mikrobioty

(Maukonen and Saarcla 2014).

4.5.6. Bifidobakterie izolované z lidskych izolati

Roku 1900 poprvé sledoval a popsal pan Tissier bifidobakterie ve vzorcich stolice
kojeného ditéte (Biavati et al., 2000). Od tohoto roku se zacalo objevovat mnoho dalsich nik
vyskytu bifidobakterii. V dnes$ni dobé vime, ze diky specifickym substratovym pozadavkim
muzeme nalézt druhy bifidobakterii, které se specializuji na Zivot v tlustém stfevé kojenct,
dospélych osob, riznych druhti zvitat ¢i jinych ¢astech gastrointestinalniho traktu (Ventura et
al., 2004). Piehled bifidobakterii izolovanych z traviciho traktu ¢lovéka se nachazi v tabulce

¢islo 2.

Typickou stravou kojencii je matefské mléko ¢i uméld mlécna vyziva. Tato strava
obsahuje Sirokou Skalu oligosacharidl, které podporuji rist a aktivitu specifickych
bakteridlnich druhl zejména vsak bifidobakterii. U kojencti krmenych matetskym mlékem
jsou kromé probiotickych oligosacharidii matetského mléka do téla také spole¢né s mlékem
dodéavany bakterie obsazené v mléce a povrchu bradavky. Mimo jiné patii mezi tyto bakterie
také bakterie rodu Bifidobacterium zastoupené druhy B.adolescentis, Bifidobacterium
angulatum, B. bifidum, B. breve, Bifidobacterium dentium, B. longum, Bifidobacterium
pseudocatenulatum. Je ziejmé, Ze tato pfijimana mikrobiota ma pfimy vliv na mikrobiotu

traviciho traktu kojence (Jost et al., 2016).

Riizné druhy bifidobacterii maji rtiznou schopnost utilizovat olisacharidy obsaZené
v matetském mléce. Napiiklad B. adolescentis nema téméf zadnou schopnost degradovat
oligosacharidy matefského mléka, proto tuto bakterii nachazime piedevSim ve stfeve

dospélych osob ¢i déti krmenych tuhou stravou typickou pro dospé€lé osoby. Na druhou stranu
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B. breve, B. infantis a B. longum maji velmi silnou schopnost utilizovat matetské
oligosacharidy a proto jsou castéji izolované z tlustého stfeva kojencti (Jost et al., 2016).
Typické bifidobakterie nachazené ve stfevé kojenych i nekojenych déti jsou druhy B. breve,
B. infantis a B. longum (Jost et al., 2016, Grzeskowiak et al., 2015).

Za povsimnuti stoji druh Bifidobacterium kashiwanohense, ktery byl poprvé izolovan
ze stolice zdravého 1,5 letého japonského kojence (Morita et al., 2011). Dalsi izolace tohoto
druhu probéhla az roku 2015 ze 3 vzork anemickych kenskych kojencti. Tuto izolaci
provadéla pani Vazquez-Gutierrez, podle niz tento druh odrazi rozdéleni druhtt mezi
evropskymi a africkymi kojenci (Vazquez et al., 2015). Tento druh je nyni zkouman kviili své

schopnosti efektivné vyuzivat zelezo (Hidetoshi et al., 2015).

Mezi typické bifidobacterie izolované ze stfeva dospélého cloveka patti druhy
B. adolescentis, B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, Bifidobacterium
gallicum, B. longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum, a B. pseudocatenulatum
(Ventura et al., 2004).

Druh B. adolescentis je v posledni dobé casto zkouman, kvuli své prospé$né
schopnosti metabolizovat stravu s vysokym mnozstvim glykant. Zejména pak Skrobu,
amylopektinu, pullulanu, maltotriosy a maltodextrinu. Zaroven vSak jako jeden z maéla

zastupct nedokaze vyuzivat mucin, N-acetil-D-glukosamin a fruktosu (Duranti et al., 2016).

Roku 2014 byla popsana doposud posledni bifidobakterie izolovana z traviciho traktu
Cloveéka. Konkrétné pak z vykalu dvou tydenniho kojence. Jedna se o druh Bifidobacterium
faecale. Nejvyssi sekvenéni podobnost ma tento druh s druhem B. adolescenti ato 98,4 %
(Choi et al., 2014).
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Tabulka €. 2: Bifidobakterie izolované z lidskych vzorkl

Bifidobakterie izolované z lidskych izolati

Nazev Popsal/ Objevil Misto nalezu Cislo
DSMz

Bifidobacterium | G. Reuter, 1963 Stievo dospélych | DSM-20083
adolescenti
Bifidobacterium | Scardovi and | Lidsky vykal DSM-20098
angulatum Crociani, 1974
Bifidobacterium | Tissier Stolice kojeného | DSM-20456
bifidum 1900/Orla-Jensen ditéte

1924
Bifidobacterium | Reuter 1963 Stievo kojence DSM-20213
breve
Bifidobacterium | Scardovi and Crociani | Stievo kojence DSM-16992
catenulatum 1974
Bifidobacterium | Scardovi and Crociani | Zubni kaz DSM-20436
dentium 1975
Bifidobacterium | Lauer 1990 Strevo dospélych | DSM-20093
gallicum
Bifidobacterium | Merita et al. 2011 Stievo 1,5 | DSM-21854
kashiwanohense ro¢niho kojence
Bifidobacterium | Reuter Strevo kojence DSM-20088
longum  subsp. | 1963/Mattarelli et al.
infantis 2008
Bifidobacterium | Reuter 1963 Stievo dospélych | DSM-20219

longum
longum

subsp.
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Bifidobacterium Scardovi et al. 1979 | Stolice kojeného | DSM-20438

pseudocatenulatum ditéte

Bifidobacterium Hoyles et al. 2002 Lidska krev DSM-13734

scardovii

Parascardovia Crociani et al. 1996/ | Zubni kaz DSM-10105 | Diive:

denticolens Jian and Dong 2002 Bifidobacterium

denticolens

Scardovia Crociani et  al. | Zubni kaz DSM-10107 | Diive:

inopinata 1996/Jian and Dong Bifidobacterium
2002 emend. inopinatum
Downes et al. 2011

Pievzato a upraveno z: www. dsmz.de

4.6. Metody detekce mikroorganismi v travicim traktu ¢lovéka

V minulosti byla identifikace a taxonomické zafazeni zaloZeno hlavné na
fenotypovych a biologickych testech. Mezi tyto testy patfilo naptiklad mikroskopicka
morfologie bunék, fermentace sacharidii a jinych substrati ¢i elektrolytickd pohyblivost
enzymi. Tyto metody byly cCasové a materidlové naro¢né a piinasely nejasné vysledky.
V soucasné dobé¢ jsou preferované molekularné biologické metody. Po jejich zavedeni doslo

k objasnéni mnoha neshod, zpiesnéni a zkvalitnéni vysledkid (Ventura et al., 2004).

V dneSni dobé patfi mezi nejpouzivangjsi metody identifikace mikrobioty FISH
(fluorescen¢ni in situ hybridizace), 16S rDNA, 16S rRNA, DGGE (denatura¢ni gradientova
gelova elektroforéza), metagenomika, PCR (polymerazova fetézova reakce) a MALDI-TOF.
Poslednimi dvémi metodami se budu v této diplomové praci zabyvat podrobnéji, jelikoz byly

pouzity k detekci vzorkl bifidobakterii v praktické ¢asti.

Metody se daji rozdélit do dvou skupin v zavislosti na potfebé ¢i absenci kultivace

bakterii na metody kultivaéné zavislé a kultivaéné nezavislé.

4.6.1. Kultivac¢né zavislé metody identifikace

Mezi zakladni postupy kultivaéné zavislych metod patii kultivace a nasledné ziskani
Cisté kultury. Kultivace probihd za optimalnich teplotnich, Zivinovych a kyslikovych

podminek, které jsou pro organismy rozdilné. Po ziskani Cisté kultury a jeji DNA mohou
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nasledovat identifikace pomoci testi zalozenych na fenotypovém projevu bakterie,
biochemické testy, testy detekce pfitomnych enzymi, ureni proteinového profilu, profilu

masnych kyselin, nebo sekvenovani 16S rRNA (Pearce et al., 2003).

Mezi hlavni vyhody kultivacnich metod patii jejich dobra specifita, laboratorni
a finan¢ni nendrocnost. Nevyhoda téchto testii spociva predev§im v jejich extrémni Casové
narocnosti, spotfebé materialu, pracnosti, nizsi citlivosti a nekultivovatelnosti uréitych druhii

bakterii (Reddacliff et al., 2003).

4.6.2. Kultiva¢né nezavislé metody identifikace

Prvni vyzkumy vyuzivajici kultivaéné nezavislé metody se objevily v 90. letech
(Cocolin et al., 2013). Od této doby jejich vyznam roste v disledku zjisténi, Ze velka cast
bakterii je nekultivovatelnych (Ellis et al., 2003). Jak jiz nazev napovida, tyto metody
nepouzivaji k identifikaci ¢istou kulturu, nybrz odebrané buinky ze vzorku, ¢imz odpada
moznd ztrata ¢asti genetické informace (Cocolin et al., 2013). Mezi nejvyznamnéjsi zastupce

téchto metod patii PCR, DGGE, FISH, metagenomika, metaproteomika (Su et al., 2012).

Mezi hlavni vyhody patii mozZnost identifikovat téZko kultivovatelné ¢i nekultivovatelné
bakterie a nulovy Cas potifebny pro kultivaci bakterii. Nevyhoda téchto testll je materidlova

a finan¢ni naroc¢nost spojend s vysokou spotfebou chemikalii (Reddacliff et al., 2003).

4.6.3. Metody detekce bifidobakterii v TT ¢lovéka

Mezi zakladni, rychly a laboratorné¢ nenaro¢ny biochemicky test pouzivany pro
identifikaci bifidobakterii na trovni rodu je stanoveni pfitomnosti enzymu frukt6zo-6-fosfat
fosfoketoldzy. Tento enzym vznikd pifi fermentaci hexdéz predev§im u bakterii rodu

Bifidobakterium.

