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Charakterizace laktobacilua a bifidobakterii

izolovanych z traviciho traktu divokych a domacich prasat

Souhrn

Mikrobiota traviciho traktu je povazovana za ,,ziskany organ“ umistény v hostitelském
organizmu. PIni zde mnoho specifickych funkci. SloZeni mikrobioty se méni v priabéhu Zivota
jedince v zavislosti na jeho Zivotnim prostiedi a vyzive. Proces identifikace a charakterizace
bakterii stfevni mikrobioty je vyznamnou podminkou pro pochopeni funkce tohoto
,»Ziskaného organu®.

Tato prace se zabyva anatomii a fyziologii traviciho traktu (TT) prasat a evolu¢nimi a
stravovacimi odliSnostmi prasete divokého a domaciho, pro pochopeni piirozeného prostiedi
vyskytu bakterii TT, které nasledné ovliviuje diverzitu bakterii stfevni mikrobioty. Zminén je
I proces domestikace, ktery ovlivnil dnesni podobu prasete domaciho. V praci je rozebirana
charakteristika laktobacilii a bifidobakterii, ktera obsahuje jejich popis, taxonomii,
metabolismus a prostiedi jejich vyskytu. Dale prace zminuje izolaéni média, uzivana v praxi
pro izolaci bifidobakterii a laktobacild z TT prasat, metody jejich identifikace a
charakterizace.

Dostupna literatura potvrzuje rozdily ve slozeni mikrobioty TT prasete divokého a
domaciho, s tim koreluji i dalsi studie, které studuji rtiznorodost mikrobioty dalSich
domestikovanych a divokych zvifat. Studium diverzity mikrobioty ¢lovéka napt. ukazuje na
Sir§i druhové spektrum bakterii u primitivnich kment ¢lovéka v porovnani s urbanizovanym

¢loveékem.

Kli¢ova slova: prase divoké a domaci, travici trakt, stfevni mikrobiota, laktobacily,
bifidobakterie



Characterization of lactobacilli and bifidobacteria

isolated from intestinal tract of wild and domesticated pigs

Summary

The microbiota of the gastrointestinal tract is considered as "acugrated organ™ located in
a host organism. There are many performs of specific functions. The microbiota composition
changes during the life of the individual, depending on his environment and nutrition. The
process of identification and characterization of the bacteria from the intestinal microbiota is
an important prerequisite for understanding the function of this "acuqgrated organ™.

This work deals with the anatomy and physiology of the digestive tract (DT) of pigs and
evolutionary and eating differences of wild and domesticated pig, for understanding the
natural environment of bacteria from DT, which in turn affects the bacterial diversity of the
intestinal microbiota. Also mentioned is the process of domestication, which influenced the
present form of domestic pig. The work includes the characteristics of lactobacilli and
bifidobacteria, which contains the descriptions, taxonomy, metabolism and habitats. The work
also shows the insulating media used in practice for the isolation of bifidobacteria and
lactobacilli from DT of pigs and methods of their identification and related methods of
characterization.

The available literature confirms the differences in the composition of microbiota DT
between wild and domesticated pig, that correlate with other studies which study microbiota
diversity of other domesticated and wild animals. The diversity studies of humans microbiota,
also confirms the broad spectrum of bacterial species in primitive tribes of humans compared

with urbanized man.

Keywords: wild and domesticticated pig, digestive tract, intestinal microbiom, lactobacilli,

bifidobacteria
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1 Uvod

Bakterie jsou nejpocetnéj$imi organizmy na na$i planeté. Obyvaji mnoho ekosystému,
kde se realizuji v kolob&hu latek v piirod€, podileji se na degradaci organickych materialti
v pudé ¢i plni dalezité funkce v symbidze s dalSimi organizmy. Jednim z ptikladt takového
symbiotického vztahu mezi bakteriemi a dal$§imi organizmy je mikrobiota traviciho traktu.
Mikrobiota ¢lovéka mize z celkové té€lesné hmotnosti zaujimat 1,5 — 2 kg, coz poukazuje na
dulezitost a funkénost tlohy mikrobioty v hostitelském organizmu.

Prvnim dilezitym krokem pro pochopeni mikrobioty TT, je proces identifikace bakterii
na troven druhu a kmene, ke kterému Vv dne$ni dobé slouzi fada molekularné-genetickych
metod. Dalsim krokem pro pochopeni vztahu mikrobioty TT a hostitele, je proces
charakterizace izolovanych bakterii. V tomto procesu se zkouma genotyp a fenotyp kmenti
bakterii napf. pomoci biochemickych testi a modifikovanych molekuldrné-genetickych
metod, které napomahaji vymezit odlisnosti mezi bakteriemi stejného druhu, podruhu ¢i na
urovni kmene.

Biochemické testy jsou zalozeny na rozdilné genetické vybave a odlisné genové expresi
jednotlivych kment bakterii. Genova exprese je ovlivnéna podminkami, ve kterych se
bakterie nachazi, proto je dilezita znalost slozeni a funk¢nich vlastnosti prostredi, ze kterého
jsou kmeny bakterii izolovany. Pfi studiu bakterii izolovanych z traviciho traktu prasat je tedy
podstatna také znalost anatomie a fyziologie TT i zivotniho prostfedi a vyzivy jejich hostitele,

ktery timto Svoji mikrobiotu zpétné ovliviuje.



2 Cil prace

Cilem prace bylo shrnout problematiku charakterizace vybranych bakteridlnich roda,
konkrétn¢ laktobacilli a bifidobakterii, izolovanych z traviciho traktu divokych a domacich
prasat. Charakterizaéni metody dovoluji sledovat specifické vlastnosti studovanych
mikroorganizmli, a tim umoznuji hlubsi pochopeni vzajemnych vazeb a tulohy stievni
mikrobioty. Porozuméni zménam, ke kterym dochazi pti domestikaci divokych prasat, je
zajimavé také z hospodarského hlediska a je soucasné i tématem mé navazujici vyzkumné

prace.



3 Literarni prehled

3.1 Prase (Sus scrofa)

Sudy pocet prst, které jsou kryty kopytem, zatazuje prase do tadu sudokopytniki
(Artiodactyla). Jednokomorovy zaludek prasete jej zalenuje do podiadu nepiezvykavych
(Nonruminantia). Prase je dale fazeno do celedi prasatovitych (Suidae). Tato celed’ vznikla
ptiblizn¢ pied 30 miliony lety. Prase divoké a doméci jsou fazena do podceledi pravych prasat
(Suinae). V Ceské republice se ve volné piirodé nejéastéji vyskytuje evropské prase divoké.
Prase divoké (Sus scrofa) je nejcastéji uvadénym piedkem prasete domaciho (Sus scrofa f.
domestica), (Hespeler, 2007).

Chov prasete domaciho patii celosvé€tové mezi nejvyznamnéjsi odvétvi ZivociSné

vyroby, ale i zemé&délské vyroby (Caras, 1999).
3.1.1 Biologie prasete

Primérna délka prasete divokého se pohybuje mezi 110 — 155 cm, kohoutkova vyska
byva 80 — 110 cm. Hmotnost kancti byva mezi 50 — 190 kilogramy a hmotnost bachyn se
pohybuje kolem 35 — 160 kilogramy. Prase divoké ma zavalité télo s kratkyma nohama a
protahlou hlavou s vyraznym rypadkem. Lebka prasete divokého je robustni a klinovita, sedici
na silném a kratkém krku. USi jsou dlouhé a vzptimené. Kostra prasete divokého je
ptizptisobena pro preryvani pudy. Velmi vyrazné jsou Spi¢aky, preménéné V kly. Zbarveni
prasete divokého je nejCastéji tmaveé hnédé az cerné. Kize je kryta kadefavou srsti, kterd je
sloZena ze $tétin a podsady. Pohlavni dospé€lost u bachyil nastava v 6. az 8. mésici veku, u
samcl nastava pozdéji v 8. az 11. meésici. Bfezost bachyn trva v rozmezi 112 — 119 dnt a
bachyné vrhne v priméru 2 — 6 selat. Zivotni prostiedi prasete divokého tvoii nejéastéji lesy
mirného pasu (Hespeler, 2007).

Strava prasete divokého je rliznoroda obsahuje vysSi procento potravy zivocisného
pivodu (napt. hmyz, krouZkovci, obojzivelnici, drobni hlodavci) a tvofi ji také houby.
Potrava rostlinného ptivodu je nejcastéji tvorena plody lesnich dfevin (napft. Zaludy, bukvice,
kastany) a polnimi plodinami (napf. kukufice, fepa, brambory). U prasete divokého byl

sledovan i kanibalizmus (Diller, 2002; Hespeler, 2007).



Velikost prasete domaciho v porovnani s prasetem divokym vyrazn¢ Kolisa, hmotnost se
pohybuje mezi 30 — 400 kg, délka v rozmezi 90 — 250 cm, kohoutkova vyska mezi 30 —
90 cm. Hlava prasete domaciho vybiha v napadny rypak, tvar lebky byva proménlivy dle
plemena, napt. klinovity, sedlovity, barva ktize je také proménliva — od rizové, bilé, strakaté,
rezavé, Sedé az po Cernou. Kize byva zpravidla lysa nebo je pokryta fidkymi Stétinami, ale
existuji plemena, kde mtze byt srst husta a kadetava. Velikost usi a tvar usniho boltce byva
odlisny dle plemena prasete domaciho — napt. usi vzpiimené, klopené, zaSpicatélé, ovalné.
Konstituce se odviji od plemene prasete domaciho. Pohlavni dospélost u prasnic byva ve 3
meésicich véku, u kanct nastupuje v 5 mésicich véku. Brezost trva 110 — 120 dni a prasnice
vrhne v priméru 8 — 14 mlad’at (Stupka a kol., 2013).

Prase domaci je v dne$ni dob¢ nejcastéji chovano v intenzivnich chovech, kde je mu
predkladéana krmné smés, ve které prevladaji rostlinné slozky. Hlavni soucasti krmné smeési
jsou obiloviny (napf. pSenice, oves, jeCmen), olejniny (napf. extrahovany Srot z fepky, soji,
slune¢nice), v malém mnozstvi luskoviny (naptf. hrach sety, lupina sladka, vikev setd),
V minimalnim mnozstvi krmnd aditiva (napf. syntetické AMK) a Zivoc¢isné moucky (pouze

rybi), (Stupka a kol., 2013).

