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Identifikace, charakterizace a vyznam druhu Bifidobacterium longum

Souhrn:

Stievni mikrofléra se skladd z rozsahlého systému mikroorganismi. Ve své bakalaiskeé
praci se zabyvam druhem bakterii Bifidobacterium longum, ktery se hojné vyskytuje
Vv travicim traktu lidi i zvitat. B. longum se taxonomicky déli na poddruhy Bifidobacterium
longum subsp. longum, Bifidobacterium longum subsp. infantis, Bifidobacterium longum
subsp. suis a Bifidobacterium longum subsp. suillum.

Pro tuto praci byly pouzity izolaty B. longum ze sbirky Katedry mikrobiologie, vyzivy
a dietetiky a typové kmeny ze sbirek mikroorganismu, které byly z velké ¢asti identifikovany
na druhovou troven pomoci hmotnostni spektrofotometrie (MALDI-TOF MS). Nékteré
z nich byly identifikovany dokonce na poddruhovou troven pomoci sekvenace 16S rRNA
a dalsich gend.

Cilem této prace byla poddruhova identifikace 58 izolata druhu Bifidobacterium longum
pomoci polymerazové fetézové reakce s vyuzitim dvou sad poddruhové specifickych primert
pro identifikaci poddruhti B. longum subsp. longum a B. longum subsp. infantis a nalezeni
spole¢nych znakt a charakteristik pro jednotlivé poddruhy pomoci biochemickych testa.
Zaméfila jsem Se na vyuzivani substrati jako zdroj energie v souvislosti s hostitelskym
prostfedim, ze kterého byly izolovany, a to zejména na uredzu.

Z vysledki PCR byla zjisténa uzka geneticka piibuznost mezi jednotlivymi poddruhy
a také se prokazala nespecifi¢nost primert, jelikoZ S nimi pozitivné reagovaly 1 dalsi testované
poddruhy.

Ze zjisténych udaji testu ANAERO 23 vyplyva, ze poddruhova identifikace na zakladé
sacharidové preference je obtizna a nelze podle ni jednotlivé poddruhy rozlisit. Uredzova
aktivita, podle niz by mély byt rozlisitelné poddruhy B. longum subsp. suis a B. longum subsp.

suillum nebyla plné prokazana. Tato aktivita spiSe odrazi ptivod kmenti a dietu hostitele.

Klic¢ova slova: Bifidobacterium longum, identifikace, substratova preference, polymerazova

fetézova reakce (PCR)



Identification, characterization and significance of the species Bifidobacterium longum

Summary:

The intestinal microflora consists of an extensive system of microorganisms. In my
bachelor thesis I deal with species Bifidobacterium longum, which is abundant in the digestive
tract of humans and animals. B. longum are taxonomically classified into subspecies
Bifidobacterium longum subsp. longum, Bifidobacterium longum subsp. infantis,
Bifidobacterium longum subsp. suis and Bifidobacterium longum subsp. suillum.

For this study were used isolates of B. longum from the collection of the Department
microbiology, nutrition and dietetics and type strains from collections of microorganisms that
have been largely identified to species level using mass spectrometry (MALDI-TOF MS).
Some even subspecies level by sequencing 16S rRNA and others genes.

The aim of this study was the identification of 58 isolates of the species Bifidobacterium
longum by polymerase chain reaction by using two sets of subtype specific primers for the
identification of the subspecies B. longum subsp. longum and B. longum subsp. infantis and
find common feature and characteristics for each subspecies by biochemical tests. | focused
on the use of substrates as an energy source in connection with the host environment from
which they were isolated, especially urease.

The results of PCR show us close genetic relation among subspecies and also
demonstrate the non-specificity of used primers, because with them also other tested
subspecies responded positively.

Result of ANAERO 23 test says, that subspecies identification, which is based on
carbohydrate preference, is difficult and can not distinguish by subspecies. Urease activity, by
which should be the subspecies of B. longum subsp. suis and B. longum subsp. suillum
distinguishable, has not been fully demonstrated. This activity rather reflects species of origin

and also diet of the host.