Principem testu nazyvaného F6PPK je reakce, pii niz z frukt6zo-6-fosfatu vznika
acetylfosfat. Vznik acetylfosfatu se detekuje Cervenofialovym zbarvenim chalath zeleza

(Scardovi, 1982; Vlkova et al., 2002).
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4.6.4. Postup metody testu F6PPK

Po kultivaci v anaerobnich podminkach pii teploté 37 °C po dobu 42 hodin se bunky
odstiedi pii 14 000 otackach po dobu 3 minut. Paleta se dvakrat promyje roztokem
fosfatového pufru o pH 6,5. Supernatan se smicha s 0,25 ml roztoku (sloZzeného z 6 mg NaF,
10mg C2H2INaO2 a 1 ml destilované H20) a 7 frukt6zo-6-fosfatem o koncentraci 80 mg/l
destilované¢ H20. Po 30 minutach kultivace pti 37 °C je reakce zastavena ptidanim 1,5 ml
roztoku NH>OH. HCI o koncentraci 13,9 g/ 100 ml destilované¢ H2O o pH 6,5. Smés je
ulozena na 10 minut pfi pokojové teploté, kterd je ptiblizné 25 °C. Po uplynuti stanovené
doby je do smési pfidan barvici roztok 1 ml 5% FeCls.6H20 rozpusténé v 0,1 molarni HCI.
Bezprosttedné po ptidani se obsah promisi a pozoruje zbarveni. Pokud je vzorek pozitivni na
ptitomnost acetylfosfatu produkovaného bifidobakteriemi, zbarvi se roztok do cervenofialova.

Pokud roztok acetylfosfat neobsahuje, zastava zluty (Vlkova et al., 2002).

4.7. Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS

Prvni studie o identifikaci mikroorganismti pomoci hmotnostni spektrometrie se datuje
roku 1975, kdy ji poprvé pouzil Anhalt a Fenselau pro chemotaxonomii mikroorganismi
(Alusta, 2015). Diky tomuto uspéchu zacal od roku 1975 probihat vyzkum zacileny na
zdokonaleni metody. Po 19 letech se roku 1994 zdafila touto metodou uspé$na analyza
bakterii z lyzatu bunék (Cain et al., 1994). Nejvétsi tspeéch vSak zazila tato metoda roku 1996,
kdy byla poprvé pouZita pro analyzu celé bakteridlni buiiky (Alusta, 2015).

Roku 2009 publikoval Seng a kolektiv praci pojednéavajici o pouzitelnosti
MALDI-TOF MS k identifikaci bakteridlnich kment. V této praci uvadi, ze zpracovani
vysledkt z 1660 vzorkli odhalilo spravnost analyzy u 95,4 % vzorkt, z ¢ehoz bylo 84,1 %
vzorkl identifikovano na urovni druhu a 11,3 % vzorkt bylo identifikovano na urovni rodu.
Ze zbyvajicich 4,6 % vzorkl bylo 1,7 % chybné identifikovdno a u 2,8 % byla absence
identifikace. Tyto chyby jsou piipisovany nespravné interpretaci vysledkii ¢i chybnym

zaznamum (Seng et al., 2009).
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4.7.1. Identifikace bakterii pomoci hmotnostni spektrofotometrie

MALDI-TOF MS

MALDI- TOF MS ma v dnes$ni védé rozsahlé moznosti pouziti (Alusta, 2015). Tim se
stala nezbytnou soucasti pii zkoumani a identifikaci biopolymerti, syntetickych polymert,
farmaceutik, nizkomolekularnich organickych i anorganickych latek, plisni, kvasinek
a predevsim bakterii (Holland et al., 1996; Seng et al., 2009; Theel, 2013). Jedna z nejvétSich
vyhod této metody je bezesporu rychlost ziskani vysledkii. Mellmanovi a kol. se podatilo ve
svém vyzkumu zkratit ¢as identifikace mikroorganismii na méné nez 10 minut. Mezi dalsi

prednosti patii poteba relativné malého mnozstvi vzorku (Alusta, 2015).

Identifikace MALDI-TOF MS lze provadét pomoci dvou pfistrojt. Jedna se 0 MALDI
Biotyper od firmy Bruker a SHIMADZU (Shimadzu Corporation). Studie poukazuji na fakt,
ze lep$i bakteridlni identifikace je dosaZzeno pouzitim pfistroje Bruker- 94 % spravnych
vysledkd, oproti Shimadzu - 88 % spravnych vysledkd ze 720 izolovanych vzorki. (Emonet
et al. 2010).

4.7.2. Identifikace bifidobakterii pomoci MALDI-TOF MS

Rychla a spolehliva identifikace pomoci metody MALDI-TOF MS, zvlasté pak na
pfistroji Bruker, se ukéazal jako vhodnd mozZnost identifikace bakterii traviciho traktu jako je
napiiklad rod Bifidobacterium (Alusta, 2015; Emonet et al., 2010). Tuto moZnost zkoumal
roku 2015 pan Chaplin et al. ve své praci druhové diverzity bifidobakterii ve stfevni
mikrofléte studované pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie, provadénych na 93
zdravych osobach ve véku od 1 mésice do 57 let. V této praci uvadi, ze 93% vyizolovanych
kmeni z fekalnich vzorka dokazala MALDI-TOF MS uspésné identifikovat na tirovni druhu.
Dale poukazuje na fakt, Ze vZdy minimalné dva z kment kazdého druhu byly pfekontrolovany
pomoci metody 16S rRNA sekvenovanim fragmentu genu. Ve vSech piipadech byly vysledky
prekontrolovanych vzorkt shodné s identifikaci MALDI-TOF MS (Chaplin et al., 2015).

Pro tyto piednosti si tuto metodu vybral roku 2016 Khonsari et al. pro srovnavaci studii
bifidobakterii ve stievé déti a dospélych osob. Khonsari et al. dosel k vysledku, ze
MALDI-TOF MS dokazala, identifikovala vSechny izolaty az na Grovni druhu .
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4.7.3. Princip metody

Zkoumany vzorek se smisi s matrici (kyselina skoficova ¢i benzoovd) v poméru
1:10000 a ptenese se na hlinikovou ¢i nerezovou desticku s kruhovymi zarezy (Ho et Reddy,
2011). Tato matrice ma schopnost dobré absorpce UV zateni (Spalding et al. 2016). Desticka
je nasledné vysusSena ptfi pokojové teploté a umisténa do analyzatoru, kde je vytvoieno
vakuum a tim potiebny podtlak pro vykrystalizovani vzorku (Friedecky et Lemr, 2012;
Spalding et al. 2016). Z laseru se vysle puls paprsku zaméfeny na jednotlivé teréiky. Toto
zateni zpusobi zahtati a naslednou sublimaci matrice, ktera prechazi do plynné faze a strhava
s sebou molekuly analytu (Kadl¢ik et al., 2002; Friedecky et Lemr, 2012). Ionizované
molekuly nasledné vstupuji do trubice s vakuem. Diky tomuto prostfedi se mohou molekuly
pohybovat rychlosti umérnou jejich hmotnosti a néboji. Leh¢i Castice ¢i Castice s vySSim
nabojem se pohybuji rychleji nez molekuly s vy$$i hmotnosti ¢i niz§im nabojem (Spalding et
al. 2016). Rychlost pohybu molekul a ¢as potfebny k priletu molekul mezi iontovym zdrojem
a detektorem je rozhodujicim faktorem pro detekci vzorku (Lewis et al., 2000). Vystupnimi
daty jsou hmotnostni spektra v podob¢ pikového grafu. Profily proteint ziskanych pii analyze

se pohybuji v hodnotach od 2 do 20 kDa (Theel, 2013).

Pikovy graf je porovnavan s databazi referen¢nich spekter z jiz diive identifikovanych
izolath. Vysledkem je druhova identifikace mikroorganismt s pfifazenou hodnotou
vyjadiujici shodu vzorku s referenénim vzorkem z databdze MALDI Biotyper (Theel, 2013).

Vlastni vyhodnoceni provadi v kone¢né fazi laborant (Seng et al., 2009).

Uspé&snost metody MALDI-TOF MS se pohybuje se okolo 95 % spravné uréenych
vzorkd na druhové ¢i rodové urovni. Chyby, které se vyskytuji, jsou vétSinou pifipsany na
vrub nespravnym zaznamim v databdzi, chybnému rozhodnuti laboranta ¢i nespravné

ptipravé vzorkl (Seng et al., 2009).
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Obrazek ¢islo 3: Princip metody MALDI-TOF
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4.8. Identifikace bakterii pomoci PCR

Roku 1983 pan Kary Mullis vynalezl a uvedl do praxe polymerazovou fetézovou
reakci (PCR) spocivajici v enzymatické amplifikaci DNA in vitro syntézou v mnoha
tepelnych fazich. Tento vynalez byl natolik vyznamny pro védeckou praci, ze za néj obdrzel
roku 1993 Nobelovou cenu (Gupta et al. 2016). PCR patii v soucasné dobé k Casto
vyuzivanym metoddm ve vSech odvétvi v&dy, jako jsou napiiklad archeologie, izolace genti ¢i
aplikovany geneticky vyzkum. S velkym tspéchem se také tato metoda poZiva pfi identifikaci
mikrobioty v niz umoznuje PCR rychlou a citlivou identifikaci (Bartinkova, 2005; Saddam et
al., 2015). Jeji hlavni vyhodou je moZnost identifikace pomalu rostoucich, Spatné
kultivovatelnych ¢i nekultivovatelnych bakterii. Dalsi velkou vyhodou je mozZnost
automatizace vSech slozek PCR, coz umoznuje pracovat i Svysoce patogennimi
mikroorganismy ¢i virovymi ¢asticemi s nulovym ohrozenim personalu laboratote (Saddam et
al., 2015). Metodu PCR leze rozdélit na dvé ¢asti. Prvni je izolace DNA ze zkoumaného
vzorku. Tento krok je velmi vyznamny a na jeho spravném provedeni zavisi mnohdy

uspésnost ¢i neuspesnost dalSich krokti. Druha ¢ast je vlastni PCR a vyhodnoceni vysledki.
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4.8.1. Metoda PCR

Proces amplifikace spociva ve stfidavém zahiati a ochlazeni vzorku. Teplota a pocet
cykll zavisi na rodové ptislusnosti zkoumaného vzorku. V zasadé 1ze amplifikaci rozdélit na
3 opakujici se cykly a to denaturaci, hybridizaci a elongaci. Dale pak na 2 cykly probihajici
v amplifikaci jen jednou, mezi néz patii Givodni denaturace a zavére¢na elongace (Smarda,