3.1.2 Anatomie a fyziologie traviciho traktu prasete
3.1.2.1Dutina ustni (Cavum oris)

Dutina Ustni je zaCatkem travici trubice, po stranach je ohraniena tvaiemi, strop je
tvofen tvrdym patrem a ke spodiné dutiny Ustni je pfipojen jazyk, ktery ji vypliuje. Cela
dutina ustni je vystlana sliznici s vicevrstevnym rohovatéjicim dlazdicovym epitelem. Horni a
dolni zubni oblouk a dasné vymezuji ustni piedsin od vlastni dutiny ustni. Kaudalné se dutina
ustni méni v hltan, jehoz konec je ohrani¢en ze shora jazykopatrovym obloukem a dole
kofenem jazyka. Ustni §térbina je ohrani¢ena pysky (labia oris), které spolu s ni utvéteji tista
(Marvan a kol., 2011). V duting tstni se nachazi chrup.

Trvaly chrup prasete je tvoien 44 zuby (mlé¢ny chrup 28 zubt). Molary jsou kryty silné
diferencovanymi sklovinnymi hrboly (Konig a Liebich, 2002). Rezéky jsou nepravidelné

uspotfadany, maji rGznou velikost a maji mezi sebou viditelné mezery. Spicéky jsou silné, u



kancti maji charakteristickou podobu klti, vy¢nivajicich z dutiny ustni a silngji je vyvinut
dolni $picak dlouhy az 18cm (Marvan a kol., 2011).

Dalsim diillezitym organem dutiny Ustni je jazyk. Jazyk je svalnaty organ, vyznacujici se
zvlastnim uspofadanim svaloviny, které mu propajcuje velkou ohebnost. Na jazyku jsou
ptitomny slizni¢ni hrboly, ve formé¢ jazykovych papil (papillae linguales), z nichz nékteré
papily jazyka obsahuji chut'ové poharky, Vv jejichz bezprostiedni blizkosti se nachdzeji ser6zni
vyplachovaci Zlazy (Ebnerovy Zlazy), (Konig a Liebich, 2002). V dutin¢ Gstni jsou piitomny
slinné zlazy. Mal¢ slinné zlazy se ve velkém poctu nachazeji ve sliznici pyski, tvari, jazyka a
patra, vylucuji hlavn€¢ mucinézni sekret. Velké slinné zlazy (piiusni slinna zlaza, podcelistni

slinna zlaza), (Ko6nig a Liebich, 2002).

3.1.2.2HItan (Pharynx)

Hltan je situovan v misté, kde se kiizi dychaci a travici cesty. Lezi mezi dutinou Ustni a
jicnem. Stény hltanu jsou tvofeny svaly, které béhem procesu polykani zuzuji a zkracuji
svéraCe hltanu. Hltan spolu se svaly jazyka umoznuje proces polykani (Konig a Liebich,
2002).

3.1.2.3Jicen (Esophagus)

Jicen je pokracovanim traviciho traktu od hltanu smérem k Zaludku (Koénig a Liebich,
2002). U jicnu muzeme rozlisit tii ¢asti, jsou to kréni, hrudni a bfi$ni ¢ast jicnu. Tyto Casti se
od sebe 1isi svym prubéhem a obsahem pti¢né pruhovanych svalovych vlaken, kde v posledni
jicnové ¢asti jsou nahrazeny hladkou svalovinou. Sténa jicnu ma charakter zakladni stavby
travici trubice. Sliznice je vysoka a vystyla ji vicevrstevny dlazdicovy epitel, ktery rohovati.
Podslizni¢ni tkan obsahuje mnoho hlenovych zlaz. U prasete zasahuji hlenové zladzy az do

poloviny jicnu (Marvan a kol., 2011).

3.1.2.4Zaludek (Gaster)

Zaludek je vakovity organ, ulozeny Vv bfigni dutiné mezi jicnem a tenkym stievem v levé
poloving braniéni kopule a jeho vratnikova ¢ast zasahuje az do pravé poloviny bfi$ni. Zaludek
prasete ma jednotnou dutinu, proto se fadi mezi jednokomorovy typ. Obsahuje zldznatou i
bezzlaznatou kutanni sliznici, coz je typické pro slozity zaludek (prase, kun). T¢lo zaludku se

¢leni na dno Zaludku (fundus ventriculi), ¢eslovou c¢ast (pars cardiaca) zaludku a vratnikovou



cast (pars pylorica) zaludku. V Ceslové ¢asti usti do Zaludku jicen, — tato ¢ast je tvorena
bélavou kutdnni sliznici, zbyvajici ¢asti zaludku jsou tvofeny nartizovélou sliznici, kterd
obsahuje jednotlivé Zaludeéni zlazy. Zaludek je zakonéen vratnikem (pylorus), ktery je tvofen
netplnym svéraCem a vratnikovym svalovym valem, vratnik oddé€luje Zzaludek od
dvandcterniku. Povrch zalude¢ni sliznice kryje jednovrstevny cylindricky epitel, ktery ma

zlazovy charakter (Marvan a kol., 2011).

3.1.2.5Stfevo (intestinum)

Sttevo predstavuje nejdelsi oddil travici trubice (Marvan a kol., 2011). Stfevo za¢ina kaudalné
od vratniku zaludku a usti do fité. Jako tenké stievo (intestinum tenue) se oznacuje oddil mezi
vratnikem a slepym stfevem, jako tlusté stievo (intestinum crasum) oddil od slepého stieva az
k titi (anus), (Konig a Liebich, 2002).

e Stavba stfeva

Stievni sténa je slozena smérem od vnitiniho povrchu k vnéjSimu z nasledujicich vrstev:

sliznice (tunica mucosa),
podslizni¢ni vrstva (tela submucosa),

svalova vrstva (tunica muscularis),

vV V VYV V

pobfiSnice (tunica serosa).

Sti‘evni sliznici kryje jednovrstevny cylindricky epitel (enterocyty). V celé stfevni
trubici jsou do lamina propria mucosae (vrstva sliznice tvofena vazivem) vnoiené rovné,
nerozvétvené tubuldzni zlazy (Lieberkithnovy krypty).

Povrch sliznice tenkého stieva je zvétSen prokrvenymi stievnimi klky (villi intestinales),
které vyznamné ptispivaji k zvétSeni resorpcni plochy stfeva.

Podslizni¢ni vrstva je tvofena fidkym vazivem. Obsahuje krevni a mizni cévy, Castecné
lymfatické uzlicky a vegetativni nervové pletené.

Svalova vrstva je tvotena z tlustsi vnitini cirkularni a slabsi vnéjsi podélné svaloviny.
Vnéjsi podélna vrstva svaloviny je u prasat soustfedéna v tzv. teniae, mezi nimiz se stievni
sténa vyzvedava vné a vytvaii sttevni vyduté (haustra).

Vrstva pobFiSnice utvaii vystelku bfisni dutiny (peritoneum) a vné&jsi povlak stieva

(Konig a Liebich, 2002).



e Tenké stievo (intestinum tenue)

Tenké stfevo prasete dosahuje délky 10 — 20 m (Marvan a kol., 2011). Sliznice tenkého
stteva obsahuje ve svém epitelu bunky resorp¢ni, buiiky produkujici hlen a endokrinni bunky.
V urc¢itych ¢astech tenkého stfeva jsou obsazeny lymfatické uzlicky, které jsou nazyvany
Peyerovy plaky, jejichz Cetnost vyskytu stoupa se snizujici se vzdalenosti od piechodu do
tlustého stieva.

Casti tenkého stfeva jsou:

» dvanactnik (duodeum)
» la¢nik (jejunum)
» kycelnik (ileum)

Dvanactnik je u prasete na rozdil od koné a piezvykavca dlouhy (15 — 20 cm), Gsti do
n¢j vyvod zlu¢niku a pankreatu na piislusnych bradavkach (Konig a Liebich, 2002).
Dvandctnik je ptipevnén kratkym okruzim k stén¢ dutiny bfisni, to omezuje jeho pohyblivost.

Laénik je nejdelsim usekem tenkého stieva a nejdulezitéjsi ¢asti z hlediska vstrebavani
a traveni zivin. Je charakteristicky tvorbou klicek. Jeho délka u prasete ¢ini 13 — 18 m.

Ky¢elnik u prasete méii asi 0,4 m, je nejkratsi ¢asti tenkého stieva, nevytvari klicky.
Usti ky&elnikovym otvorem do slepého stfeva, vyusténi uzavira kyéelnikovym svéraé
(Marvan a kol., 2011).

e Tlusté stievo (intestinum crassum)

Tlusté stfevo zacina pii kycelnikovém otvoru slepého stfeva a konci fitnim otvorem
(Marvan a kolektiv, 2011). Dokoncuji zde traveni enzymy tenkého stifeva a obsah je vystaven
mikrobialni c¢innosti. Dochazi zde ke vstfebavani vody, produkti cukerného kvaSeni a
castecné ke vstfebavani elektrolytl a dusikatych latek (Jelinek, 2003).

U vSech zvitat mtizeme rozliSit tyto ¢asti:

» slepé stirevo (cecum)
» tracnik (colon)
» konecnik (rectum), (Konig a Liebich, 2002).



Slepé stievo je charakteristické slepym zakoncenim, u prasete je Siroké a kratké, jeho
objem ¢ini 1,5-2,51.

Tracnik se cleni dle prabéhu na vzestupny, piicny a sestupny. U prasete vytvari
vzestupny tra¢nik tzv. traénikovy labyrint (dvojita kuzelova spirala).

Konec¢nik je koncovy usek tlustého stieva, dochazi zde k hromadéni nestravenych

zbytkt potravy a umoznuje defekaci (Marvan a kol., 2011).
3.1.2.6 Ptidatné travici zlazy

Do této kategorie se fadi jatra (hepar), slinivka bfi$ni (pankreas). Jatra jsou nejvétsi
zlazou v téle. Plni mnoho funkei, znichz pro traveni je nejdalezitéjsi tvorba zluci a
metabolizmus sacharidt, lipidd a bilkovin. Slinivka bfiSni je tubuloalveolarni zldza se
schopnosti endokrinniho a exokrinniho vylucovani, kdy v traveni hraje nejpodstatnéjsi roli

exokrinni vylu¢ovani, tedy tvorba pankreatické stavy (Jelinek, 2003).
3.1.2.7Shrnuti fyziologie travici soustavy prasete

Funkei traviciho ustroji je pfijem a zpracovani potravy tak, aby mohla byt vyuzita pro
stavbu a regeneraci somatickych bunék a aby souc¢asné organismu poskytla nezbytnou energii.
Potrava je proto v riznych ¢astech traviciho traktu mechanicky rozmélnéna a chemicky
rozlozena. Nepouzitelné slozky potravy jsou travicim traktem ztéla vylouceny.
Do jednotlivych casti traviciho Ustroji jsou vylu€ovany sekrety ze zminovanych ptidatnych
zlaz (Liebich, 2002).