Keywords: Bifidobacterium longum, identification, substrate preference, polymerase chain
reaction (PCR)
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1. Uvod

Travici trakt predstavuje husté osidlené Zivotni prostfedi pro mikrobidlni organismy,
které ovliviuji zdravi hostitele. Kolonizace organismy zacind jiz pii narozeni, kdy se
organismy pochdzejici od matky ¢i z okolniho prostiedi, dostanou do téla novorozence. Jeden
Z nejvyznamngéjsich, pozitivné pusobicich rodu je rod Bifidobacterium. Tyto bakterie patii
mezi jedny znejcastéji aplikovanych probiotickych mikroorganismi, a jsou soucasti
probiotickych dopliikii stravy, které jsou pridavany do fermentovanych potravin, jako je
napiiklad jogurt. Bifidobakterie ovliviiuji nd$§ imunitni systém, napadeni potencialnimi
patogeny, prevenci proti mnohym onemocnénim a tvorbu nékterych dilezitych latek jako jsou
napt. vitaminy. Pro bakterie v travicim traktu jsou dulezita prebiotika. Prebiotika jsou
nestravitelné slozky potravy, které plisobi ve stfevé a stimuluji tak riist mikroorganismi.
Bifidobakterie jsou schopny ve stievé rozlozit nestravitelné komplexni sacharidy a
oligosacharidy na monosacharidy, které jsou dale metabolizovany v tzv. frukt6ézo-6-fosfatové
dréze za tvorby kyseliny mlécné a kyseliny octové. Tyto kyseliny ptiznivé ovliviiuji kyselost

ve stieveé, zvysuji prokrveni stievni sliznice a zlepsuji jeho hybnost.



2. Literarni reSerse
2.1 Rod Bifidobacterium

2.1.1 Historie

Bifidobakterie byly poprvé objeveny ve stolici kojence v roce 1899 Henrym Tissierem
v Pasteurové institutu (Russel a kol., 2011). Tyto anaerobni, gram-pozitivni bakterie byly
ve tvaru Y a Tissier je pojmenoval Bacillus bifidus. Od roku 1900 do roku 1957 se nazev
téchto bakterii rizné ménil. V roce 1917 Winslow navrhl zafadit tyto bakterie do celedi
Lactobacillaceae a v roce 1920 byly bakterie pojmenovany Hollandem Lactobacillus bifidus
(Biavati a kol., 2000). O ngkolik let pozdéji pozadoval Orla-Jensen 0 uznani samostatného
rodu Bifidobacterium, ale vzhledem k podobnosti s laktobacily byly tyto bakterie po vétSinu
dvacatého stoleti klasifikovani jako ¢lenové roda Bacil, Bacteroides, Nocardia, Lactobacillus
a Corynebacterium (Russel a kol., 2011). Roku 1963 Reuter rozpoznal a pojmenoval sedm
druhd Bifidobacterium mimo jiz znamého Bifidobacterium bifidum. O par let pozdé&ji
Scardovi diky aplikaci DNA hybridizace pfispéli k uznani 24 druhti a pozdéji bylo popsano
dalsich 8 druhd. Rod Bifidobacterium mél tedy jiz 32 druhd (Biavati a kol., 2000).

V roce 2014 pattilo do rodu Bifidobacterium 48 druhti a poddruhti a objevy novych druht
stale pokracuji (BuneSova a kol., 2014). V soucasnosti je podle informaci z oficialnich sbirek

popsano vice jak 60 druhti a poddruht.

2.1.2 Morfologie

Bifidobakterie se mohou vyskytovat jednotlivé, v fetézcich nebo shlucich. Tyto bakterie
netvofi spory (Felis a Dellaglio, 2007).

Bunééna sténa bifidobakterii je gram-pozitivni. Sklada se z peptidoglykanového obalu,
ktery je slozen z polysacharidd, proteinli a teichoovych kyselin. Slozeni aminokyselin
v tetrapeptidech se mezi jednotlivymi druhy 1i8i, a tak diky tomu mohou byt 1épe rozpoznany.
Obvykle je peptid slozen z aminokyselin jako L-alanin, kyseliny D-glutamové, L-ornithinu
nebo lysinu a D-alaninu. Zakladnimi polysacharidy v bunééné sténé téchto bakterii jsou
glukdza, galaktdza a Casto také rhamnoza.

Teichoové kyseliny ve spojeni s polysacharidovym fetézcem jsou zodpovédné za ptilnuti
bakterii k povrchu stfeva. Lipoteichoové kyseliny také urcuji hydrofobni charakter

bifidobakterii (Biavati a kol., 2000).