2010).
Uvodni denaturace

Uvodni denaturace probiha za stejnych teplot jako denaturace (cca 95 °C) ale na rozdil
od ni probiha mnohem del$i dobu (cca 3-5 minut). Dostate¢n¢ dlouha tivodni denaturace
zajisti dokonalé rozpleteni mateifské DNA. V ostatnich krocich denaturace staci jiz kratké
doby, protoze je ve smési pfitomna jiz nové vznikld templatovd DNA, kterd byva kratsi

a snaze denaturovatelna (Filippetti et al. 1999,Murri et al. 2013).
Denaturace

Denaturace DNA je provadéna pomoci vysoké teploty, pohybujici se okolo
94 °C-96 °C po dobu 0,5 az 1 minuty v zavislosti na pouzitém primeru a druhu bakterie
(Barttiikova, 2005, Smarda 2010). Pasobenim téchto teplot vede k rozpadu vodikovych
mustki a tim rozvolnéni DNA na dva fetdzce ssDNA (Smarda, 2010). Reakce je zaloZena na
schopnosti DNA denaturovat pii zvySené teploté a opétovné renaturaci po snizeni teploty za

zachovani komplementarity bazi (Bartinkova, 2005).
Hybridizace

Dalsi faze spociva v ochlazeni vzorku na teplotu pohybujici se kolem 30 az 65 °C po
dobu 30 sekund az 1 minuty. Tato doba se mize dle druhu bakterie ménit. Pfi této teplote
probiha nasednuti primerti na 3" konce DNA (Bartiikova, 2005). Teplota hybridizace je
klicova pro spravné provedeni PCR. Pii zvoleni pfili§ nizké teploty mohou primery nasedat
I na sekvence, které k nim nejsou komplementarni ¢i jsou komplementarni jen z Casti, a tim
muze dochazet k tvorbé nespecifickych produktii. Pii zvoleni pfili§ vysoké teploty se primery
malo hybridizuji a produkty se nevytvoii v dostate¢né mnozstvi (Smarda, 2010). Primery jsou
synteticky pfipravené jednovlaknité oligonukleotidy s komplementarni sekvenci k sekvenci
DNA na 3" konci obou vlaken. Jejich délka ¢inni zhruba 20 nukleotida (Bartaiikova, 2005).
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Elongace

Posledni opakovand faze je syntéza novych fetézcl probihajicich pfi teploté
pohybujici se okolo 65-75 °C a dobé¢ 30 sekund az 1 minuty dle druhu bakterie.
Oligonukleotidy pfisedlé ve fazi hybridizace slouzi nyni jako templat pro polymerdzu.
V tomto kroku se tvoii dvojnasobné mnozstvi produktu oproti vychozimu stavu (Smarda,
2010). Nejcasteji pouzivana polymeraza je Taq, kterd prodluzuje vlakno DNA od 5" konce ke
3’ konci pfi optimdlni teploté 72 °C (Bartiiikova, 2005). Pii této teploté dokaze k primeru
ptidat rychlosti 150 bazi za sekundu. Pfi teploté nad 90 °C, ktera je potiebnd v dal§im cyklu
k denaturaci, neni tento enzym aktivni, ale sam dokaze dostatecné odolavat denaturaci
(Smarda, 2010). Po prvnim cyklu se pocet fetézci DNA ve smési zdvojnasobi. Tyto 3 cykly
se nckolikrat opakuji. Pocet fetézcli pfi opakovani cyklu pfibyva exponencialng. Po 30
cyklech se z 1 DNA vytvoii zhruba 10° amplikont (kopie mateiské DNA) (Smarda, 2010).
Velikost amplikont se pohybuje v desitkach ¢i tisicich paru bazi (bp) (Barttitkova, 2005).

Zavérecna elongace

Zavérecna elongace zajistuje plné dosyntetizovani produktti. Probiha pfi teploté okolo

72 °C a doba trvani je okolo 4 minut (Guihéneuf et, al. 2015).
Pausa

Pii pause se zchlazuje vzorek na teplotu 4 °C. V takto zchlazeném vzorku jiz

neprobihaji Zadné reakce (Guihéneuf et, al. 2015).
Vizualizace

Detekce nesyntetizovaného produktu po ukonceni cyklt spociva v jeho obarveni
latkou, ktera dokaze fluoreskovat pod UV zafenim. Mezi tyto latky patii naptiklad ethidium
bromid. Gel Red ¢i SYBR green. Po obarveni DNA se produkt spole¢né s kontrolnim
vzorkem umisti na agar6ézovy ¢i akrylamidovy gel kde dochazi k elektroforéze. Gel
s molekulami DNA se vlozi do UV komory a vizualizuji se pomoci UV svétla. Pozitivni
reakce se projevi svetélkujicimi prouzky v oblasti totoznych s oblastmi kontrolnich vzorkd.
Pozitivni reakce vypovida pouze o pfitomnosti testovaného mikroorganismu. Nevypovida nic

0 pocateCnim mnozstvi mikroorganismu v testovaném vzorku (Demnerova, 2012).
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4.8.2. Identifikace bifidobakterii pomoci PCR

Rod bifidobakterium patii mezi anaerobni bakterie, ¢imz se fadi mezi nesnadno
kultivovatelné (Rakicka et al., 2015). Bylo tedy zapotfebi navrhnout kultivaéné nezavislou
metodu, kterd by tento druh dokézala identifikovat. Jako vhodny druh kultivacné nezavislé

metody vhodné po bifidobakterie se ukézala metoda PCR (Su et al., 2012).

Pro kazdy druh ¢i skupinu bifidobakterii je potfeba mit druhoveé ¢i skupinové
specificky primer s ptislusnou teplotou, pii které dany primer funguje. Pfehled primert
a teplot pouzitych pro tuto praci je uveden v tabulce Cislo 4 v kapitole material a metody na

strané 42.

Metodu identifikace pomoci PCR si zvolil napfiklad pan Walker et al., ktery vydal
roku 2015 studii s nazvem profilovani 16S rRNA genu stfevni mikroflory kojence je silné
ovlivnéna zpracovani vzorku a PCR primer vybéru. Tato prace se zabyva porovnani vykali
dvou kojenci se zaméfenim na porovnani riznych amplifika¢nich primerd na mnozstvi
specifickych bakteridlnich taxond. Prace poukazuje na fakt, ze smésny primer byl schopny
identifikovat v priméru o 30% vice bifidobakterii nez specificky primer. Dale klade diraz na
pouziti vhodnych teplot (Walker et al., 2015).

4.9. PCR V reilném ¢ase (RT PCR)- spojena s reverzni transkripci
Stouto variantou PCR se také muizeme setkat pod ndzvem qPCR (kvantitativni
polymerazova fetézova reakce). Jak jiz nazev napovida RT PCR méii amplifikaci v realném

case na rozdil od klasické PCR u niZ se vysledky shromazd'uji po ukonceni reakce.

Tato varianta PCR je pouzitelna pokud je zapottebi amplifikovat mRNA. Prvnim
krokem je, stejn¢ jako u klasické PCR, izolace genetické informace v podobé mRNA ze
vzorku. Nasleduje krok, v némz se pfevede mRNA na cDNA pomoci reverzni transkriptazi.
klasickd PCR zalozena na amplifikaci DNA. Jeji obtiznost nespociva ve slozitosti piepisu
RNA do cDNA ale v rychlé degradaci vzorku uc¢inkem ribonukleas, které se bézné vyskytuji
jako kontaminanty vzorkd, pomucek i chemikalii. Ribonukledsy jsou navic termostabilni
a odolné vii¢i nékterym denaturaénim &inidlim (Smarda, 2010).
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4.10. DGGE

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza patii mezi kultivacné nezavislou metodu
(Sherif et al., 2014). Tato skutecnost pfedurcuje metodu jako vhodnou pro zkoumani stfevni
mikrobioty, kde je az 60% bakterii velmi téZko kultivovatelnych diky svym narokim na

prostiedi a ziviny, ¢i dokonce nekultivovatelnych (Ferrocino et al., 2015).

Metoda je zaloZena na principu rychlosti denaturace vodikovych mustki. DNA se
bude 1épe oddelovat v mistech mezi adeninem a thyminem z diivodu spojeni téchto dvou bazi
pouze dvémi vodikovymi miustky. Zatim co baze cytosinu a guaninu budou stabilnéjsi
z ditvodu spojeni téchto bazi tfemi vodikovymi mustky, k jejichz rozpojeni je potieba vétsi

energie.

DNA ze vzorku se vlozi na polyakrylamidovy gel se zvySujicim se mnozstvim
denatura¢niho ¢inidla skladajiciho se z mocoviny a formaldehydu. Gel se nasledné vlozi do
elektrického pole, vnémz putuje DNA rychlosti tmérnou jeji hmotnosti az do chvile
rozpojovani bazi. Takto rozvolnéna DNA se na gelu pfestane de facto pohybovat a na gelu se
ustali DNA jako bend. Dle vzdalenosti od startu se usuzuje na sloZzeni DNA. Citlivost se blizi

100% (Sherif et al., 2014).

7.6. NGS

Pyrosekvenovani patii od roku 2005, kdy byl uveden na trh prvni komeréné dostupny
analyzator k vyhledavané metod¢ ke genotipizaci bakterii (Koubkova et al., 2014). Mezi dalsi
dilezité vyuziti patfi odliSeni patogennich a nepatogennich bakterii v rdmci jednoho

bakteridlniho druhu (Ahmadian et al., 2006).

Proces pyrosekvenovani zacina nestépenim DNA na dvouvlaknové fragmenty. Na tyto
fragmenty se ptipoji koncove specifické adaptory (A a B adaptory) slouzici v dalSich krocich
k purifikaci, amplifikaci a vlastni sekvenci. Na B adaptor se navaze biotin, ktery slouzi
k imobilizaci fragmentd na streptavidinem pokrytych magnetickych kuli¢ek. Dvouvlaknové
fragmenyt jsou denaturovany. Takto vzniklé jednofetézcové fragmenty jsou pfipraveny
k hybridizaci ke specialnim kulickim DNA s komplementarni sekvenci DNA slouzicich jako

primer pro naslednou amplifikaci (Koubkové et al., 2014).