Proces traveni zacina v duting ustni, kde je potrava mechanicky za pomoci zubtl, jazyka
a zvykacich pohybti rozmélnéna a promisena se slinami (pH 7,2 — 7,5), které obsahuji enzymy
maltasu ($té€pi maltosu na glukosu), a-amylasu, ktera zahajuje traveni Skrobu. Prase denné
vyprodukuje 10 — 15 litrt slin (Jelinek a kol., 2003).

Proces traveni po spolknuti sousta pokracuje v zaludku, kde je potrava mechanicky
pomoci pohybt Zaludku promisena se zalude¢ni S§tavou, ktera obsahuje Kkyselinu
chlorovodikovou (HCI), ktera je produkovana v krycich bunkach vlastnich zalude¢nich zlaz.
Funkci HCI je aktivizace pepsinogenu, denaturace bilkovin, bobtndni vaziva, ochrana
hydrofilnich vitamint pfed jejich znehodnocenim, umoZznéni vyuziti Ca a Fe, ma baktericidni
ucinek, stimuluje vylu¢ovani sekretinu a dalSich intestinalnich hormont, tlumi vyluovani
gastrinu. Aktivni forma pepsinogenu je pepsin, ktery pisobi proteolyticky (Stépi peptidy

v misté fenylalaninu a dikarboxylovych kyselin) za vzniku vysSich polypeptidl, jejichz
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traveni pokracuje az v tenkém stieve, pepsin rovnéz srazi mléko. Bunky zaludku produkuji
vnitini faktor (glykoprotein), ktery vytvari komplex s vitaminem B12 (chrani jej pted
roz§tépenim), ktery je vstieban v ky&elniku. Zaludkem je rovnéZ produkovan gastroferrin,
glykoprotein, ktery umoznuje resorpci Zeleza. V zaludku dale pokracuje traveni Skrobu a-
amylasou. Travenina (pH 2,5 — 3) ze zaludku pokracuje vratnikem do dvanactniku
(Reece, 2011).

V tenkém stievé ma nejvyznamnéjsi roli v traveni pankreaticka stava (pH 7.2 — 8,5), za
24 hodin ji prase vyprodukuje asi 7,0 — 8,0 litri. NejaktivnéjSim proteolytickym enzymem
pankreatické §tavy je trypsin, $tépi bilkoviny mezi aminokyselinou argininem a lyzinem a je
schopen $tépit nekteré dipeptidy na aminokyseliny. Dal$im enzymem pankreatické $tavy je
elastasa, ktera je schopna §tépit elastin (protein vazivovych tkani), ktery odolava pisobeni
jinych protedz. Karboxypeptidaza dokoncuje rozklad peptidii na jednotlivé aminokyseliny.
Nukleazy $té€pi nukleové kyseliny na jednotlivé nukleotidy. Pankreaticka lipasa (Steapsin) se
podili na Stépeni tukt, kdy $tépi triacylglyceroly v pozici 1 a 3 na monoacylglyceroly,
pfipadné az na glycerol a mastné kyseliny, za pomoci enzymu kolipasy. Pankreatické
fosfolipasa s§tépi lecitin na mastné Kkyseliny a kyselinu fosfore¢nou. Pankreaticka
cholesterolesterasa $tépi estery cholesterolu a dalsi lipidové estery (estery vitamint A, D, E).
Pankreaticka amylasa §tépi skrob a glykogen (v 1-4 glykosidické vazb&) pies dextriny a
maltotriosu na maltosu (Jelinek a kol., 2003; Reece, 2011).

Dalsi Stavou, kterd napomdha traveni, je zluc, kterd umoznuje fyziologicky pribéh
traveni a vstfebavani tukd a zarovei vylucovani latek z organizmu. Zlu¢ obsahuje NaHCOs,
ktery se podili na upravé pH Zlude a obsahu tenkého stfeva. Zlu¢ zajistuje neutralizaci
kyselého prostfedi ve dvanactniku, tim napomdhd utvofit idedlni podminky pro aktivitu
pankreatickych enzymt, emulguje tukové kulicky, umoziiuje vstfebavani mastnych kyselin,
resorpci vitaminu D, ma baktericidni a detoxikacni Gi¢inky (Reece, 2011).

Tenké stievo produkuje také vlastni stievni S§tavu, ktera obsahuje tyto
enzymy: enteropeptidasa  (aktivuje enzymy pankreatické §tavy), peptidasy (smés
proteolytickych enzym, které $tépi nizSi peptidy na volné aminokyseliny), nukleotidasy
(odstépuji H3PO4 za vzniku nukleosidil), nukleosidasy (rozkladaji nukleosidy na pyrimidinové
a purinové baze a pentoSu), stievni lipasa (podobna funkce jako pankreaticka lipasa),
lecitinasa (rozstépuje lecitin na glycerol, mastné kyseliny, H3PO4 a cholin), disacharidasy
Stépi disacharidy (maltosa, laktosa, sacharasa) na jednoduché cukry (glukosa, galaktosa,

fruktosa). V tenkém stifevé dochazi k nejvétsi resorpci zivin.
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Z tenkého stfeva pokracuje travenina dale do tlustého stieva, kde dochazi k zahusténi
(zpétna resorpce vody) nestravenych zbytkli potravy a tvorby konecné stolice, kterd pak
odchazi z téla pies kone¢nik. Dochazi zde i k fermenta¢nim a detoxika¢nim procesiim pomoci

mikrobioty stfeva (Jelinek a kol., 2003).

3.2 Prase divoké (Sus scrofa) a domaci (S. scrofa f.

domestica)

3.2.1 Domestikace

Domestikace je definovdna jako proces, pii kterém dochédzi ke zméné v genotypu a
fenotypu zvitat ¢i rostlin v zavislosti na selek¢nim tlaku spojenym S Zivotem pod dohledem
¢loveéka (Jensen a Wright, 2014).

Pocatky domestikace prasete divokého jsou autory nejcastéji fazeny do obdobi 7000 —
4000 let pied nasim letopoctem. Archeologické nalezy kosternich pozustatk byly nalezeny i
z diivejsi doby, neni ale jisté, zda se jednalo o zvirata ulovena ¢i domestikovana. Jsou
rozliSovana 3 hlavni centra domestikace: oblast jizni Evropy (domestikace prasete
paskovaného), oblast v okoli Baltského moie (domestikace z prasete divokého v jeho ¢isté
form¢) a oblast vychodni Asie (domestikace probihala rovnéz z prasete paskovaného),
(Hanslian, 1925). Lega et al. (2016) uvadi, Ze prase divoké bylo domestikovano 10 500 let
pred nasim letopodtem v oblasti ,,Urodného ptlmésice” (oblast dne$niho [raku, Syrie,
Libanonu, Jordanska a Izraele) a z této oblasti neoliticti farmafi Sifili domaci prasata smérem
na zapad do Evropy. Neoliticti farmafi dovedli domaci prasata z Blizkého vychodu do Evropy
6 000 let pred nasim letopoCtem, prostiednictvim tzv. Podunajské cesty. Pfiblizn¢ 3 900 let
pied naSim letopoctem bylo evropské prase divoké lokalné domestikovano a rozsifeno po celé

Evropé i na Blizky vychod (Larson et al., 2007).
3.2.2 Prase divoke vs. jeho domestikovand forma

Procesem domestikace doSlo k frontalnimu zkraceni lebky, zkraceni patra a zmenSeni
velikosti a plochy zubti, zménila se barva a hustota srsti, ¢i doslo k jeji redukci (Owen et al.,
2014, Evin et al., 2016). Uhr (1995) zjistil, Ze prase domaci ma v prameéru o 28 % delsi stievo
nez prase divoké, nejvice rozdilnd je délka a plocha tenkého stfeva, kterd je u prasete

domaciho vétsi. Zajimavé je, ze bazalni metabolismus prasete divokého je pfiblizné 3 x véEtsi
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(pfepocteno na 100 kg vahy) nez u prasete domaciho, ackoliv mé divoké mensi tenké stfevo
nez prase domdci. Tyto rozdilnosti v anatomii stfeva autor ptipisuje pravé procesu

domestikace.

3.3 Mikrobiota traviciho traktu prasete

3.3.1 Mikrobiota TT prasete

Mikroorganizmy, které obyvaji travici trakt, jsou oznacovany jako mikrobiota traviciho
traktu. SloZeni této mikrobioty je hostitelsky specifické a vyviji se v pribéhu zivota jedince.
Stfevni mikrobiota mize byt povazovana za ,ziskany organ“ umistény v hostitelském
organizmu (Béckhed et al., 2005). Tento ,,organ® je uzce Spojeny S mnoha procesy piirozené
hostitelské fyziologie od nutri¢niho stavu po chovani a reakce na stres: to zahrnuje traveni,
zasobeni a prerozdélovani energie prostfednictvim fyziologicky dulezitych chemickych
pfemén, které mohou zahrnovat autoreplikaci az po sebeobnovu (Bickhed et al., 2005;
Sekirov et al., 2010) Ve spolecenstvi pievladaji anaerobni bakterie, které¢ pfeménuji rostlinné
polysacharidy a nestravitelné slozky hostitelské potravy, jako je celulosa, hemicelulosa c¢i
rezistentni Skrob na jednoduché cukry, mastné kyseliny s kratkym fetézcem a jiné Ziviny
prospésné pro hostitele. Hostitel poskytuje mikroorganizmim zivny substrat bohaty na
polysacharidy v anaerobnim prostiedi a zpétné ma pfistup ke zdroji uhliku a energii ze
symbiotickych pfemén (Backhed et al., 2004; Biackhed et al., 2005).

Nejvyssich poctd dosahuji bakterie v slepém a tlustém stievu — az 11 log CFU/g. Ve
slepém stfevu dominuji spiSe gramnegativni bakterie, zatim co Vv tlustém stievu pocetné;jsi
grampozitivni bakterie (Robinson a kol., 1981; Salanitro a kol., 1977). Z bakterii mlé¢ného
kvaSeni zde dominuji hlavné rody Lactobacillus, Bacteroides, a Clostridium (Jonsson a
Conway, 1992). Rod Bifidobacterium se zde vyskytuje pravidelné, ale v relativné nizkych
poctech (Mikkelsen et al., 2003; Rada a Marounek, 2005).

3.3.2 Mikrobiota domestikovaného prasete vs. divokého

Pajarillo et al. (2014) studoval diverzitu stfevni mikrobioty tfi plemen prasete domaciho

(Duroc, Landrace a Yorkshire), kde plemeno Landrace meélo rozmanitéjsi slozeni

bakterialniho spoleCenstva nez ostatni studovana plemena. Rod Lactobacillus mél nejhojnéjsi
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vyskyt u plemena Landrace, nizsi vyskyt byl zaznamenan u plemene Yorkshire a Duroc.
Nutno podotknout, ze studovana plemena méla stejnou dietu, veék i zpiisob porodu.