2.1.3 Fyziologie

Zastupci rodu Bifidobacterium jsou anaerobni organizmy. Nékteré druhy vSak dokazi
Vv pfitomnosti oxidu uhlicitého kyslik tolerovat. Teplotni minimum pro rast téchto bakterii je
25-28 °C, naopak teplotni maximum se pohybuje v rozmezi 43-45 °C (Scardovi, 1986).
Nicméné optimalni teplota pro rust lidskych bifidobakterii je v rozmezi mezi 36 az 38 °C,
zatimco pro bifidobakterie pro néz je hostitel zvife, je optimalni teplota pro rust vyssi,
vetsinou kolem 41 az 43 °C. Jsou vsak 1 vyjimky, u kterych mize jejich ristové optimum byt
az 49,5 °C jako je to napi. u Bifidobacterium thermacidophilum (Dong a kol., 2000).
Optimalni pH pro rist téchto bakterii je v rozmezi 6,5 az 7,0. Hrani¢nimi pH, pii kterych rust
ustava je 4,5 az 5,0 a niz8$i a naopak 8,0 az 8,5 a vyssi (Scardovi, 1986). AvSak nékteré
kmeny, napi. Bifidobacterium animalis subsp. animalis a Bifidobacterium animalis subsp.
lactis vykazuji rust i pii pH 3-5. Tato vlastnost je dulezita pro pteziti ve vysSich ¢astech
travici soustavy (BuneSova a kol., 2014).

Test na katalazu je negativni, az na druhy Bifidobacterium indicum a Bifidobacterium
asteroides, které byly ptivodné izolovany z traviciho traktu vcel. Tyto dva druhy vykazuji
kataldzu pozitivni, dokazi tedy rust v pfitomnosti kysliku.

Bifidobakterie rozkladaji hexdézu charakteristickou metabolickou cestou oznacovanou
jako fruktozo-6-fosfatova draha neboli tzv. ,bifid shunt“. Hlavni enzym je fruktoza-6-
fosfoketolaza, ktera stépi frukozu-6-fosfat na acetylfosfat a erytrozu-4-fosfat. Pritomnost
enzymu fruktéza-6-fosfoketolazy je povazovano za dulezity taxonomicky znak pro zatazeni
organismi do celedi Bifidobacteriaceae (Felis a Dellaglio, 2007). Hlavnimi kone¢nymi
produkty fermentace jsou kyselina mlé¢na a kyselina octova, které se tvofi v molarnim
pomeéru 3:2 (Ventura a kol., 2004). N¢které bifidobakterie mohou vytvatet organické kyseliny
a etanol, ktery ma vliv na jejich rist. Kyselina maselna, propionova a oxid uhli¢ity (vyjimka
degradace glukonatu) se v této metabolické cesté nevytvari.

Bifidobakterie vyuzivaji jako zdroj energie sacharidy. Jsou schopny fermentovat glukozu,
galaktozu a fruktozu. Avsak bylo objeveno i né¢kolik druht, které glukézu fermentovat
nedokazi. Nékteré druhy dokazi jako zdroj energie vyuzivat laktozu, napi. Bifidobacterium
crudilactis, Bifidobacterium mongoliense a Bifidobacterium animalis ssp. lactis vyskytujici se
vmléku a mléénych produktech. Mnoho zvifecich druhtt bifidobakterii a lidské
Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium angulatum a Bifidobacterium dentium dokazi

vyuzivat Skrob. Bifidobakterie dokazi vyuzit mnoho dalSich sacharidi napf. xylo-



oligosacharidy,  fruktooligsacharidy,  galaktooligosacharidy, isomalto-oligosacharidy

(Bunesova a kol., 2014), rafindzu, manitol a sorbitol (Scardovi, 1986).

Obrazek ¢. 1 — Schématicky diagram fermentace glukdzy u zastupcu rodu Bifidobacterium
(upraveno podle Gomes a Malcata, 1990)
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Vysvétlivky:
1. hexokinaza a fruktézo-6-fosfat izomeraza, 2. fruktézo-6-fosfat fosfoketolaza,
3. transaldolaza, 4. transketolaza, 5. ribozo-5-fosfat izomeraza, 6. ribuldzo-5-fosfat-3-

epimeraza, 7. Xylul6zo-5-fosfoketolaza, 8. acetat kindza, 9. enzymy homofermentativni drahy

2.1.4 Taxonomie

Taxonomické fazeni:
Doména: Bacteria
Kmen: Actinobacteria
Ttida: Actinobacteria
Rad: Bifidobacteriales
Celed: Bifidobacteriaceae

Rod: Bifidobacterium

Prvni metody identifikace a taxonomického fazeni bakterii byly zaloZeny na pozorovani
fenotypu a biochemickych znakl, jako je morfologie buné€k, kvaSeni sacharidi nebo
elektrolytickd pohyblivost enzymil. AvsSak tyto metody casto vedly k nepiesnym
a nejednozna¢nym vysledkim.