Podminky pii hybridizaci jsou navrZeny tak aby na jednu DNA kulicku byl navazan

pouze jeden DNA fragment. Kazda kulicka je uzaviena v olejové emulzi s vodou, kde probiha
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nezavisla amplifikace jednoho fragmentu. Po skonceni jsou kulicky uvolnény z emulze,
pficemz kazdy nese cca 10 miliont identickych kopii ptivodni DNA. Nasleduje promyti
kulicek, kdy se zachovaji pouze kulicky s amplifikovanou DNA. Na zbyl¢ kulicky se piichyti
sekvencni primer a smés se nanese do jamek na pikotitracni desticky, které jsou navrzeny tak
aby do nich zapadla pouze jedna DNA kulicka. Tato desticka je rozdélena do Ctyt vrstev kam
se centrifugaci nanesou dals$i druhy kulicek a zbytek reakéni smési dilezité pro pyrosekvenci

(Koubkova et al., 2014).

V reakéni smési se nachdzi mateiska DNA ze vzorku, 4 enzymy (DNA polymeraza,
sulfurylazy, luciferazy a apyrazy) a enzymatické substraty (adenosin fosfosulfat, d-luciferin).
Nukleotidy se do smési ptidavaji postupné jeden po druhém (Ahmadian et al., 2006). Pii
kompletovani komplementarniho nukleotidu DNA polymerazou se uvolituje pyrofosfat, ktery
je ptevadén na ATP coz za pomoci dalSich ve smési pfitomnych enzymi emituje viditelné

svétlo podle néhoz je usuzovano na slozeni a délku DNA (Koubkova et al., 2014).

Mezi hlavni vyhody patfi moznost proskenovani velice kratkych useku o délce

pouhych 20 nukleotidi, rychlost a vysoka efektivnost (Ahmadian et al., 2006).
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5. Material a metody

5.1. Puvod a charakterizace vzorku

Roku 2013 bylo osloveno 21 darcti, od kterych byly ziskany vzorky stolice. Darci byli
rozd¢leni dle stravovacich navykt do dvou skupin. Jedna skupina ¢itala 10 osob stravujicich
se konven¢ni dietou s obsahem masa a masnych produktd, z nichz bylo 9 dospélych osob
a jedno dité¢ ve v€ku 7 let. Druha skupina ¢itala také 10 darcu s lakto-vegetarianskou stravou,
z nichz bylo 8 dospélych osob, jedno dité¢ ve véku 7 let s vegetarianskou stravou a jeden
kojenec ve véku 2 meésici krmeny matetskym mlékem od vegetaridnské matky. Druha
skupina zahrnovala také jednoho darce s veganskou stravou. Doba trvani diety byl u kazdé
osoby hlaSen del$i nez dva roky. 6 mésicii pied odbérem vzorku nepozila zddnd osoba
antibiotika, probiotické ¢i prebiotické dopliikky stravy, krom béznych potravin jako jsou

napiiklad kysané mlécné produkty ¢i kysand zelenina. Podrobnéjsi informace o darcich jsou

uvedeny v tabulce ¢. 2.

Vlastni rozbor stolice darci a kultivace na selektivnich médiich byl proveden
studentkou Ceské zemédélské univerzity Evou Mragkovou. Pro potieby prace byly pouzity
bakterialni izolaty a informace o kvantitativnim zastoupeni u skupin bifidobakterii
a lactobacilt. Tyto vzorky se zkoumaly pomoci kultivaéné zavislé metody MALDI-TOF MS.

Vzorky byly néasledné uschovany ve zmrazeném stavu pro dalsi zkoumani.

Roku 2015 bylo vybrano z 21 zmrazenych vzorka 20 vzorku, které byly podrobeny
zkoumani pomoci kultiva¢né nezavislé metody PCR. Vybrané vzorky jsou oznaceny v tabulce

¢islo 2 podbarvenim.
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Tabulka é&. 3 : Informace o darcich

Druh diety | Pohlavi | Vék | Druh diety Pohlavi Vék

Konvenéni dieta | Zena 21 Vegetarianské dieta | Zena 7
Zena 24 Zena 21
Zena 26 Zena 27
Zena 28 Zena 32
Zena 29 Zena 32
Zena 36 Zena 33
Zena 36 Zena 34
Muz 7 Zena 36
Muz 24 Muz 2 (mésice)
Muz 50 Muz 39

Veganska dieta Zena 30

5.2. Izolace bakterii ze selektivnich agara pouzité pro identifikaci

MALDI-TOF MS

Na selektivnim agaru WSPMup podle BuneSova (2012) pouZivaného pro
bifidobakterie byl naockovéan rozfedény vzorek. Petriho misky s naockovanym agarem byly
vlozeny za anaerobnich podminek na 48 hodin do termostatu nastavené¢ho na 37 °C. Po
uplynuti stanovené doby byl patrny narlst kolonii, ze kterych byla potiteba vyizolovat ¢isté

kultury.

Z jednotlivych kolonii byly vyzihanou klickou odebrany vzorky kolonii tak, aby se

zamezilo odebrani zivného média. Vzorky byly nasledné z klicky pievedeny do bujonu

41



Wilkins Chalgren (Oxoid) doplnény o sojovy pepton (5 g/l), L-cysteine (0,5 g/l) a Tween 80
(1 ml/l). Zkumavky byly vlozeny opét do termostatu na 24 hodin piti 37 °C.
Z narostlé kultury byl za aseptickych podminek odebran vzorek, ktery byl podroben

morfologické kontrole pomoci mikroskopu.

5.3. Identifikace bifidobakterii na aroven rodu

Jednim z béznych biochemickych testli pouzivanych pro identifikaci bifidobakterii je
prokdzani pfitomnosti enzymu vznikajictho pii fermentaci hexdéz frukt6zo-6-fosfat
fosfoketoldzou v bunééném extraktu. Principem testu nazyvaného FO6PPK je reakce, pfi
niz z frukt6zo-6-fosfatu vznika acetylfosfat. Vznik acetylfosfatu se detekuje Cervenofialovym
zbarvenim chalatl Zeleza (Scardovi, 1982). Timto testem byly ziskané izolaty (200 vzork; 10
izolatt z kazdého darce) identifikovany jako rod Bifidobacterium. Podrobny postup metody je

uveden v ptiloze ¢. 1.
5.4. ldentifikace metodou MALDI-TOF MS

1 ml Cerstvé narostlych Cistych kment z bujonu byl po mikroskopické identifikaci
asepticky pfeveden do uzaviratelné Eppendorff zkumavky o objemu 1,5 ml. Vzorek byl
vlozen do centrifugy a odstfed’ovan po dobu 3 minuty pii 14 500 otackach. Po odstfedéni se
vzorek rozdélil na sediment (peletu bakteridlni kultury) a supernatant. Peleta byla poté
rozpusténa v 60% etanolu a v chladni¢ce uchovavana pro dalsi zpracovani. Vzorky byly dale
zpracovany podle protokolu metody zaloZené na inaktivaci ethanolem v kombinaci s extrakei
kyselinou mravenéi a acetonitrilem na VSCHT. Podrobny postup p¥ipravy vzorku pro vlastni

analyzu je uveden v pfiloze ¢. 2.

Analyza probihala na pfistroji MALDI-TOF Biflex IV (Bruker), instalovaném
v Ustavu biochemie a mikrobiologie na Vysoké $kole chemickotechnologické v Praze. Po
analyze bylo z kazdého vzorku vygenerovano hmotnostni spektrum v podobé¢ pikového grafu,
které urcuje jedinecné proteinové slozeni nezndmého vzorku. Kazdy vrcholek piku vyjadiuje
mikrobidlni protein charakteristicky pro dany mikroorganismus. Identifikace vzorkl byla
provedena pomoci pocitacového srovnani pikového grafu nezndmého vzorku s databazi
referen¢nich spekter, jiz diive analyzovanych vzorkii (MALDI Biotyper). Ukazka pikového

grafu je na obrazku €. 5.
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Obrazek ¢. 5.: Hmotnostni spektra, ukazka podle (Carbonelle et al., 2011)
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Vyse uvedené analyzy byly provedeny béhem predchozich experimenti na Katedie
mikrobiologie, vyzivy a dietetiky a jsou soucasti mé bakalarské prace. Vysledky slouzily i pro
publikovani védeckého clanku BIFIDOBACTERIA, LACTOBACILLI AND SHORT
CHAIN FATTY ACIDS OF VEGETARIANS AND OMNIVORES (Bunesova et al., 2017).

5.5. Izolace bakterialni DNA ze vzorku stolice

Ze vzorku stolice darce bylo navdzeno a kvantitativné pfevedeno 500 mg vzorku do
2ml zkumavky Lising Matrix E. K obsahu bylo piipipetovano 978 uL SP (Sodium
Phosphate) roztoku a 122 pL MT roztoku. Vznikld smés byla homogenizovana v pfistroji
FastPrep® po dobu 80 sekund pfi rychlosti 5.0. Homogenizovand smés byla vloZena do

centrifugy a centrifugovana pii 14 000 otackach po dobu 10 minut.

Do nové 2 ml mikrocentrifugaéni zkumavky byl kvantitativné ptelit vznikly
supernatant a piidano 250 pL roztoku PPS (Protein Precipitation Solution). Smés byla
promisena 10x otocenim dnem vzhiru a sto¢ena v centrifuze nastavené na 14 000 otacek po
dobu 10 minut. Poté byl piepipetovan supernatant do 15 ml zkumavek, k némuz bylo ptidano
1000 pL Binding Matrix. Znovu byl obsah promisen otacenim zkumavek dnem vzhiru po

dobu 2 minut. Nasledné byl obsah nechan sedimentovat po dobu 10 minut.
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Po uplynuti stanovené doby bylo odstranéno 800 pL supernatantu z vrchni casti.
Usazena peleta byla rozmichdna ve zbylém supernatantu a bylo odeberano 650 uL, které bylo
pievedeno do zkumavek se SPIN filtrem. Zkumavky byly vlozeny do centrifugy
a centrifugovany po dobu 1 minuty pii 14 000 otackach. Supernatant separovany pod filtrem
byl slit do odpadu.

Peleta usazena ve filtru byla rozpusténa v 500 pL roztoku SWES-M. Zkumavky byly
opét sto¢eny v centrifuze po dobu 1 minuty p#i 14 000 otackach. Seperovany supernatant pod
filtrem byl odstranén. Pro dokonalé stoCeni byl vzorek jesté jednou centrifugovan pti 14 000
otackach po dobu 2 minut, a naposledy byl odstranén supernatant. Zkumavky byly otevieny

a ponechany 5 minut na vzduchu pii pokojové teploté pro odpareni zbylého ethanolu.