Ushida et al. (2015) provedl studii, kde porovnaval zastoupeni bakteridlnich populaci
sttevni mikrobioty prasete domaciho a prasete divokého. Hodnoty relativni abundance

vzhledem Kk celkové diverzit¢ mikrobiomu TT prasete jsou zaznamenany v Tabulce 1.

Tabulka 1: Relativni abundance vybranych rodi bakterii upraveno dle Ushida et al. (2015)

Pivod izolati Sledované rody bakterii | Relativni abundance (%)

p divoké (volné Zijici) Lactobacillus 1,4
rase divoke (voine 7ijici . N

! Bifidobacterium 2,4

P divoké (ch ieti) Lactobacillus 14,5
rase OoKe (cho aje . -

a vV eI Bifidobacterium 1,1

P domici ( K4 ol ) Lactobacillus 15,2
rase domaci (evropska plemena - .

pska P Bifidobacterium 1,1

Z hodnot je patrné, ze nejvyssi hojnost zastoupeni bakterii rodu Lactobacillus zaujima prase
domaci. Autor predpoklada, ze zvysena abundance u rodu Lactobacillus je zpisobena vy$§im
obsahem Skrobu v potravé domécich prasat, kterym jsou v chovech piedklddana krmiva
bohata na obiloviny.
Naopak je tomu u bakterii rodu Bifidobacterium, kde je relativni abundance vyss$i u volné
zijicich prasat divokych. Zajimavé jsou hodnoty u prasete divokého chovaného v zajeti, které
se pfiblizuji hodnotam zjiSténym u prasete domaciho.

Diverzita bakteridlniho mikrobiomu byla nalezna i u jinych savci a ptaki, ale také napf.
korysu aj., (Bacanu a Oprea, 2014; Rungrassamee et al., 2014; Scupham et al., 2008).

Odlisnosti ve spektru bakterialniho mikrobiomu TT byly zjistény i u lidské popululace.
Kwok et al. (2014) analyzoval mikrobiom TT 7 etnickych skupin Citanti, kde na zaklad&
odlisného zastoupeni bakterii naznacuje, Ze etnicky plivod miize mit vyznamnou roli pii
vytvareni diverzity lidského stfevniho mikrobiomu. Podobné se zabyvali studiem lidské
sttevni mikrobioty 1 Schnorr et al. (2014), ktefi porovndvali diverzitu mikrobiomu TT
africkych lovct kmene Hadza, s mikrobiomem italského obyvatelstva. Zaznamenali podstatné
vys$Si rozmanitost stievniho mikrobiomu u lovet Hazdza oproti méstskym Evropanum.

Zajimava zde byla absence bakterii rodu Bifidobacterium u pfislusnika afrického kmene.
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Autofi vysvétluji tyto vyznamné odliSnosti vyzivou a stylem zivota, ktery se u sledovanych
Africant blizi zptsobu zivota clovéka z obdobi paleolitu. Tato studie miize poskytnout vhled
do vyvoje lidského mikrobiomu pfed obdobim neolitické revoluce, ktera souvisela se zménou

zpusobu Zivota lidi.

3.3.3 Bakterie rodu Lactobacillus a Bifidobacterium

Rod Lactobacillus byl poprvé popsan Beijerinckem v roce 1901. Roku 1919 Orla-
Jensen na zékladé teploty rustu, morfologickych a fenotypickych vlastnosti, rozd¢lil tento rod
do 3 skupin: Thermobacterium, Streptobacterium a Betabacterium (Bernardeau et al. 2006;
Klein a kol. 1998).

Bifidobakterie poprvé izoloval Henry Tissier v roce 1899 v Pasterov¢ institutu z fekalii
kojenych déti. Pivodni jméno Bacillus bifidus communis (Tissier, 1900) oznacovalo vétveni
v morfologii bakterie (bifidus = rozs§tép na dvé ¢asti), (Ishibalshi, 1997). Orla-Jensen (1924)
poprvé navrhl klasifikovat Bacillus bifidus jako samostatny druh pod rodovym jménem
Bifidobacterium, diky vyuziti novych identifika¢nich metod, zalozenych na enzymatickych a
metabolickych charakteristikach (Felis et al., 2007). Bifidobakterie by tedy mély tvofit
samostatny rod, ktery by vytvatel spojeni mezi bakteriemi mlé€ného a propionového kvaseni
(Jensen, 1924). Definitivné byl rod Bifidobacterium oddélen od rodu Lactobacillus az v roce

1957 na zaklad¢ specifickych fermentacnich vlastnosti (Dehnart, 1957).

3.3.3.1Charakteristika bakterii rodu Lactobacillus

Laktobacily jsou zafazovany do kmene Firmicutes, téidy Bacilli, celedi
Lactobacillaceae, Tato celed zahrnovala 3 rody: Lactobacillus (218 druhd),
Paralactobacillus (1 druh) a Pediococcus (15 druhti). Jediny zastupce Paralactobacillus
selanogensis z rodu Paralactobacillus, byl v roce 2011 piefazen do rodu Lactobacillus pod
novym jménem Lactobacillus selanogensis, timto tento rod zanikl a ¢eled’ Lactobacillaceae
obsahuje po reklasifikaci pouze 2 rody (Haakensen et al., 2011). Do c¢eledi byly tyto bakterie
zatazeny na zéklad¢ fylogenetické analyzy genovych sekvenci 16S rRNA (komponenta 30S
malé podjednotky prokaryotickych ribozomu), (Garrity et al., 2004; Felis et al., 2007).
Bakterie této ¢eledi mohou mit dlouhy a Stihly tvar, n€ékdy mohou mit tvar ohnutych ty¢inek
az po koryneformni pediokoky (kulovité bunky). Mohou tvofit fetizky, s vyjimkou
pediokoku, ktefi utvareji pary nebo tetrady. Obvykle u nich prevlada sacharolyticky zptsob
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vyzivy, kdy jako kone¢ny produkt fermentace, alespon z poloviny, vznika kyselina mlééna.
Pfipadné muze vznikat také acetat, ethanol, CO», formiat ¢i sukcinat. Laktobacily obvykle
vykazuji negativni katalasu (nékteré kmeny mohou produkovat pseudokatalasu) a cytochrom-
oxidasovou aktivitu (Winslow et al., 1917). U né&kterych druhu, byla zjisténa
pseudokatalasova aktivita (Felis a Dellaglio, 2007). Bakterie rodu Lactobacillus jsou
mikroaerofilni, grampozitivni, nesporulujici.

Tento bakterialni rod je narony na pfitomnost riznych aminokyselin, peptida,
vitamint, soli, mastnych kyselin ¢i jejich esterti a sacharidl, a proto jsou mista jejich vyskytu
velmi rozmanita. Casto je nachazime V potravinach (mlééné vyrobky, fermentované masné
vyrobky, tésta, fermentovana zelenina, ovoce ¢i napoje), také byly nalezeny v respiracni,
gastrointestinalni, genitdlni soustavé cloveéka a zvifat, v odpadnich vodach a rostlinnych
materialech (Felis a Dellaglio, 2007).

Laktobacily ve své bunécné sténé obsahuji peptydoglykan, 1isi se slozenim dipeptida —
nejcastéji obsahuji lysin a D-asparagin (Schleifer a Kandler, 1972), u nékterych druhd byva
lysin nahrazen ornitinem, ptip. asparagin je nahrazen alaninem (ten se mtze vyskytovat ve
dvou typech). V bunééné sténé se vyskytuji extracelularni polysacharidy — obvykle jsou jimi
dextran, glukan a levan (Tieking et al., 2003).

Taxonomie rodu Lactobacillus byla dlouhou dobu zaloZzena na jejich fenotypickych
vlastnostech jako je: fermentacni profil cukrti, odolnost viid¢i rizné koncentraci NaCl, rust
Vv riznych mediich za definované teploty, odolnost viid¢i antibiotikiim, sloZeni bunécné stény
(Klein et al., 1998). Pavodné byly seskupeny dle teploty ristu a zplsobu fermentace hexos
s diirazem na jejich homo/heterofermentativni aktivitu (Orla-Jensen, 1919). Pozdé&ji bylo
pfijato nové rozdéleni na zakladé typl fermentovanych substratlh a produkti fermentace
(Hammes a Hertel, 2009).

Dle typu fermentace se bakterie rodu Lactobacillus déli na:

» Obligatné homofermentativni — fermentuji hexosy vyhradné na kyselinu
mlécnou, glukonat ani pentosy nefermentuji. Do této skupiny se fadi tyto druhy
naptf.:  Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, L. acidophilus, L.
amylovorus, L. amylophilus, L. helveticus (Klein et al. 1998).

» Fakultativné heterofermentativni — fermentuji hexosy na kyselinu mlécnou ¢i
smés kyseliny mlécné, octové, mravenéi a etanolu. Pentosy fermentuji na

kyselinu octovou a mlécnou. Do této skupiny se fadi napi. druhy: L.
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acetotolerans, L. casei, L. paraplantarum, L. sakei, L. intestinalis, L.
coryniformis subsp. coryniformis. (Klein et al. 1998).

» Obligatné heterofermentativni: — fermentuji hexosy na kyselinu mlé¢nou,
octovou, ethanol a CO2. Pentosy fermentuji na kyselinu octovou a mlé¢nou. Do
této skupiny se fadi tyto druhy napt.: L. brevis, L. fermentum, L. fructosus, L.
kefir, L. rauteri, L. vaginalis (Klein et al. 1998).

Dle nejnovéjsich fylogenetickych analyz jsou bakterie rodu Lactobacillus roz¢lenény
do 15 skupin, které nesou nazev podle hlavniho druhu této skupiny. Jsou jimi Lactobacillus
delbrueckii, L. salivarius, L. reuteri, L. buchneri, L. alimentarius, L.brevis, L. collinoides, L.
fructivorans, L. plantarum, L. sakei, L. casei, L. coryniformis, L. manihotivorans, L. perolens
a L. vaccinostercus (Salveti et al., 2012).