V soucasné dobé je bakterialni klasifikace zaloZena na molekularné biologickych testech,
diky kterym po jejich zavedeni probéhly velké zmeény v tehdejsi taxonomii bakterii. Piesné
identifikace bakteridlnich druhi je realizovana diky rRNA genové sekvenci, obzvlasté genoveé
sekvence 16S rRNA. Vsechny druhy, které patii do rodu Bifidobacterium, tvoii jednotku se
stejnym vyvojem, vykazujici vice nez 93% shodnost u 16S rDNA sekvence nalezené u ¢lent
V ramci tohoto rodu.

Bifidobakterie, jakoZto grampozitivni bakterie s vysokym obsahem G+C, jsou
ve fylogenetickém stromé bakterii fazeny jesté s dals$imi rody, jako jsou Streptomyces,
Actinomyces a Propionibacterium. Pii pouziti 16S rRNA indexu podobnosti jde velmi tézce
rozlisit rod Bifidobacterium od rodu Gardnerella, do kterého patii pouze druh Gardnerella
vaginalis. Rod Gardnerella vsak vykazuje mnohem niz§i obsah G+C (42%) nez rod
Bifidobacterium (55-65%) (Ventura a kol, 2004).

V soucastnosti rod Bifidobacterium nyni zahrnuje okolo 60 druhii a poddruhd.



www.bacterio.net/bifidobacterium.html)

Tabulka ¢. 1 - Seznam rodu Bifidobacterium (upraveno podle

Druh, poddruh Pivodné izolovano Izoloval, rok Kod DSM
Bifidobacterium Travici trakt ¢melaka  Killer a kol., 2011 22766
actinocoloniiforme
Bifidobacterium Bachor skotu, stievo Reuter, 1963 20083
adolescentis dospélého cloveka
Bifidobacterium Vykaly kosmana Modesto a kol. 2014, 26737
aesculapii (Callithrix jacchus)
Bifidobacterium Lidské vykaly Scardovi a Crociani, 20098
angulatum 1974
Bifidobacterium Krysi vykaly Masco a kol. 2004 20104
animalis subsp.
animalis
Bifidobacterium Jogurt Masco a kol. 2004 10140
animalis subsp. lactis
Bifidobacterium Vodni kefir Laureys a kol. 2016 LMG: 28769
aquikefiri
Bifidobacterium Travici trakt véely ~ Scardovi a Trovatelli, 20089
asteroides medonosné 1969
Bifidobacterium Vykaly tamarina Endo a kol., 2012 23969
biavatii (Saguinus midas)
Bifidobacterium Stolice kojence Orla-Jensen, 1924 20456
bifidum
Bifidobacterium Travici trakt ¢melaka  Killer a kol., 2011 22767
bohemicum
Bifidobacterium Travici trakt ¢melaka  Killer a kol., 2009 19703
bombi
Bifidobacterium Bachor skotu Scardovi a kol., 1979 20432
boum
Bifidobacterium Stievo kojence Reuter, 1963 20213
breve
Bifidobacterium Vykaly kosmana Endo a kol., 2012 23973
callitrichos (Callithrix jacchus)
Bifidobacterium Stolice ¢lovéka, Scardovi a Crociani, 20103
catenulatum odpadni vody 1974
Bifidobacterium Vykaly selete Scardovi a kol., 1979 20434
choerinum
Bifidobacterium Stievo ¢melaka Praet a kol., 2015 28792
commune
Bifidobacterium Travici trakt véely Biavati a kol., 1982 20216
coryneforme medonosné
Bifidobacterium Syrové mléko Delcenserie a kol., LMG: 23609
crudilactis 2013
Bifidobacterium Krali¢i vykaly Scardovi a kol., 1979 20435
cuniculi