Po odpateni byla peleta rozmichana ve 100 pL destilované vody a opét stoCena
v centrifuze po dobu 1 minuty pii 14 000 otackach. SPIN filtr byl odstranén. V tekutiné na
dn¢ zkumavky ziistala DNA vhodna pro PCR analyzy.

Takto ptipravené vzorky miiZzeme uchovat v mrazéku pfi teploté -20 °C.

Zdroj: piibalova informace http://www.mgp.cz

5.6. Rodové a druhové specificka PCR

Pro detekci a druhové zastoupeni bifidobakterii v testovanych vzorcich stolice byla
pouzita PCR s pouZitim rodové specifického a druhové/ podruhové specifickych primert.

K analyze byla pouZita vyizolovana totalni bakteridlni DNA ze stolice darce.

5.6.1 Priprava PCR reakce

NiZe je uvedena reakéni smés vSech komponent potiebnych pro PCR reakci pred
rozdélenim do jednotlivych reakci. Vypocet mnozstvi smési probihd souctem jednotlivych
komponent a zndsobenim poctem jednotlivych reakei plus jedna reakce navic. Tato smés se
pfipravuje v nadbytku kvili nasledujicim ztrdtdm pii pouziti, jako je naptiklad ulpivani na
sténach zatizeni. Slozeni smési a mnozstvi komponent pro jednu reakci je uvedeno v tabulce

¢. 4.
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Tabulka €. 4: Komponenty PCR smési

Komponent Mnozstvi
PCR Mix 12,5 ul
Primerl 1 ul
Primer 2 1 ul
Sterilni voda 9,5 ul

PCR Mastermix a sterilni PCR voda ziistava u vSech reakci stejnad. Méni se pouze druh

primeru 1 a 2. Pro kazdy rod/ druh bakterie se pouZziva jina dvojice primerd. Jejich ptehled je

Vv tabulce ¢&. 5.

Tabulka €. 5: Prehled primera

Nézev bakterie Nézev Slozeni primru °C | Bp
primru

Bifidobacterium sp. Bif 162 GGGTGGTAATGCCGGATG 59 | 523
Bif 662 CCACCGTTACACCGGGAA

B. adolescentis group BIADO-1 | CTCCAGTTGGATGCATGTC 58
BiIADO-2 | CGAAGGCTTGCTCCCAGT 279

B. angulatum BiIANG-1 | CAGTCCATCGCATGGTGGT 60
BiIANG-2 | GAAGGCTTGCTCCCCAAC 275

B. bifidum BiBIF-1 | CCACATGATCGCATGTGATTG |59
BiBIF-2 | CCGAAGGCTTGCTCCCAAA 278

B. breve BiBRE-1 | CCGGATGCTCCATCACAC 57
BiBRE-2 | ACAAAGTGCCTTGCTCCCT 288

B. catenulatum BiCATg-1 | CGGATGCTCCGACTCCT 59

B. pseudocatenulatum [ BiCATg-2 | CGAAGGCTTGCTCCCGAT 285

B. dentium BiDEN-1 | ATCCCGGGGGTTCGCCT 59
BIiDEN-2 | GAAGGGCTTGCTCCCGA 387

B. gallicum BGAL-1 | TAATACCGGATGTTCCGCTC 59
BGAL-2 | ACACAGGACCCGGAAAAAGG 303

B. longum subsp. longum | BiLON-1 | TTCCAGTTGATCGCATGGTC 59 | 831
BiLON-2 | GGGAAGCCGTATCTCTACGA
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B. longum subsp. infantis | BilNF-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC 59
BiINF-2 | GGAAACCCCATCTCTGGGAT 828

B. animalis subsp. lactis LW-1 GCACGGTTTCGGCCGTG 55 | 567
LW-2 GGGAAACCGTGTCTCCAC

Hotova PCR smés se rozpipetuje do jednotlivych uzaviratelnych PCR zkumavek. Do

kazdé takto pripravené zkumavky piipipetujeme 1 pul DNA z kazdého testované¢ho vzorku.

Pro kontrolu se piipravuje i vzorek z referenéniho kmenu bakterie, odpovidajici bakterii

momentalné zkoumané. Prehled referen¢nich kmenti je uveden v tabulce €. 6.

Tabulka €. 6: Piehled referen¢nich kmenu bifidobakterii

Kmen bifidobaketrie Sbirkové oznaceni
Bifidobacterium adolescentis | DSM 20083
B. angulatum DSM 20098
B. animalis subsp. lactis DSM 10104
B. bifidum DSM 20456
B. breve DSM 20213
B. catenulatum DSM 16992
B. dentium DSM 20436
B. gallicum DSM 20093
B. longum subsp. infantis DSM 20088
B. longum subsp. suis DSM 20211
B. pseudocatenulatum DSM 20438

5.6.2. Reakce PCR

PCR zkumavky s PCR smési, primery odpovidajicimi detekovanému druhu bakterie

a DNA ze vzorku (celkovy objem smési 25 pl) byly vlozeny do termocykléru Biometra.
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Teplotni programy jsou uvedeny V tabulce Cislo 7. V tomto pfistroji probihala tvodni
denaturace, opakujici se cykly (denaturace, hybridizace, elongace), zavéreéna elongace
apauza. Cyklus slozeny z denaturace, hybridizace a elongace se opakoval u rodu
Bifidobacterium animalis subsp. lactis 30 krat. U vSech ostatnich druhd probihal proces
35krat.

Tabulka ¢islo 7: Teplotni programy

Nazev Bifidobacterium animalis subsp. Ostatni rody Bifidobacterium
bakterie lactis
Teplota (°C) Doba (min) Teplota (°C) Doba (min)
Uvodni 95 5 95 5
denaturace
Denaturace 95 0:30 95 0:20
Hybridizace 55 1 X 0:20
Elongace 72 4 72 0:30
ZavéreCna 72 7 72 10
elongace
Pausa 4 - 4 -
Legenda x:

58 °C- B. adolescentis, B. catenulatum, B. kashiwanohense, B. pseudocatenulatum, B. breve
59 °C- B. bifidum, B. dentium, B. gallicum, B. longum subsp. infantis, B. longum subsp. suis
60°C- B. angulatum

64 °C- B. animalis subsp. lactis

5.7. Vizualizace PCR produktu

Zreagovany produkt je potfeba separovat, zvizualizovat a identifikovat. Pro tuto
potiebu byl pouzit 1% agardézovy gel sjamkami pro vneseni vzorku. Agardézovy gel byl
pfipraven smisenim 1 gramu agarézového prasku (Serva) a 100 ml 0,75x koncentrovaného

TAE pufru (Serva). Tato smés byla dikladné¢ promichana a vlozena na 3 minuty do
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mikrovinné trouby nastavené na nejvyssi ohfev. Po uplynuti ¢asu byla smés schlazena na
60 °C a ptipipetovano 5 pl ptipravku GelRed (Biotium). Smés byla vlita do nalévaci vany do
vysky min 8 mm spole¢né s hiebinkem vytvaiejici jamky. Gel tuhl cca 30 minut. Po uplynuti
doby byl vyjmut hiebinek. Gel byl opatrné ptfesunut do elektroforetické vany s 0,75x
koncentrovanym TAE pufrem tak, aby byl zcela ponofen. Do krajni jamky byl nanesen
kontrolni vzorek obsahujici DNA pravé zkoumané bakterie (sbirkovy referencni kmen). Do
ostatnich jamek byly aplikovany testované vzorky v objemu 5 pl. Elektroforeticka vana byla
zapnuta do elektrického zdroje s konstantnim napétim 120 V po dobu 60 minut (elektroforéza
Thermo Scientific OWL EASY CAST B2). Vedle vzorku byl aplikovan také DNA Ladder
(Fermentas, Thermo Fisher Scientific).

Princip metody spociva ve vyuziti zaporného ndboje DNA pochazejicich z fosfatovych
skupin obsazenych v DNA. Diky nim je DNA v elektrickém poli ptitahovan ke kladné

elektrodé (anodg¢).

Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut a umistén do UV-transluminatoru Bio-Rad.
Pod UV zafenim se vizualizovaly bendy. Gel byl nésledné¢ vyfotografovan a reakce

vyhodnocena.
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6. Vysledky

Od roku 2013 do roku 2014 probihal vyzkum, v némz bylo analyzovano 20 vzorka
stolice od zdravych lidskych darcti (10 vegetarianii, 10 lidi s konven¢ni dietou) pomoci
kultivaéné zavislé metody MALDI-TOF MS scilem detekovat druhové zastoupeni
bifidobakterii a laktobacili. V roce 2015 byla DNA z téchto 20 ti vzorkl stolice podrobena
identifikaci pomoci kultivaéné nezéavislé metody PCR, s pouzitim druhové specifickych
primeru pro bifidobakterie, s cilem porovnani druhové diverzity bakterii rodu Bifidobacterium
u lidi s riznou dietou a srovnani identifikace identickych vzorkt pomoci kultivacné zavislych

a kultiva¢né nezavislych metod.

Podrobné informace o darcich jsou uvedeny v tabulce 3 v kapitole materialy a metody.

6.1. Bifidobakterie detekované pomoci kultivaéné zavislé metody -

MALDI-TOF MS

Pro kultivaci bifidobakterii byl pouzit selektivni WSPMup agar. Z kazdého vzorku
bylo odebrano 10 kolonii, se snahou vybrat co nejvice variabilni kolonie, které¢ byly

identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS.

Ve stolici lidi s konven¢ni dietou (10 darcti) byly na tomto agaru detekovany pocty
bifidobakterii v mnozstvi 9,36 + 0,57 log KTJ/ g stolice na rozdil od vegetariant (10 darct)
u kterych byl touto metodou detekovan pocet 9,91 + 0,35 log KTJ/ g stolice. Tento rozdil byl

shledan statisticky nevyznamny.

Pti porovnani bifidobakterii uvedené v grafu ¢islo 1, vyplyva, Ze vegetarianska strava
nemé¢la podle identifikace MALDI-TOF MS prokazatelné¢ vyznamny vliv na vyssi
kvantitativni nebo kvalitativni druhovou diverzitu.

Pomoci kultivacné zavislé identifikace byly nejcastéji detekovany druhy
Bifidobacterium adolescentis a B. longum a to jak u vegetarianti, tak u konvencné se
stravujicich  osob.