Z traviciho traktu prasat byly izolovany naptiklad druhy: L. delbrueckii, L. acidophilus,
L. amylovorus, L. brevis, L. crispatus, L. fermentum, L. johnsonii, L. panis, L. plantarum, L.
pontis, L. ruminis, L. reuteri, L. mucosae, L. agilis, L. saerimneri, L. salivarius subsp.
salivarius, L. salivarius subsp. salinicus, L. sharpae, L. vaginalis (Bolado-Martinez et al.,
2012). Uvedené druhy (vyjma samostatné stojiciho druhu L. sharpeae) spadaji do 5 vySe

citovanych skupin (a jsou ve vyctech dalSich druht téchto skupin zvyraznény tucné):

e skupina Lactobacillus delbrueckii (L. acetotolerans, L. acidophilus, L. amylolyticus,
L. amylophilus, L. amylotrophicus, L. amylovorus, L. crispatus, L. delbrueckii, L.
equicursoris, L. fornicalis, L. gallinarum, L. gasseri, L. gigeriorum, L. hamsteri, L.
helveticus, L. hominis, L. iners, L. intestinalis, L. jensenii, L. johnsonii, L. kalixensis,
L. kefiranofaciens, L. kitasatonis, L. pasteurii, L. psittaci, L. taiwanensis, L. ultunensis)

e skupina L. salivarius (L. acidipiscis, L. agilis, L. animalis, L.apodemi, L.aquaticus, L.
aviarius, L. cacaonum, L. capillatus, L. ceti, L. equi, L. ghanensis, L. hayakitensis, L.
hordei, L. mali, L. murinus, L. nagelii, L. oeni, L. pobuzihi, L. ruminis, L. saerimneri,
L. salivarius, L. sucicola, L. satsumensis, L. uvarum, L. vini)

e skupina L. reuteri (L. alvi, L. antri, L. coleohominis, L. fermentum, L. frumenti, L.

equigenerosi, L. gastricus, L. ingluviei, L. mucosae, L. oris, L. panis, L. pontis, L.
reuteri, L. secaliphilus, L. vaginalis)

e skupina L. brevis (L. acidifarinae, L. brevis, L. hammesii, L. koreensis, L. namurensis,
L. parabrevis, L. paucivorans L. senmaizukei, L. spicheri, L. zymae)

e skupina L. plantarum (L. fabifermentans, L. paraplantarum, L. pentosus, L.
plantarum, L. xiangfangensis)
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Metabolizmus obligatné homofermentativnich a obligatné¢ heterofermentativnich
spojuje pocatecni substrat, ktery utilizuji, a tim je glukosa. U obligatné homofermentativnich
bakterii je glukosa fosforylovana a izomerovana na fruktosu-6-fosfat a nasledné na fruktosa-
1,6-bisfosfat, ktery je pfemeénén na glyceraldehyd-fosfat a ten je nasledné odbouran na 2
molekuly pyruvatu za vzniku 4 molekul adenosintrifosfatu (ATP) a 2 molekul redukovaného
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), 2 molekuly pyruvatu jsou nasledné¢ odbourany
enzymem laktatdehydrogenasou na 2 molekuly kyselinu mlééné (Hofvendahl a Hahn-—
Hagerdal, 2000).

U obligatn¢é heterofermentativnich laktobacild je glukosa fosforylovana na glukosa-6-
fostat a nasledné oxidovéana na glukonat-6-fosfat, pak je procesem dekarboxylace, za uvolnéni
COy, pfeménén na xylulosa-5-fosfat, ktera je dale degradovan na glyceraldehyd-fosfat a
acetyl-fosfat; glyceraldehyd-fosfat je podobné, jako u obligatné homofermentativnich
laktobacilii odbouravan na kyselinu mlécnou, ptes pyruvat s rozdilem energetického zisku,
ktery je zde poloviéni. Acetyl-fosfat je dale odbouravan bud’ na etanol ¢i acetat (Hofvendahl a
Hahn—Hégerdal, 2000).

U fakultativné fermentativnich laktobacild je jejich specificky zplsob fermentace
vyuzivan pii nedostatku glukosy v substratu a bakterie pak tedy vyuziva dalsi sacharidy.
Kromé¢ kyseliny mlécné zde vzniké také etanol, formiat a acetat, ale oproti homofermentativni
draze se odliSuji produkty z odbouravani pyruvatu, kde neni metabolizovana pouze kyselina
mlécna, ale i formiat a acetyl-koenzym A (acetyl-CoA). Acetyl-CoA vznika ¢innosti enzymu
pyruvat-formiat lyasy, ktery je za pfitomnosti kysliku neaktivni, proto je aktivovana
alternativni metabolicka drdha, kdy je pyruvat metabolizovan pomoci enzymu
pyruvatdehydrogenasy, za vzniku CO2, acetyl-CoA a NADH. Acetyl-CoA je pozdgji
odbouravan na acetat a etanol (Hofvendahl a Hahn—Hagerdal, 2000).

3.3.3.2Charakteristika bakterii rodu Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou fazeny do kmene Actinobacteria do celed¢ Bifidobacteriaceae, ktera
zahrnuje 6 bakterialnich rodd — jsou jimi: Aeriscardovia (1 druh), Alloscardovia (3 druhy),
Bifidobacterium (51 druhti), Gardnerella (1 druh), Parascardovia (2 druhy) a Scardovia (2

druhy), (Goodfellow et al., 2012; German Collection of Microorganisms and Cell Cultures).
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VSechny druhy této celedi spojuje aktivita specifického enzymu fruktosa-6-fosfat
fosfoketolasy (F6PPK).

Bifidobakterie jsou grampozitivni, vytvareji polymorfni rozvétvené tycinky, které se
vyskytuji samostatné ¢i v fetizcich nebo shlucich. Buiiky jsou nesporulujici, nepohyblivé a
netvoii vlakna. Jsou striktné anaerobni, ale n¢které kmeny toleruji kyslik za pfitomnosti COx.
Druh Scardovia coaguans izolovany z traviciho traktu ¢melaki je schopen riistu v aerobnim
prostiedi. Druhy B. asteroides, B. coryneforme, B. indicum jsou schopny ristu
v mikroaerofilnich podminkach (Killer, 2008). Bifidobakterie jsou chemoorganotrofni —
vyuzivaji energii ze §tépeni organického materidlu. Stépenim riznych sacharidd vytvéieji
kyseliny bez produkce plynu. Katalasovy test je u nich negativni — az na nékolik vyjimek (B.
indicum a B. asteroides) jsou-li kultivovany za ptitomnosti vzduchu (Simpson et al., 2004a;
Felis et al., 2007).

Bifidobakterie maji typickou stavbu bunééné stény charakteristickou pro grampozitivni
bakterie, sténa proto obsahuje komponenty jako peptidoglykan, polysacharidy, proteiny a
teichové kyseliny. Linearni fetézce polysacharidu peptidoglikanu jsou navzajem propojeny
pomoci tetrapeptidovych mustkd. Slozeni aminokyselin v tetrapetidech mureinu vykazuje
odli$nosti i na kmenové urovni. Nejcastéji jsou tetrapeptidy slozeny z L-alaninu, D-alaninu a
kyseliny D-glutamové a L-ornithinu, ktery mize byt v nékterych piipadech nahrazen lysinem
(Biavati et al., 2000).

Bunééna sténa obsahuje také polysacharidy slozené nejcastéji z glukosy, rhamnosy a
galaktosy, jejich mnozstvi i1 variabilita se u rGznych druhl bifidobakterii 1iSi — téchto
vlastnosti proto muze byt vyuzito pro jejich kmenovou identifikaci ¢i charakterizaci
(Veerkamp et al., 1965).

Bakterie z Celedi Bifidobacteriaceae byly nalezeny v riznych ekologickych nikach:
Vv travicim traktu kojenct (napt. B. breve, B. infantis), v TT dospélych lidi (napf. B.
adolescentis), v TT savcu (napt. B. adolescentis, B. animalis subsp. animalis, B. animalis
subsp. lactis, B. boum, B. cuniculi, B. magnum, B. merycicum, B. pseudolongum subsp.
pseudolongum, B. pseudolongum subsp. globosum, B. saeculare, B. thermophilum), v TT
ptaki (napt. B. gallinarium, B. pullorum), vTT hmyzu (napt. B. bohemicum, B.
actinocoloniiforme, B. bombi, B. indicum), v Zenské vaginé¢ (Gardanerella vaginalis),
v odpadnich vodach (napft. B. subtile), v klinickych vzorcich (napi. Alloscardovia omnicolens)
¢i v potravinach (napf. B. animalis subsp. lactis, B. crudilactis). Hlavnim mistem vyskytu této
¢eledi je travici trakt (Simpson et al., 2003; Killer, 2008).
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Rod Bifidobacterium byva délen do 5 skupin, ozna¢ovanych podle nejdiive objeveného
druhu skupiny: Bifidobacterium adolescentis, B. pullorum, B. asteroides, B. boum, B.
pseudolongum (Felis a Dellaglio, 2007; Russell et al., 2011).

V travicim traktu prasat byly nalezeny napiiklad tyto druhy rodu Bifidobacterium: B.
animalis subsp. animalis, B. boum, B. choerinum, B. longum subsp. suis, B. pseudolongum
subsp. globosum, B. pullorum, B. thermophilum subsp. porcinum (Biavati et al., 2000), B.
psychraerophilum (Simpson et al., 2004a), B. thermacidophilum subsp. porcinum, B.
thermacidophilum subsp. thermacidophilum (Zhu et al., 2003). Z rodu Aeriscardovia byl
nalezen v tenkém stfeve prasete druh A. aeriphila (Simpson et al., 2004a). V nedavné dobé
byly izolovany z traviciho traktu divokého prasete 2 druhy rodu Pseudoscardovia: P. suis a P.
radai (Killer et al., 2013; Killer et al., 2014). Uvedené druhy rodu Bifidobacterium (kromé
samostatné stojiciho druhu B. longum) spadaji do 3 vyse citovanych skupin (a jsou ve vyctech

dalsich druht téchto skupin zvyraznény tucné):

e skupina Bifidobacterium pullorum — B. pullorum, B.gallinarum, B. saeculare

e skupina B. boum — B. boum, B. thermacidophilum, B. thermophilum

e skupina B. pseudolongum — B. pseudolongum, B. animalis, B. choerinum, B.
cuniculi, B. gallicum (Felis a Dellaglio, 2007; Russell et al., 2011)

Bifidobakterie jsou fazeny do skupiny sacharolytickych mikroorganizmu
s heterofermentativnim zptsobem utilizace glukosy i ostatnich hexos. Od ostatnich
heterofermentativnich bakterii mlécného kvaseni se lisi absenci enzymu glukosa-6-
fosfatdehydrogenasy a aldolasy, disponuji ale naopak zminovanym, pro celed
charakteristickym, enzymem fruktosa-6-fosfat fosfoketolasou. Bifidobakterie vytvareji
fermentaci sacharidi kyselinu octovou a mléénou v idedlnim molarnim poméru 3 : 2, jako
kone¢ny produkt fermentace sacharidi (Scardovi et al., 1965). Pii tomto energetickém
procesu vznika ze 2 molekul glukosy 5 molekul ATP. Vysledny pomér konec¢nych produktt
bifidobakterii byla zjiSténa mala produkce kyseliny jantarové, (Scardovi, 1986) a za
vyjimeénych podminek (napf. pifi vysoké koncentraci kultivatniho média) také produkce

kyseliny propionové a maselné (Han at al., 2005).
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Glukosu utilizuji v§echny druhy bifidobakterii, kromé nékterych druhti izolovanych ze
slepych stfev drubeze (Rada a Petr, 2000), dale vSechny druhy bifidobakterii fermentuji
fruktosu (napt. kromé& B. cuniculi a B. choerium), sacharosu (krom¢ nékterych kmend B.
bifidum), maltosu (neutilizuje B. bifidum a nékteré kmeny B. asteroides a B. indicum),
galaktosu (neutilizuje B. minimum a nékteré kmeny B. asteroides a indicum), rafinosu
(neutulizuje B. bifidum, B. cuniculi, B. gallicum a minimum) a melibiosu (neutilizuje B.
minimum, B. bifidum). Udava se, Ze jednotlivé druhy bifidobakterii se od sebe odliSuji
specifickou fermentaci laktosy a melecitosy. Melecitosu utilizuji pouze druhy B. longum, B.
substile a B. adolescentis, laktosu utilizuji vSechny lidské a vétSina savcich druha
bifidobakterii (Scardovi, 1986; Sgorbati et al., 1995).