Bifidobacterium Zubni kaz ¢lovéka  Crociani a kol., 1996 10105
denticolens
Bifidobacterium Zubni kaz Scardovi a Crociani 20436
dentium 1974
Bifidobacterium Vykaly lemura Michelini a kol., 100216
eulemuris (Eulemur macaco) 2016
Bifidobacterium Stolice ¢lovéka Choi a kol., 2014 19856
faecale
Bifidobacterium Stievo dospélého Lauer, 1990 20093
gallicum cloveka
Bifidobacterium Slepé stfevo kufete ~ Watabe a kol., 1983 20670
gallinarum
Bifidobacterium Vykaly mlad’at Michelini a kol., 100202
hapali kosmanu (Callithrix 2016
jacchus L.)
Bifidobacterium Travici trakt véely ~ Scardovi a Trovatelli 20214
indicum medonosné 1969
Bifidobacterium Zubni kaz ¢lovéka  Crociani a kol., 1996 10107
inopinatum
Bifidobacterium Stolice kojence Morita a kol., 2011 21854
kashiwanohense
Bifidobacterium Vykaly lemura Modesto a kol., 2015 28807
lemurum (Lemur catta)
Bifidobacterium Strevo kojence Mattarelli a kol., 20088
longum subsp. 2008
infantis
Bifidobacterium Stievo dospélého Mattarelli a kol., 20219
longum subsp. cloveka 2008
longum
Bifidobacterium Vykaly selat Yanokura a kol., 28597
longum subsp. 2015,
suillum
Bifidobacterium Vykaly prasat Mattarelli a kol., 20211
longum subsp. suis 2008
Bifidobacterium Krali¢i vykaly Scardovi a Zani, 20222
magnum 1974
Bifidobacterium Bachor skotu Biavati a Mattarelli, 6492
merycicum 1991
Bifidobacterium Odpadni voda Biavati a kol., 1982 20102
minimum
Bifidobacterium Kumys (napoj Watanabe a kol., 21395
mongoliense z mléka klisny) 2009
Bifidobacterium Vykaly gorily Tsuchida a kol., 2014 27321
moukalabense nizinné (Gorilla
gorilla gorilla)
Bifidobacterium Vykaly mlad’at Michelini a kol., 100196
myosotis kosmanu (Callithrix 2016
jacchus L.)
Bifidobacterium Stolice kojence Scardovi a kol., 1979 20438




pseudocatenulatum

Bifidobacterium Bachor skotu Yaeshima a kol., 20092
pseudolongum subsp. 1992
globosum
Bifidobacterium Praseci vykaly Mitsuoka 1969 20099
pseudolongum subsp.
pseudolongum
Bifidobacterium Praseci slepé sttevo  Simpson a kol., 2004 22366
psychraerophilum
Bifidobacterium Kufeci vykaly Trovatelli a kol., 20433
pullorum 1974
Bifidobacterium vykaly kosmana Endo a kol., 2012 23975
reuteri bélovousého
(Callithrix jacchus)
Bifidobacterium Bachor skotu Biavati a Mattarelli 6489
ruminantium 1991
Bifidobacterium Krali¢i vykaly Biavati a kol., 1992 6531
saeculare
Bifidobacterium Vykaly tamarina Endo a kol., 2012 23967
saguini (Saguinus midas)
Bifidobacterium Lidska krev Hoyles a kol., 2002 13734
scardovii
Bifidobacterium Vykaly tamarina Endo a kol., 2012 23968
stellenboschense (Saguinus midas)
Bifidobacterium Stolice ¢lovéka Kim a kol., 2010 24849
stercoris
Bifidobacterium Odpadni voda Biavati a kol., 1982 20096
subtile
Bifidobacterium Vykaly selete Zhu a kol., 2003 17755
thermacidophilum
subsp. porcinum
Bifidobacterium Odpadni voda Zhu a kol., 2003 15837
thermacidophilum
subsp.
thermacidophilum
Bifidobacterium Praseci vykaly Mitsuoka, 1969 20210
thermophilum
Bifidobacterium Vykaly mlad’at Michelini a kol., 100201
tissieri kosmanu (Callithrix 2016
jacchus L.)
Bifidobacterium Zubni plak kiecCka Okamoto et al. 2008 17777

tsurumiense




Obrazek €. 2 - Fylogeneticky strom zobrazujici vztahy mezi druhy ¢eledi Bifidobacteriaceae
sestaveny na zakladé 16S rRNA analyzy genové sekvence (Felis a Dellaglio, 2007)
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2.15 Vyskyt

Tyto bakterie se vyskytuji v travicim traktu lidi 1 zvifat. Byly izolovany z vykalt, bachoru
dobytka, lidské vaginy, z kanaliza¢nich vod, zubniho kazu a plaku, medu a véelim stievé
(Felis a Dellaglio, 2007). Podle Ventury (2004) mizeme bifidobakterie, dle jejich vyskytu
rozdelit do Sesti ekologickych nik: lidské stfevo, ustni dutina, potraviny, zazivaci trakt zvifat,
stteva hmyzu a odpadni vody.