Druhy, jako naptiklad B. angulatum, B. dentium ¢i B. longum subsp. infantis se

pomoci této metody nepodafilo identifikovat ani u jedné skupiny.
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Graf ¢. 1.: Srovnani druht bifidobakterii kultivovanych na WSPMup agaru ze vzorku stolic

darcti s konvenéni a vegetarianskou dietou.
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Pro uplnost jsou druhy bifidobakterii vyskytujicich se u osob s vegetarianskou a konvenc¢ni

dietou uvedeny v grafu ¢. 2.
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Graf ¢. 2.: Druhové zastoupeni bifidobakterii u osob s vegetarianskou a konven¢ni dietou

identifikované pomoci MALDI-TOF MS
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6.2. Vysledky identifikace pomoci kultiva¢né nezavislé metody - PCR

Izolovana totalni bakteridlni DNA ze stolice darct byla analyzovdna metodou PCR
S pouziti dostupnych rodové a druhové specifickych primert. Kdy bylo pomoci rodové
specifickych primera Bif 162 a Bif 664 potvrzeno, ze vzorky stolice vSech darct jsou

pozitivni na ptfitomnost bakterii rodu Bifidobacterium, coz se shoduje s vysledky kultivace.

Neshodujici se vysledky mezi identifikaci MALDI-TOF MS a PCR sdruhoveé

specifickymi primery jsou v tabulce podbarveny.

Tabulka €. 8.: Srovnani druhii bifidobakterii identifikovanych pomoci MALDI-TOF MS

a PCR u vzork stolic darcii s konvenéni a vegetarianskou dietou.
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Darce

MALDI- TOF identifikace z izolati (n=10)

Bifidobakterie identifikované pomoci rodové a druhoveé specifickych primert

s?)g BiADOa BiADOb BIiANG BIiBIF BiBRE BIiCATg BIiDEN BIiGAL BiINF BiLON LW
Vegetarianska dieta
V1 B. adolescentis (5), B. longum (5) + - + - - - - - - - + -
V2  B. adolescentis (6), B. longum (4) + + + - - - - - - - + -
V3  B. adolescentis (5), B. catenulatum (1), B. longum (4) + + + - - - + - - - + -
V5  B. adolescentis (6), B. longum (4) + + + - + - + - - - + -
V6  B.longum (10) + + + - - - + - - - + -
V7  B. adolescentis (5), B. longum (5) + + + - - - + - - - + -
B. adolescentis (5), B. bifidum (1), B. catenulatum (1),
V8 B.longum (3) + + + + + - + - - - + -
V9  B. adolescentis (4), B. catenulatum (1), B. longum (5) + + + - + - + - - - + +
V10 B. longum (9), B. pseudocatenulatum (1) + - - - - - + n - - + -
V11 B. bifidum (5), B. longum (5) + + + - + - + - - - + -
Konvenc¢ni dieta
M1 B. adolescentis (6), B. longum (4) + + - - - - - - - - + -
M2  B. adolescentis (4), B. longum (6) + + + - - - + - - - + -
M3  B. adolescentis (8), B. bifidum (1), B. longum (1) + + - - + - + - - - + -
M4  B. animalis subsp. lactis (10) + - - - - - - - - - - +
M5  B. catenulatum (1), B. longum (9) + b + + + - + + - - + -
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M6
M7
M8
M9

B. adolescentis (1), B. catenulatum (5), B. longum (4)
B. longum (10)
B. adolescentis (2), B. longum (8)

B. adolescentis (7), B. longum (3)

M10 B. adolescentis (6), B. catenulatum (1), B. longum (3)
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Legenda

M — konvenc¢ni dieta, V- vegetaridnska dieta, 1-11- Cislo izolatu, + - pozitivni test, - - negativni
test

Primery

Bif spp. — Bifidobacterium spp., BIADOa- B. adolescentis genotyp A, BIADOb —B. adolescentis
genotyp B, BIANG - B. angulatum, BiBIF — B. bifidum, BiBRE — B. breve, BiCATg —
B. catenulatum a B. pseudocatenulatum, BIDEN — B. dentium, BiGAL — B. gallicum, BiINF —
B. longum subsp. infantis, BILON — B. longum subsp. longum, LW — B. animalis subsp. lactis

Pouzitda metoda PCR, na rozdil od metody qPCR, podava pouze kvalitativni informace

0 vzorku. Srovnani bude tudiz provadéno pouze na kvalitativni urovni.

Z grafu ¢. 3 vyplyva, Ze druhy bifidobakterii identifikované pomoci PCR byly u osob
s konvenéni a vegetaridnskou dietou z 91% totozné. Z tohoto grafu dale vyplyva, Ze pocet
identifikaci z jednotlivych vzorkl je také témét shodny. Rozdily jsou pouze u ¢tyf druhii a to
u B. catenulatum grup (B. catenulatum, B. pseudocatenulatum), B. longum subsp.
infantis, B. longum subsp. longum a B. animalis subsp. lactis.

U B. catenulatum grup (B. catenulatum, B. pseudocatenulatum) byl u konvenéné se
stravujicich osob identifikovan 5 krat. U osob s vegetarianskou dietou byl identifikovan 8 krat.
Druh B. longum subsp. infantis byl u konven¢né stravujicich se osob identifikovan jednou.
U vegetariansky se stravujicich osob nebyl tento druh identifikovan. Poddruh B. longum subsp.
longum byl u konvencné se stravujicich osob identifikovan 9 krat a u vegetariansky se
stravujicich osob 10 krat. B. animalis subsp. lactis byl u konvenc¢né se stravujicich osob

identifikovan 2 krat a u vegetariant byl tento druh identifikovan jen jednou.

Tabulka ¢. 8 ukazuje, ze ziskané vysledky z kultivaéné zavislé metody MALDI-TOF MS
odpovidaji z velké ¢asti vysledkiim ziskanym z kultiva¢né nezavislé metody PCR. Nicméné pfi
pouziti metody PCR byly castéji identifikovany druhy, jako jsou napiiklad B. bifidum
a skupina B. catenulatum (B. catenulatum, B. pseudocatenulatum). Ve vysledcich MALDI-TOF
MS byl druh B. bifidum izolovan ze dvou vzorki ze skupiny vegetarianti a jednoho vzorku osoby

na konvenc¢ni dieté. Vysledky PCR ovSem identifikovali druh B. bifidum u osmi vzorku, z nichz
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patiily 4 vzorky do skupiny s vegetarianskou dietou a rovnéz 4 vzorky do skupiny s konvencni
dietou. Podobné vysledky byly zaznamenany také u druhu B. catenulatum
a B. pseudocatenulatum. Metoda MALDI-TOF MS identifikovala 7 vyskytt téchto dvou vysoce
piibuznych druht. Z toho byly 3 vyskyty u osob s konvencni stravou a 4 vyskyty u osob
s vegetarianskou stravou. Metoda PCR identifikovala 13 vyskyt. 5 vyskyt u osob s konven¢ni

dietou a 8 vyskytl u osob s vegetarianskou dietou.

Metoda PCR shodné¢ s metodou MALDI-TOF MS neidentifikovala zadny izolat jako
druhy B. breve a B. gallicum. Nicméng, pomoci PCR byly identifikovany druhy B. angulatum
a B. dentium, které nebyly nalezeny pfi identifikaci ziskanych izolatd metodou MALDI-TOF MS.

Kmen B. animalis subsp. lactis byl identifikovan pomoci PCR u 2 darct s konvenéni
stravou a jednoho dérce s vegetaridnskou stravou. Tento druh neni povazovéan za typického
predstavitele mikrobioty traviciho traktu ¢lovéka. Jednim z moznych vysvétleni je konzumace

naptiklad kysanych mléénych vyrobkd, které jsou vice ¢i méné zastoupeny v obou typech diet.

Izolaty urc¢ené pomoci MALDI-TOF MS jako druh B. longum byly pomoci specifickych
primerd PCR zafazeny do poddruhu B. longum subsp. longum. Nicméné, u darce M7 na
konven¢ni dieté byla DNA ze stolice darce pozitivni s primery pro B. longum subsp. longum

a B. longum subsp. infantis.

V této studii nebyl zjistén vyznamny dopad vegetarianské a konvenéni stravy na vyskyt
druhtt bifidobakterii. Ve vzorcich obou skupin pifevazovali b&zné druhy bifidobakterii
vyskytujicich se u dospélych osob, jako jsou B. longum subsp. longum, B. adolescentis

a B. catenulatum.
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Graf €. 3.: Srovnani druht bifidobakterii ze vzorka stolic darct s konvencni a vegetarianskou
dietou identifikovanych pomoci metody PCR s pouzitim rodové a druhové/ poddruhoveé

specifickych primert.
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7. Diskuze

Cilem prace bylo porovnat druhové zastoupeni bifidobakterii v zavislosti na dieté
detekované riiznymi metodami. Prace navazuje na vysledky bakalaiské prace, kterd se mimo jiné
zabyvala detekci bifidobakterii ve stolici darcii s konvencni a vegetaridnskou dietou pomoci
kultivace na selektivnich médiich s néaslednou identifikaci kolonii metodou hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF MS. Kdezto v diplomové praci probihalo stanoveni pomoci
molekularné genetickych metod s pouzitim bakterialni DNA vyizolované piimo ze stolice darce.
Analyza probihala u totoznych vzorkii jako v bakaladiské praci, coz umoznilo vysledky ziskané
riznymi metodami porovnat.

Bifidobakterie jsou vyznamnou komenzdlni skupinu mikrobioty traviciho traktu,
predevS§im pak vtenkém a tlustém stfevé. Substratové preference jednotlivych druht
bifidobakterii jsou rizné. Muzeme tedy ocekavat rozdilné druhové zastoupeni u hostitele
Vv zavislosti na jeho dieté. Dal$im vyznamnym faktorem je zpisob identifikace. Lze tedy
ocekavat, ze vysledky druhového zastoupeni se budou liSit v z4vislosti na pouzité metode¢.

Nézory odborniku na vliv vegetarianské stravy s predpoklddanym vyS§im mnoZstvim
vlakniny na kvantitativni zastoupeni mikrobioty ve stievé nejsou jednotné.