Vétsina kmend je schopna utilizovat amonné soli, jako jediny zdroj dusiku (Hassinen et
al., 1951), pro kmeny animalniho ptvodu B. suis, B. magnum, B. cuniculi a B. choerium se
udava, ze rostou pouze V ptitomnosti organického dusiku (Ballongue, 2004). Velké mnozstvi
bifidobakterii nema dostate¢né G¢inny proteolyticky aparat. Jsou schopné vyuzivat organicky
dusik v podobé aminokyseliny tryptofanu (Aragozzini et al., 1979) a vétsina kmend
bifidobakterii (krom¢& B. cuniculi) ma ureasovou aktivitu, ktera jim umoznuje vyuzivat

mocovinu, jako zdroj dusiku (Crociani a Matteuzzi, 1982).

3.4 1zolace a kultivace laktobacila a bifidobakterii

z TT prasat

3.4.1 Izolace a kultivace laktobacilit

Optimalni teplota rustu laktobacilti se nachazi v intervalu mezi 30 — 40 °C. Optimalni
pH pro jejich kultivaci byva 5,5 — 6,2 ¢i nizsi. Zasadité pH zpomaluje jejich rust (Beijerinck,
1901).

Pro izolaci a kultivaci lactobacilii je potfeba brat v uvahu jejich komplexni nutri¢ni
pozadavky, jejich acidotolerantni ¢i acidofilni povahu a preferenci mikroaerofilnich
podminek. Pro laktobacily je vyuzivan jako zakladni kultiva¢ni médium neselektivni MRS
(de Man, Rogosa, Sharpe) agar, jehoz hlavnimi slozkami jsou pepton, kvasniény extrakt
(vitaminy, aminokyseliny), hovézi extrakt, mineralni latky (Na, Mg), jako zdroj uhliku je zde

obsazena glukosa (De Man et al. 1960). Pro izolaci lactobacili z komplexni populace je vSak
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nutné uzit selektivnich médii. Zde je mozné vyuzit kyselého Rogosa agaru, ve kterém je
glukosa nahrazena maltosou, fruktosou, sacharasou ¢i arabinosou. Toto médium se také
modifikuje piidavkem cyklohexamidu (100 ml/l). Pro izolaci stievnich laktobacilt 1ze vyuzit
také modifikované MRS, SL nebo LAMVAB (MRS médium s pfidavkem vancomycinu,
cysteinu a pH 5,0 (Hartemink et al., 1997).

3.4.2 Izolace a kultivace bifidobakterii

Optimalni teplota rastu u lidskych druht bifidobakterii se pohybuje od 36 — 38 °C, u
animalnich druht se teplota ristu pohybuje v intervalu od 41 °C do 43 °C (Ventura et al.,
2004). Bifidobakteriim vyhovuje pH rlstu v rozmezi 6,5 az 7, pH pod 3,5 ¢i vyssi nez 8
inhibuje jejich rist (Scardovi, 1986; Delgado et al., 2008).

Pro izolaci a kultivaci bifidobakterii byly v minulosti vyuzivany rizné druhy médii,
Vv soucasné dobé se uziva jako zdkladni médium TPY (Tryptone Phytone Yeast extract) agar a
jeho modifikace (Scardovi, 1986). Hlavnimi slozkami tohoto média jsou trypton, pepton a
kvasni¢ni extrakt a jako zdkladni zdroj uhliku, je zde obsazena glukosa. SloZeni tohoto média
je optimalni pro rast vSech druhti bifidobakterii.

Pro izolaci bifidobakterii z pfirodnich, smé&snych vzorki bylo nutné média modifikovat,
aby byla zajisténa jejich selektivni G¢innost. Vyuziva se odolnosti bifidobakterii vii¢i riznym
druhiim antibiotik ¢i jejich narokti na pH prostiedi. Riizni autofi zkoumali selektivni média
pro izolaci bifidobakterii z riznych zdroji. Lim et al. (1994) pouzili BGL médium s obsahem
glukozy a jaterniho extraktu s pfidavkem gentamicinu (30 pg/ml) pro zjisténi poctu
bifidobakterii ve fermentovanych mlécnych vyrobcich. Hatermik et al. (1996) pouzili
selektivni RB médium s obsahem rafinosy a ptfidavkem kyseliny propionové a chloridu
litného, jako selektivnich faktor, pro izolaci bifidobakterii ze smésnych vzorkda.
Radaetal. (1999) navrhli modifikovany Wilkins-Chalgren (MW) agar s pfidavkem
antibiotika mupirocinu (100 mg/l) a ledové kyseliny octové (1 ml/l) jako selektivnich faktord
pro izolaci bifidobakterii z fekalnich vzorkli driibeze a kraliki. Nejcastéji pouzivanym
selektivnim médiem pro izolaci bifidobakterii v posledni dobé je modifikovany TPY agar
(MTPY) s piidavkem mupirocinu a kyseliny octové ve stejném mnozstvi, jako u MW agaru.
MTPY médium oproti vySe uvedenym prokazalo nejvyssi selekéni efekt. Toto médium bylo
poprvé testovano u vzorkl ze slepych stfev nosnic (Rada a Petr, 2000). Modifikované TPY
médium, pouze s ptidavkem mupirocinu, je mozné vyuzit pti kultivaci a izolaci bifidobakterii

z kysanych mléénych vyrobki. Selektivni t¢inek mupirocinu vyuzili také Simpson et al.
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(2004b) k modifikaci MRS agaru. Autofi Killer et al. (2013) rovnéz vyuzili MTPY agar pro
obtiznou izolaci bifidobakterii z tenkého a tlustého stfeva prasete divokého. Vzorky ockované
na selektivni ptdy pro izolaci bifidobakterii, se v Petriho miskach kultivuji za teploty 37 —

39 °C, 48 h v anaerostatu s vyvijeCem anaerobni atmosféry (Goodfellow et al., 2012).

3.5 ldentifikace laktobacilu a bifidobakterii zTT

prasat

3.5.1 Identifikace laktobacilii a bifidobakterii

Spravna identifikace bakterii na urovni rodové, druhové ¢i kmenové je zakladnim
predpokladem pro jejich dalsi vyuziti (probiotika, potravinarské kultury atd.) a charakterizaci
(Felis a Dellaglio, 2007). V mikrobiologickych prvopocatcich byla zkoumana vyhradné
morfologie bun&k, kolonii ¢i jejich kultiva¢ni vlastnosti. Casem se zacaly vyvijet biochemické
a enzymové metody a testy, které spolu svySe jmenovanymi Vvlastnostmi, identifikuji
bakterie na zakladé jejich fenotypickych vlastnosti — téchto vlastnosti se v souCasné dobé
vyuziva pievazné v procesu charakterizace. Identifikace bakterii na zakladé jejich
fenotypickych vlastnosti Casto vedla k nejednoznaénym vysledkim, hledaly se proto nové
metody (Ventura et al., 2004). Jak bylo zminéno Vv oddilu 3.3.3.2 metabolismus
bifidobakterii, bifidobakterie disponuji charakteristickym enzymem F6PPK, ktery se i
v dnesni dobé uziva pro identifikaci ¢eledi Bifidobacteriaceae. Aktivita tohoto enzymu byla
ale také jiz detekovana u ,,divokych® kmenti Lactobacillus reuteri, které byly izolovany z TT
prasat. Tyto izolaty ale nebyly kultivovany za standardnich optimalnich podminek (extrémné
snizené pH). K identifikaci bakterii je proto nezbytné piistupovat polyfazicky, za soucasného
vyuziti riznych metod ¢&i pristupti (Arskold et al., 2008; Bolado-Martinez, et al., 2012).
Rozvoj biologie, biochemie, genetiky a IT technologii umoznil vznik novych molekularné-
genetickych metod, které jsou v dneSni dobé hojné vyuzivané k identifikaci bakterii. Tyto
metody se zdaji byt obecné presnéjsi nez metody zalozené na fenotypickych vlastnostech
bakterii (Temmerman et al., 2003).

Identifikacni metody zaloZené na molekularné-genetickych vlastnostech, vychézeji ze

studia DNA. K identifikaci bakterii se vyuZzivaji metody zalozené na analyze 16S rRNA (Jian
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et al., 2001). Fylogeneticky gen kodujici 16S rRNA obsahuje shodné sekvence, které jsou
spole¢né pro vSechny prokaryotni bakterie, ale také obsahuje sekvence, které jsou specifické
pro urcité druhy ¢i skupiny bakterii. Geny prol6S rRNA a 16S rDNA (= casti ribozomalni
DNA) predstavuji vhodné markery k fylogenetické analyze pii studiu bakterialni diverzity
(Van der Meulen et al., 2006).

3.5.2 Molekularne-geneticke metody
3.5.2.1 Polymerasova fetézova reakce (PCR)

Molekularné-genetickd metoda PCR ma vSestranné vyuziti — lze ji pouzit také
k identifikaci bakterii, laktobacily a bifidobakterie nevyjimaje. Jedna se o rychlou, citlivou a
relativné nepiili§ naro¢nou metodu (Matsuki et al., 2002). Zakladem PCR je amplifikace, tedy
selektivni namnozeni vybranych oblasti DNA (pouzitim Taq-DNA polymerasy), pfi¢emz dva
rodové ¢&i druhové specifické primery (oligonukleotidy) urcuji lokalizaci a velikost
amplifikovaného tseku. Elementdrnim principem PCR je opakovana asistovand denaturace
dvojvlaknové DNA a nasledna renaturace jejich osamocenych vldken pomoci specifickych
oligonukleotidl, které jsou v reakéni smési v nadbytku. Tyto oligonukleotidy slouzi
nasledovné jako primery pro syntézu nového vlakna DNA. Proces amplifikace DNA probiha

ve 3 po sobé€ se opakujicich krocich:

1. Denaturace (teplota v rozmezi 94 — 96 °C)
2. Hybridizace primert (teplota v rozmezi 40 — 72 °C)
3. Syntéza nového vladkna DNA (teplota 72 °C)

V prvni fazi cyklu dochézi k zahtati PCR reakéni smési na teplotu 94 — 96 °C (u silné
stabilnich polymeraz mutze byt pouzita teplota 98 °C) po dobu 5 — 10 minut. Tyto faktory
zpusobi rozpad vodikovych mistki mezi komplementarnimi bazemi. Z jednoho
dvojvlaknového fetézce DNA tak vzniknou dva jednovlaknové fetézce DNA. Po denaturaci
nasleduje druhy krok, kde snizeni teploty (20 — 40 sekund) ma za nasledek navazani
oligonukleotidovych primerti na specificka mista DNA (na principu doplikovosti bazi).
Navéazané primery tak ohraniCuji mista syntézy novych vldken. Nasleduje tieti krok, kde

zvyseni teploty aktivuje DNA polymerasy, které syntetizuji nové komplementarni fetézce
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DNA. Tato faze trva v rozmezi 5 — 15 minut, v zavislosti na velikosti DNA. VSechny tfi
kroky se cyklicky opakuji (obvykle 20 — 35 cykld). K tomuto ucelu slouzi termocykler,
pristroj, kde je mozné nastavit teplotu, délku a pocet cykli. Produkty PCR reakce jsou
nejcastéji separovany pomoci elektroforetické separace v agarosovém ¢i polyakrylamidovém
gelu. Pfi elektoforetické separaci dojde k rozdéleni DNA fragmentii v zavislosti na jejich
molekulové hmotnosti. Velikost PCR fragmenti se nasledné porovnava se standardem o

znamé velikosti, ktery je na gel nanasen soucasné (Satokari, et al., 2001; Ward a Roy, 2005).

3.5.2.2 Restrik¢ni analyza amplifikované rDNA (ARDRA)

Tato metoda je zaloZena na amplifikaci DNA z useku 16S rDNA, produkty PCR jsou
nasledné §tépeny vhodnymi restrikénimi enzymy na sekvencné specifické fragmenty. Nékteti
autoti vyuzili kromé sekvence 16S rDNA genu, také jiné konzervativni sekvence, napt. gen
Idh, ktery koduje L-laktat dehydrogenasu, ¢i gen recA (koduje rekombinaéni enzym), ktery se
vyskytuje u bakterii vSeobecné. Vyhodnoceni této metody Se provadi za uziti pocitacovych
programi, napi. BioNumerics (Roy a Sirois, 2000; Moreira et al., 2005).

Ventura et al. (2000) pouzil tuto metodu Kk druhové identifikaci lactobacild
pochazejicich z fekalnich vzorki, které predchazela rodové specificka PCR. Spanova a kol.,
(2005) pouzila tuto metodu pro druhovou identifikaci bifidobakterii a lactobacili z fekalnich

vzorki kojencil.

3.5.2.3 Denaturacni/teplotni gradientova elektroforéza (DGGE/TGGE)

Zakladnim principem téchto metod je oddé€leni individualnich rRNA geni na zakladé
rozdilné chemické stability ¢i teploty tani téchto gend. U DGGE gelu je hlavni slozkou
formamid a mocovina, které vytvateji linearni denatura¢ni gradient. U TGGE je vyuzivano
teplotniho gradientu. Separace stejné dlouhych DNA fragmentd je umoznén0O denaturacnim
bodem. DNA je denaturovana v mistech AT part bazi ochotnéji nez v mistech CG parii bazi,
které jsou mnohem odolné&jsi. Stupeit denaturace se tedy odviji od nukleotidové sekvence
daného fragmentu. Pro zviditelnéni ssDNA se pfi PCR amplifikaci pfidaji primery s CG-
svorkou, které posléze ohranicuji jeden konec vzniklé dvousroubovice (KtiZzova a kol., 2006).
Metoda TGGE se odliSuje tim, ze denaturace DNA je zpiisobena teplotou, misto
denatura¢nim cinidlem, jako u DGGE metody. Pii pouziti skupinove, rodoveé ¢i druhove

specifickych primerd pii amplifikaci, 1ze touto metodou také identifikovat bakterie.
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Satokari et al. (2003) pouzil metodu DGGE pro identifikaci bifidobakterii a laktobacilt
z lidského TT. Peterson et al. (2009) pouzil metodu DGGE pro monitoring bifidobakterii a

lactobacilt z TT prasat.

3.5.2.4 Sekvenace genomu

Sekvenace DNA je proces, ktery vede k urCeni potfadi nukleotidi ve specifické
molekule DNA. Pro piimou fylogenetickou identifikaci se pouzivda metoda piimého
sekvenovani amplikonli 16S rDNA. V dneSni dob& se uZivaji automatické sekvenatory
zalozené na principu Sangerova sekvenovani. U automatického sekvenovani probihd syntéza
DNA vVvjedné reakci pomoci asymetrické PCR, ke znaceni produktu jsou uzity
dideoxyribonukleotidy, které jsou oznacené 4 rtiznymi fluorescencnimi znackami. Detekce
produktl probih4 pfti elektroforéze pomoci laserového detektoru ptipojeného k pocitaci, ktery
vyhodnoti sekvence (Massi et al., 2004; Sakata et al., 2006).

Pro z efektivnéni rychlosti sekvenace byly vytvoreny tzv. metody nové generace (NGS
— Next Generation Sequencing), které vychazeji z masivné paralelniho sekvencovani, kdy pro
oddéleni jednotlivych fragmentli je napf. uzita emulzni PCR (em-PCR), kde dochazi
K vytvofeni tzv. mikroreaktorti, které obsahuji vSechny potiebné komponenty pro PCR
(primery, polymerasy, nukleotidy). Na mikrokulicky v mikroreaktoru dochéazi k navéazani
fragmentu DNA a nésledné pomoci klonalni amplifikace dochazi k namnozeni templatové
DNA v mikroreaktoru. Kazdy mikroreaktor ma svou specifickou znacku, pfistroj tedy rozezna
jeho ptvod. Pro vlastni sekvenaci je podobné&, jako u Sangerovy metody vyuZivdna rGzna
svételna emise, pii ligaci nového vlakna DNA. V kazdém mikroreaktoru dojde k ligaci
kazdého klonalniho vldkna DNA, které piistroj zachyti a pocita¢ pak zpétné mize porovnat
zachycené sekvence a statisticky opravit chyby. Béhem jednoho experimentu muize byt
ziskano az 1 000 000 sekvenci. NGS metody jsou rychlé a Ize jimi analyzovat vice riznych
vzorku ve stejnou dobu. VSechny odvozené technologie jako je 454-pyrosekvenace, Solexa,
aj. vyuzivaji principu masivné paralelniho sekvenovani, 1i$i se v pouziti riznych chemikalii
(Sim et al., 2012; Pajarillo et al., 2014). Pajarillo et al., (2014) pouzil metodu 454-
pyrosekvenace pro rodovou identifikaci zastoupeni bakterii v mikrobiomu 3 plemen

domacich prasat, — véetné rodi Lactobacillus a Bififobacterium.
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3.5.2.5 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF/MS

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci spolu s matrici (MALDI MS)
ziskala svou oblibu kvtili rychlosti provedeni celé analyzy a schopnosti rozliSeni bakterialnich
vzorkll na pozadovanou uroven (rod, druh).

Pfed vlastni analyzou je nutné nanést biologicky vzorek na kovovou desticku, ktera je
po nasledném vysuseni (krystalizaci), vloZzena do pfistroje, kde je na krystaly matrice se
vzorkem vyzafovano laserové zafeni, které vyvola desorpci molekul matrice spolu
s molekulami vzorku. Extrahované nabité molekuly jsou analyzované v priletovém
hmotnostnim analyzatoru (TOF). Prtletovy hmotnostni analyzator zméii dobu, kterou ion
potiebuje k prekonani cesty mezi detektorem a zdrojem iontového zareni, tzv. dobu letu.
Vysledné hmotnostni spektrum je porovnavano s knihovnou hmotnostnich spekter pomoci
program MALDI Biotyper, ktery identifikuje vzorek.

Analyze piedchazi samotna kultivace bakterii, ktera tento proces zpomaluje, tento krok
je ale nutny u vétsiny identifika¢nich metod (Huonga et al., 2014).

Strompfovd a Laukova (2014) pouzili tuto metodu pro identifikaci laktobacili a

bifidobakterii z fekalnich vzorkl pst a primatu.
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3.6 Charakterizace laktobacilu a bifidobakterii

Charakterizace je proces, ktery zjistuje odliSnosti bakterii na urovni mezidruhové ¢i
mezikmenové. Metody charakterizace vychazeji z fenotypickych a genotypickych odli$nosti
bakterii. Pro fenotypické analyzy jsou vyuzivany biochemické a enzymatické testy. Ty jsou
zalozeny na sledovani metabolizmu bakterii, tedy na jejich schopnosti fermentovat rizné
substraty, dale na pfitomnosti riznych specifickych enzyma ¢i studiu zastoupeni AMK
v peptidoglykanu. Do genotypickych metod charakterizace, které jsou zaloZeny na rozdilnosti
DNA vramci druht ¢i kment bakterii lze zahrnout napi. pulzni gelovou elektroforézu,
interrepetitivni fetézovou reakci, nahodné amplifikovanou polymorfni DNA a dalsi (Spanova
a kol., 2005; Lee et al., 2009).

3.6.1 Fenotypicke metody
3.6.1.1 Biochemické a enzymatické testy

Biochemické a enzymatické testy slouzi k zjiSténi fyziologické aktivity bakterii a
K jejimu vyslednému porovnani v ramci druhu ¢i kmene. K tomuto tGcelu se pro laktobacily a
bifidobakterie uzivaji napiiklad API 50 CH, API ZYM, Rapid ID 32 A soupravy
(BioMérieux, Francie). Pro praci s témito soupravami testi je nutné izolovat Cisté kultury

(Robinson et al., 1981; Rada et al., 2000).