U publikovanych studii mikrobioty mezi vegetariany a konvencné se stravujicimi osobami,
nejsou vétSinou jasn€ definované dietni zastoupeni vegetaridnské a konvenéni diety. Jako
nejpodstatnéjsi rozdil je uvadéno, Ze ve vegetarianské strave je absence masa a masnych vyrobki,
které je nahrazeno rostlinnou stravou s vys$sim obsahem vlakniny (Graf et al., 2015). MnozZstvi
nestravitelnych sacharidi ve stravé miize mit zdsadni vliv na bakterialni populace a metabolismus
mikrobioty stfev (Duncan et al. 2006) a proto je ocekavano, ze vegetariani s vy$§im mnozstvim
nestravitelnych sacharidii budou mit vy$s$i mnozstvi bifidobakterii v travicim traktu.

Mezi dalsi dilezity fakt, ktery ma podstatny vliv na druhové zastoupeni a mnoZstvi
sttevni mikrobioty patfi délka konzumace zvolené diety. Pfi srovnani mezi kratkodobou
a dlouhodobou konzumaci diety jasné vyplyva, ze pouze dlouhodoba konzumace ma podstatny
a dlouhodoby vliv na mikrobiotu traviciho traktu (Ferrocino et al., 2015).

SloZeni mikrobioty je povazovano za stabilni (Jalanka-Tuovinen et al., 2011). Nicmén¢ je
znamo, ze relativni Cetnost a vyskyt ur€it¢tho druhu mize kolisat. Kmeny se dale mohou

pfizplsobovat riznym sacharidovym strategiim daného jedince (McLaughlin et al., 2015).
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V poslednich dobé se shodlo nékolik studii na faktu, ze konzumace rtzné diety
S typickym zastoupenim potravin ma vliv na mnozstvi, slozeni a aktivitu stfevni mikrobioty. Jako
hlavni diivod je uvadéno rozdilné substratové slozeni, aktivita enzym, vitaminii a v neposledni
fad¢ 1 kontaminace stfevni mikrobioty mikroflérou potraviny (Ferrocino et al., 2015).

Vysledky Bunesové et al. (2017) zahrnuji vysledky bakalaiské prace. Tyto vysledky
poukazuji na fakt, Ze nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi pocty bifidobakterii mezi
konvencné se stravujicimi osobami a vegetariany. Ke stejnému vysledku dosli také v roce 2009
Liszt et al. (2009), kteti vydali studii, ve které nenachazi zadné vyznamné rozdily ve slozeni
mikrobioty mezi vegetaridny a konvencné se stravujicimi osobami. Nicméné poukazuji na vyssi
pocet Bacteroides a snizené mnozstvi Clostridium Klastru u vegetariansky se stravujicich se osob.
Je nutno vSak dodat, Zze studie byla provaddéna na malé skupiné vzorku (15 vegetariant
a 14 konven¢n¢ se stravujicich osob).

Existuji vSak i prace poukazujici jak na vyssi, tak i niz§i mnozstvi bifidobakterii pfi
porovnani osob s vegetarianskou a konven¢ni stravou.

Zimmer et al. vydali v roce 2012 rozsahlou studii v niz zastavaji domnénku, poukazujici
na niz8i mnozstvi bifidobakterii u osob s vegetaridnskou stravou. V této studii se snazili mimo
jiné o odliSeni fekdlni mikroflory vegetaridni a konvencn& se stravujicich osob. Dosli
k wvysledku, Ze vegetariani méli ve svych vzorcich vyznamné niz$i pocet bifidobakterii nez
konvenc¢né se stravujici osoby. K totoznému vysledku dosli i roku 2015 Ferrocino et al. (2015),
kteti vydavali studii, ve které poukazuji na niz§i mnozstvi Bacteroides a Bifidobacterium sp.
U vegetariansky se stravujicich osob oproti konvencné se stravujicim osobam. Tento fakt pfipisuji
zvySenému mnozstvi vlakniny a nulovému mnozstvi zivo¢isnych tukl a bilkovin ve stravé.

Také Zbotil et al. (2005), ve své praci poukazuji na domnénku, Ze bakteridlni zastoupeni
normalni stfevni mikroflory zalezi z velké miry u jednotlivych osob na stravovacich zvyklostech,
piicemZ dominantni Ulohu hraje mnozstvi vldkniny ve stravé. Predpokladaji, Ze dlouhodobi
konzumenti vys$§iho mnoZstvi vldkniny maji vyznamné odlisSné kvantitativni poméry

Vv digestivnim mikroekosystému s vy$§im podilem bifidobakterii.

V kapitole Bifidobakterie detekované pomoci kultivaéné zavislé metody - MALDI-TOF

MS jsou uvedeny vysledky kvantitativniho zastoupeni bifidobakterii ziskaného pomoci
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identifikace MALDI-TOF MS. Z vysledkt vyplyva, ze bifidobakterie byly detekovany u osob
s konvenc¢ni stravou v poc¢tu 9,36 +0,57 log KTJ/ g stolice a u osob s vegetarianskou stravou
v poctu 9,62 +0,35 log KTJ/ g stolice. Rozdil mezi konventné¢ se stravujicimi osobami
a vegetariany ¢inil 0,26 log KTJ/ g stolice ve prospéch vegetariani. Tento rozdil nebyl shledan
statisticky vyznamnym. K podobnému vysledku dosla napiiklad i Ruengsomwong et al. (2014).
Ta ve své praci z roku 2014 také nenachazi zadné vyznamné rozdily v poctu Bifidobacterium sp.,
¢eledi Enterobacteriaceae, Clostridium sp., Eubacterium sp. a Lactobacillus sp. Tato prace byla
postavena na 13 vzorcich vegetarianti a konvencné se stravujicich osob pomoci PCR v realném

case.

Nasi praci se nepotvrdila hypotéza Zboftila et al. (2005) o vyS$im poctu bifidobakterii
u 0sob s konzumaci vy$siho mnozstvi vldkniny ve stravé. Nepotvrdila se vSak ani hypotéza
Zimmer et al. (2012) a Ferrocino et al. (2015) o vyznamné niz§im poctu
bifidobakterii U vegetariansky se stravujicich osob. Potvrdila se v§ak hypotéza Liszt et al. (2009)
a Ruengsomwong et al. (2014). V této praci, stejné jako posledni dva zminovani autofi, jsme
nenalezly vyznamnéj$i rozdily v poctech bifidobakterii mezi konvenc¢ni a vegetaridnskou dietou.

Jednim z moznych odivodnéni odlisSnych vysledkl, pfi porovnani naSi prace a vyse
uvedenych praci mize byt v mnozstvi darci. Zimmer et al. (2012) pracoval se 144 vegetariany
a stejnym poctem konvenéné se stravujicich osob. NaSe skupina ¢itala 10 osob s konvencni
stravou a 10 o0sob s vegetarianskou stravou. I pfesto je tfeba poukazat, ze autofi s vyS$Sim

mnozstvim darct se ve svych vysledcich rozchazeji.

Ve stieveé Clovéka ma rod Bifidobaterium nezastupitelnou tlohu. Ve zdravém kojeneckém
sttevé jsou zastoupeny bifidobakterie v nejvétsim mnozstvi. Pfi dospivani organismu jejich
mnoZzstvi klesa a ustaluje se stabilni druhové zastoupeni. Dal§i vyznamny pokles je zaznamenan
u starych 0sob (Arboleya et al., 2016).

V dospélosti se mnozstvi bifidobakterii pohybuje kolem 2-14 % zcelé stfevni
mikrobioty. Zastoupeni trvale osidlené mikrobioty je vSak stabilni (Arboleya et al., 2016).
Ventura et al. (2004) uvadi, ze nejvetsi kvantitativni zastoupeni ve stfevnim traktu dospélych
osob ¢ini devét druhd bifidobakterii. Jedna se o druhy Bifidobacterium adolescentis,
B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. gallicum, B. longum subsp. infantis,

B. longum subsp. longum a B. pseudocatenulatum.
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Druh B. gallicum, ktery Ventura et al. (2004) uvadi jako bé&Zné se vyskytujici druh
mikrobioty dospélého ¢loveéka, se i pres pouziti specifickych primert nepodafilo Gaviny et al.
(2001) identifikovat.

Diky specifické preferenci jednotlivych bakterii ke slozeni substratu jsme ptredpokladaly
u vegetariani s potencidlné vy$sim mnozstvim vldkniny ve stravé také vyssi druhovou diverzitu.
Tabulka cislo 8 ovSem poukazuje na to, ze kvalitativni rozdily mezi vegetariany a konvencné se

stravujicimi osobami nejsou tak vyznamné.

V nasem pfipadé¢ byly ze vzorkl stolic izolované druhy Bifidobacterium adolescentis,
B. angulatum, B. animalis subsp. lactis, B. bifidum, B. catenulatum, B. dentium, B. longum subsp.
infantis, B. longum subsp. longum, B. pseudocatenulatum. Az na druhy B. animalis subsp. lactis
a B. dentium se jedna o druhy bézn¢ ptitomné v travicim traktu dospé€lych jedincu.

Druh B. animalis subsp. lactis neni povazovan za bézny druh ptitomny ve stievni mikrobioté
(Veiga et al., 2014). Muze se vSak jednat o pfechodny druh vneseny pomoci konzumace kysanych
mléénych vyrobku, které obsahuji ob¢ diety. Stejné tak B. dentium se nepovazuje za béznou
mikrobiotu dospélého ¢loveka.

B. dentium byl poprvé izolovan a popsan pany Scardovem a Crocianem roku 1975
z lidského zubniho kazu (Scardovi et al., 1996). Jedna so o druh vyhradné liského ptivodu (Nebra
et al.,, 2003). Tento druh je ptizpisoben k vyskytu v dutin€é ustni, kde metabolizuje Sirokou
Skalu sacharidfl. V plaku zubli nemé pozitivni funkci a je povazovan za karioeniho patogena
(Ventura et al. 2009). Do stfeva se mohl dostat pomoci setfeni plaku ze zubli s ¢adstmi potravy.
Turroni et al., (2009) poukazuju na identifikaci B. dentium ve stfevé ¢lovéka, dodava vsak, ze

tento druh neni dominantni slozkou stfevni mikrobioty.