. API 50 CHL

Tato souprava obsahuje v 5 stripech 50 jamek, které obsahuji 49 rtznych substrati.
Testuje se zde schopnost bakterii fermentovat rizné substraty (napf. L-xylosa, laktosa,
manitol), coz se projevi zménou indikatorové barvy obsazené¢ v médiu v jednotlivych
jamkach. Ziskany fermentacni profil Ize srovnat s fermenta¢nim profilem ostatnich kment ¢i
druht bifidobakterii a laktobacilti izolovanych z riznych zdroju. Killer et al. (2014) naptiklad
pouzil tento test k charakterizaci Pseudoscardovia suis z TT divokych prasat, Lee et al.

(2008) jej pouzil pro charakterizaci laktobacilti izolovanych z TT kufat.
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Tato souprava testil je uzivana pro analyzu a porovnani enzymatické aktivity riiznych
kment bakterii. Tato souprava obsahuje 19 jamek (+1 kontrolni) s odlisnymi substraty pro
zjisténi aktivity riznych enzyma (napf. trypsinu, esterasy, lipasy, B-glukuronidasy). Aktivita
daného enzymu se projevi zménou indikatorové barvy, podobné jako u ptedchozi soupravy.
Kone¢nym vysledkem je obdobné charakteristicky enzymaticky profil testovaného kmene.
Lee et al. (2009) pouzili tento test k enzymové charakterizaci izolati Lactobacillus reuteri
z TT prasat, Kim et al. (2010) vyuzili tento test pii charakterizaci Bifidobacterium stercoris

izolovaného z lidskych fekalnich vzorki.

. Rapid ID 32 A

Souprava se sklada z 31 jamek (+1 kontrolni), které, jako u pfedchozich typt souprav,
obsahuji rizny substrat pro zjisténi pritomnosti konkrétniho spektra testovanych enzymi u
testovaného kmene. Zjist'uje se pritomnost napf.: ureasy, indolu, a-galaktosidasy. Kone¢nym
vysledkem je opét enzymaticky profil daného kmene. Silvi et al. (2003) pouzili tento test pro

charakterizaci bifidobakterii a laktobacili izolovanych z lidskych fekalnich vzorki.

3.6.1.2 SloZeni bunecné stény

Pro charakterizaci druhit a kment bakterii se také vyuZivd chemicka analyza
peptidoglykanu obsazeného v jejich bunécnych sténach. Sleduje se zastoupeni AMK
navazanych na muramovou kyselinu, které je charakteristické pro druhovou i kmenovou
uroven studovanych bakterii.

Dalsi slozkou bunééné bakterialni stény, ktera se vyuziva pro jejich charakterizaci, jsou
polarni lipidy. Killer et al. (2014) napf. pouzil zastoupeni AMK a polarnich lipida
k charakterizaci nové izolované bifidobakterie z TT divokych prasat. Roos et al. (2000) vyuzil
zastoupeni AMK v peptidoglykanu pfi charakterizaci kment laktobacilt izolovanych z TT

prasete.
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3.6.2 Genotypickeé metody

. Nahodna polymerazova retézova reakce (RAPD)

Tato modifikovand PCR metoda je rychlou a spolehlivou metodou pro vnitrodruhovou i
mezidruhovou diferenciaci mnoha bakterialnich druhi (Rossello-Mora a Amann, 2001). Pii
této metod¢ je pouzit cely bakteridlni genom. U této modifikované PCR metody je
vyextrahovand DNA amplifikovdna v ndhodnych mistech, kde doslo k pfichyceni primert.
Pro tuto metodu se uzivaji kratké primery (11 — 12 nukleotid). Vysledkem PCR je soubor
fragmentl, ktery specificky odrazi sekvenci DNA. Fragmenty rGzné velikosti jsou pomoci
agarosové gelové elektroforézy rozdéleny a poté vizualizovany. Pocet a velikost DNA
fragmentt poukazuje na rozdily ve stavbé DNA. Metoda je vyhodna napf. tim, ze neni nutna
znalost DNA sekvence amplifikovaného fragmentu (Rossetti a Giraffa, 2005). Ktizova a kol.
(2008) pouzila tuto metodu pro charakterizaci bifidobakterii z mlénych vyrobkl a jejich

porovnani s lidskymi druhy.

J Interrepetetitivni polymerazova retézova reakce (REP-PCR)

Tato metoda vyuziva primert, které se vazi na opakujici se sekvence uvnitf genomu.
K nejcastéji uzivanym primerdm pro prokaryta jsou: ERIC, REP, BOX a (GTG)n. Finalnim
produktem amplifikace je vétsi mnozstvi odlisné velkych amplikont. Jednotlivé kmeny se
odliSuji pritomnosti opakujicich se elementd a jejich lokalizaci, vysledkem je jedine¢ny
fingerprintovy profil (Kfizova a kol., 2006). Vyhodnoceni vzajemné podobnosti takovych
profild byva provedeno pomoci pocitaovych programi, které jsou schopny sestavit
dendogram vzajemnych vztahli mezi analyzovanymi kmeny. Vyuziti (GTG)s primeru
umoziuje rozliSeni nékterych kment laktobacilii (Gevers et al, 2001). Ktizova, (2008) pouzila
kombinaci (GTG)s a BOXAIR primeri pro charakterizaci kmenti bifidobakterii izolovanych

z mlé¢nych vyrobki a referen¢nich kmend.

. Pulzni gelova elektroforéza (PFGE)
Metoda je zalozena na pouziti elektrického pulzniho systému k separaci velmi dlouhych
fragmentli DNA na agarosovém gelu. Pii PFGE se periodicky méni orientace elektrického
pole. Molekuly DNA se pii pusobeni elektrického pole prodluzuji a zarovnavaji ve sméru

elektrick¢ého pole a pohybuji se smérem k anod€¢. Po odstranéni elektrického pole se
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prodlouzend molekula DNA vraci nazpét do svého idedlniho stabilniho stavu. Doba setrvani
V tomto stabilnim stavu je zavisla na délce molekuly DNA. Periodické zmény elektrického
pole zpusobi pfechod DNA =z idealniho stabilniho stavu do op€tovného prodluzovani a
zarovnavani molekul podle orientace nového pole. Pfi aktivaci prvniho elektrického pole se
separované molekuly DNA orientuji po sméru proudu a zacnou se pohybovat gelem. Posléze
se toto plsobeni prerusi a zapoji se druhé elektrické pole, které nuti molekuly DNA zménit
smér svého pohybu. To ma za nasledek zménu orientace molekuly DNA. Molekulam DNA o
vyssi molekulové hmotnosti trva delsi dobu zména jejich orientace nez molekulam DNA o
niz8i molekulové hmotnosti, proto je jejich pohyb pomalejsi, — ¢as potiebny k reorientaci
molekul DNA stoupa s délkou jejich fetézce. Fragmenty DNA jsou tedy pulzni elektroforézou
separovany na zdkladé své molekulové hmotnosti. Metodu Ize uzit k odliSeni kmenti bakterii.
Jeji nevyhodou muze byt potieba extrakce celé chromozomalni DNA zkoumaného
mikroorganizmu (Cai et al., 2007).

Prasad et al., (1998) pouzil tuto metodu k charakterizaci kment bifidobakterii a
laktobacild pro zjisténi jejich probiotického potencidlu. Cai et al. (2007) pomoci této metody

charakterizoval kmeny laktobacill z riznych ekosystémd.

. Multiplexni PCR

Multiplexni PCR je dal$i modifikaci PCR. Do jedné reakce se piidava vice dvojic
primert s podobnou teplotou hybridizace, to umozni amplifikaci vice useki v jedné PCR
reakci. Prostiednictvim vét§iho mnozstvi primert, je vysSsi pravdépodobnost vzniku rtiznych
nespecifickych fragment. Hlavni podminkou je, aby vzniklé produkty mély dostate¢né
odlisnou velikost, aby doslo k jejich uspésné separaci pomoci elektroforézy. Mullié et al.
(2003) pouzil tuto metodu k odliseni druhd bifidobakterii animalniho a lidského ptvodu.
Song et al., 2000 uzil multiplexni PCR pro porovnani refen¢nich kmeni laktobacilti s kmeny

laktobacilt izolovanych z lidské stolice.
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4 Z7.aver

Dostupné literarni zdroje poukazuji na rozdilnost bakterialni diverzity mikrobioty ¢i
mikrobiomu TT divokého prasete a jeho domestikované formy. S tim koreluji i jiné prace
zabyvajici se studiem diverzity mikrobiomu dalsich zastupct divokych a domestikovanych
zvifat a piipadné ostatnich zivo€ichu. Studium diverzity mikrobioty u ¢loveéka taktéz
poukazuje na vyssi (a odlisné) druhové spektrum bakterii u ptislusnika primitivniho kmene,
V porovnani s ¢lovékem urbanizovanym.

Zda se, ze spektrum a abundance bifidobakterii a laktobacilti v TT prasat, jsou vyrazné
ovlivnény vyzivou jejich hostitele — naznacuji to zmény pocti bifidobakterii a laktobacilti u
divokych prasat chovanych v zajeti, jisté vSak v navaznosti na kvalitu Zivotniho prostiedi
hostitele.

V praci byly soucasné shrnuty obecné uzivané metody vhodné pro charakterizaci
bifidobakterii a laktobacilll izolovanych z TT prasat, byla zminéna problematika kultiva¢nich
médii a identifikace bakterii. V ramci diplomové prace by bylo prospésné tuto praci rozsifit
také 0 piimy vyzkum vlastnosti kmend bifidobakterii a laktobacilti izolovanych z TT

divokych a doméacich prasat.
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6 Seznam pouzitych zkratek

AMK — aminokyseliny

ATP — adenosintrifosfat

GTG — guanin-tymin-guanin primer

CoA — koenzym A

DNA — deoxyribonukleova kyselina

HCI — kyselina chlorovodikova

F6PPK — fruktosa-6-fosfat fosfoketolasa
LAMVAB - Lactobacillus Anaerobic MRS with Vancomycin and Bromocresol green
MRS — de Man, Rogosa a Sharpe agar

NGS — Next Generation Sequencing

NADH — redukovany nikotinamidadenindinukleotid
PCR — polymerazova fetézova reakce

TT —travici trakt

RB — Rafinosa-Bifidobakterium agar

rDNA — ribozomalni DNA

RNA — ribonuklednova kyselina

rRNA — ribozomalni RNA

SL — selective lactobacilli rogosa

TPY — médium s tryptonem a kvasni¢nim extraktem
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