Pomoci kultivaéné nezavislé metody PCR byly identifikovany druhy B. angulatum
a B. dentium, které nebyly nalezeny pii identifikaci ziskanych izolati metodou MALDI-TOF MS.
volbou nevhodného média, kultivaénimi podminkami ¢i vybérem kolonii (omezené mnozstvi
izolath a subjektivni vyber). Piipadné kombinaci téchto podminek. Metody kultivacné nezavislé
vyhodnotil jako vhodné&j$i pro analyzu mikrobioty traviciho traktu i Petricevic et al. (2012), ktery

ve stievni mikrobioté nalezl vice druhli pomoci nezéavislych kultivaénich metod ve srovnani
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anaerobni mikrobioty stieva.

Metoda PCR shodné s metodou MALDI-TOF MS neidentifikovala zadny izolat jako druh
B. breve. K odlisnému zavéru dosla Hybernova et al. (2014), kdy ve svém rozsahlém vyzkumu
jak u vegetariant tak u konvenéné se stravujicich osob druh B. breve identifikovala. Shodné

s Hybernovou et al. i Turroni et al., (2009) nalezli tento druh ve stfevni mikrobioté ¢lovéka.

Tento druh byl poprvé izolovan ze stieva kojence panem Reuterem roku 1963 (Sgorbati et
al, 1995). Pouziva se jako probiotikum do potravinovych dopliiki a funk¢nich potravin. Je mu
piipisovan pozitivni vliv na zdravi hostitele v podobé zvyseni bifidobakterii ve stfevé, zvySeni
celkového mnozstvi t€kavych mastnych kyselin v gastrointestindlnim prostfedi, snizeni mocové

ey wa1e

dopln¢k onemocnéni stiev (Fujimoto et al., 2010).

Dal§im druhem, jenz nebyl izolovan ani metodou MALDI-TOF MS ani metodou PCR je
druh B. gallicum. Ke stejnému vysledku se ptiklani také Tannock (2002), ktery uvadi, ze ze 48
vzorkil poskytnutych dospélymi osobami a 28 vzorkd poskytnutych od déti, nebyl identifikovan
ani jeden izolat s ptitomnosti B. gallicum. Na druhé strané, Venema and Maathuis (2006) uvadéji,
ze B. gallicum je druh vyskytujici se v travicim traktu dospélého ¢lovéka. Dodavaji vsak, ze zde

nejsou zastoupeny v dominantnim mnoZzstvi.

Zajimavé je také srovnani druhového zastoupeni bifidobakterii u vegetarianské rodiny.
U matky byly identifikovany pomoci MALDI-TOF MS a PCR druhy Bifidobacterium
adolescentis a B. longum, u kojence, ktery byl identifikovan jen pomoci MALDI-TOF MS byly
izolovany druhy Bifidobacterium adolescentis, B. longum. Z vysledkt vyplyva, ze kojenec ma ve
svém travicim traktu totoZzné druhy bifidobakterii jako matka. U otce této rodiny byly
identifikovany pomoci MALDI-TOF MS a PCR druhy B. adolescentis, B. bifidum,
B. catenulatum a B. longum. U sedmileté divky nalezici k této rodin¢ byly identifikovany pomoci
MALDI-TOF MS a PCR druhy B. adolescenti, B. catenulatum, B. longum. Z vysledku vyplyva,

Mrwe

podobnou skladbou konzumovaného jidla.
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V této studii jsme nezjistili vyznamny dopad vegetarianské a konvencni stravy na vyskyt
druht bifidobakterii. Ve vzorcich stolice u obou skupin byly dominantni druhy B. longum subsp.
longum, B. adolescentis a B. catenulatum, coz odpovida diive publikovanym pracim zabyvajici
se mikrobiotou (Matsuki et al., 2004 a Mullie et al., 2003) u dospélé populace.

Jak kultivacné zavislou tak kultivaéné nezéavislou metodou jsme detekovali prevazné
bézné se vyskytujici druhy mikrobioty traviciho traktu dospélého ¢lovéka. Nepodafilo se nam
detekovat zadny novy druh. Tento vysledek se dal ocekavat, nebot’ v poslednich 5ti letech byly
u Cloveka nalezeny pouze 2 nové druhy a to B. kashiwanohense, ktery byl izolovan ze stolice
zdravého japonského kojence (Morita et al., 2015) a B. faecale izolovany z vykali zdravého
2 tydenniho kojence. Druh B. faecale ma nejvyssi sekvenéni podobnost s B. adolescentis (98,4%)

s nimz byl také pfi prvotni identifikaci zaménovan (Choi et al., 2014).
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8. Zavér

Domnivali jsme se, Ze diky substratové preferenci jednotlivych druht bifidobakterii
mizeme océekavat rozdilné druhové zastoupeni u hostitele v zavislosti na konzumované dieté.
Dale jsme se domnivali, ze vyznamnym faktorem ovliviiujicim druhové slozeni identifikované
mikrobioty je zplsob identifikace. Ocekavali jsme tedy, ze vysledky druhového zastoupeni
bifidobakterii se budou lisit jak v zavislosti na konzumaci vegetarianské ¢i konvenc¢ni diety, tak

na zpuisobu pouzité metody kultivace.

Po zpracovéani vysledki druhového zastoupeni jsme zjistili, ze kvalitativni zastoupeni

bakterii mezi jednotlivymi dietami je z 91% totoZné.

Pti porovnani identifikovanych druht pomoci kultivaéné nezévislé metody odpovida
identifikace z velké Casti vysledkim ziskanym z kultivacné zavislé metody. Nicméné pii pouziti
metody PCR byly castéji identifikovany druhy, jako jsou naptiklad B. bifidum a skupina
B. catenulatum grup (B. catenulatum, B. pseudocatenulatum). Dale byly detekované druhy jako
B. angulatum a B. dentium, které se nepodatilo kultiva¢né stanovit. Metoda kultiva¢né nezavisla
byla tedy shleddna jako vice citlivd, na druhou stranu zavisla na spektru pouzitych druhové

specifickych primerd.

Také je tfeba brat v uvahu, ze vysledky této prace vychdzeji z pouziti vzorkd od 20ti
darct. Konkrétné na 10 darcich stravujicich se konvenéni dietou a 10 darci stravujicich se
vegetarianskou dietou, coZ mohlo mit zna¢ny vliv na vysledek. Vyhodou vsak je, Ze analyza
vzorku stolice probéhla s vyuzitim kultivaéné zavislych 1 nezavislych metod u tychz vzorki.
Diky takto zvolenému postupu jsme mohli ovéfit spravnost prvni identifikace a zaroven porovnat

kultivacné zavislé a nezavislé metody pti urCeni tychz vzorku.
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9. Priloha

Priloha Cislo 1: Postup metody testu F6PPK

Po kultivaci v anaerobnich podminkach pfii teploté 37 °C po dobu 42 hodin se bunky
odstiedi pii 14 000 otackach po dobu 3 minut. Paleta se dvakrat promyje roztokem fosfatového
pufru o pH 6,5. Bunky jsou rozmichany v 1 ml pufru a rozrusovany pomoci ultrazvuku v ledu po
dobu 2 minut. Supernatan se smicha s 0,25 ml roztoku (slozen¢ho z 6 mg NaF, 10mg C,H2INaO-
a 1 ml destilované H20) a 7 frukt6zo-6-fosfatem o koncentraci 80 mg/l destilované H20. Po 30
minutach kultivace pti 37 °C je reakce zastavena pifidanim 1,5 ml roztoku NH20OH. HCI
0 koncentraci 13,9 g/ 100 ml destilované H2O o pH 6,5. Smés je ulozena na 10 minut pfi
pokojové teploté, ktera je ptiblizne€ 25 °C. Po uplynuti stanovené doby je do smési piidan barvici
roztok 1 ml 5% FeCls.6H20 rozpusténé v 0,1 molarni HCIL. Bezprostiedné po ptidani se obsah
promisi a pozoruje zbarveni. Pokud je vzorek pozitivni na piitomnost acetylfosfatu
produkovaného bifidobakteriemi, zbarvi se roztok do cervenofialova. Pokud roztok acetylfosfat

neobsahuje, zastava zluty (Vlkova et al., 2002).

Piiloha ¢islo 2: Postup pripravy vzorku pro identifikace metodou MALDI-TOF MS

K identifikaci byly pouzity ¢ist¢ kmeny vykultivované zbujonu. Do uzaviratelné
zkumavky (Eppendorff) o objemu 1,5 ml byl asepticky pfeveden 1 ml cerstvé narostlé
mikroskopicky zkontrolované bakteridlni kultury. Vzorek byl vlozen do centrifugy a odstfed’ovan
po dobu 3 minuty pfi 14 500 otackach. Po odstfedéni se vzorek rozdélil na sediment (peletu
bakterialni kultury) a supernatant. Peleta byla poté rozpusténa v 60% etanolu a v chladnic¢ce
uchovavana pro dal$i zpracovani. V této formé miize byt bakteridlni vzorek uchovavan pro
metodu MALDI-TOF i ngkolik tydni az mésicti. Vzorky byly poté dale zpracovany podle
protokolu metody zalozené na inaktivaci ethanolem v kombinaci s extrakci kyselinou mravenci

a acetonitrilem na VSCHT.
Uchovani vzorku a izolace DNA pro budouci analyzy
V ramci pokusu byly vzorky také pfipravovany a uchovavany pro dalsi budouci analyzy

a testovani, kdy byla c¢ast narostlé kultury (3 ml) pfevedena do 5-ti mililitrové kryozkumavky,
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doplnéna o Bifipufr s glycerolem a zamrazena. Dal$i 1 ml bakterialni kultury byl pouzit pro
izolaci DNA.

Izolace DNA byla provadéna na zakladé¢ podkladu od firmy Applied Biosystéme za
pouziti kitu PrepMan® Ultra. Do uzaviratelné zkumavky (Eppendorff) o objemu 1,5 ml byl
asepticky preveden Iml Cerstvé narostlé mikroskopicky zkontrolované bakterialni kultury. Obsah
zkumavky byl odstfed’ovan pii 14 500 otackach po dobu 3 minut. Supernatant byl slit a bylo
piidano 60 pl piipravku Prepman Ultra. Zkumavka byla vlozena do termobloku vyhiatého na
99 °C, kde byla ponechana po dobu 10 minut. Zchlazeny vzorek na pokojovou teplotu byl stacen
3 minuty pti 14 500 otackach. Vzorek se opét rozdélil na pevnou ¢ast a supernatant, ze kterého
bylo odpipetovano 50 ul do nové uzaviratelné zkumavky a vzorek uschovan v mrazaku pii

-20 °C.
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