Rod Bifidobacterium zahrnuje pfedevsim druhy, které byly pivodné izolovany z vykala
¢i traviciho traktu zvirat. B. adolescentis a B. longum subsp. longum byly objeveny u zvitat
I ¢lovéka. B. adolescentis poprvé objevil Reuter v kravském bachoru a ve stievé dospélého
¢loveéka a B. longum subsp. longum byla objevena ve vykalech telat a ve stievé ¢loveéka
(BuneSova a kol., 2014). Mezi dalsi druhy, které se ¢asto vyskytuji v lidském organismu patii
B. pseudocatenulatum, B. catenulatum, B. bifidum, B. breve, B. longum subsp. infantis
a B. angulatum (Ventura a kol., 2004). Z lidskych vykali ¢i traviciho traktu byly objeveny
také B. gallicum a nedavno objevené B. stercoris a B. kashiwanohense (BuneSova a kol.,
2014).

Bifidobakterie byly objeveny také v ustni dutiné a to predevS§im B. dentium, ktera
zpusobuje zubni plak a pravdépodobné i zubni kazy (Ventura a kol., 2004).

Nékteré¢ bifidobakterie byly objeveny v mléce a mlécnych produktech. Jsou to
B. animalis subsp. lactis izolované z jogurtu, B. crudilctis objeveny v syrovém mléce a syrech
a B. mongoliense izolované z koniského mléka (Bunesova a kol., 2014).

Ventura se v rozdéleni podle ekologickych nik ve skuping z travicich traktl zvirat zaméfil
na bifidobakterie, které byly izolované ptevazné z vykal prasat. Patii sem B. longum subsp.
suis, B. thermophilum, B. choerinum, B. aerophilum, B. psychroaerophilum,
B. thermacidophilum subsp. porcinum a B. boum. Druhy, které byly izolovany z vykalu telete,
kravy a kufete jsou B. animalis, B. magnum, B. pseudolongum, B. globosum, B. merycicum,
B. ruminantium, B. saeculare a B. cuniculi. Bifidobakterie byly nalezeny ve vykalech
1 dalsich zvitat, napt. u krélika, skotu nebo mysi. Dale byly izolovany ze slepého stieva kuiete
a slepého stfeva vepie a kravského bachoru (Ventura a kol., 2004).

V poslednich né¢kolika letech bylo popsano mnoho novych druhlit bifidobakterii
z gastrointestinalniho traktu primatt. V roce 2010 izolovali Endo a kol. 5 atypickych kmend
bifidobakterii z vykali Kosmana bélovousého (Callithrix jacchus) a Tamarina zlutorukého
(Saguinus midas). Na =zakladé hlubsi analyzy bylo ustanoveno 5 novych druht:

Bifidobacterium  reuteri,  Bifidobacterium  callitrichos,  Bifidobacterium  saguini,
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B. stellenboschense, a B. biavatii (Endo a kol., 2012). O dva roky pozdé&ji byl popsan novy
druh izolovany z vykali Gorily nizinné (Gorilla gorilla gorilla) B. moukalabense (Tsuchida
a kol., 2014). Dalsi nové taxony B. myosotis, B. tissieri a B. hapali (Michelini a kol., 2016b)
byly ziskany z vykalt mladéte Kosmana bélovousého (Callithrix jacchus) a to i pies fakt, ze
se vyskytem bifidobakterii u tohoto druhu zabyvalo jiz n¢kolik studii v ptedeslych letech
(Endo a kol., 2010; Endo a kol., 2012). V roce 2016 byly také popsany druhy B. aerophilum,
B. avesanii a B. ramosum izolované z traviciho traktu Tamarina pin¢iho (Saguinus oedipus)
(Michelini a kol., 2016a). VSechny nové druhy bifidobakterii, zminéné vySe, pochazeji
z jedinci zijicich v pfirozeném nebo alespon casteCné¢ ptirozeném prostiedi. Naopak
ve vykalech orangutana a Simpanze chovanych v zoologické zahradé detekoval D'Aimmo
a kol. (2014) B. adolescentis a B. dentium, druhy typické pro ¢lovéka.

Z hmyziho traviciho traktu bylo izolovano 6 druht; B. asteroides, B. coryneforme, B.
incidium, B. bombi, B. actinocoloniiforme a B. bohemicum. Nejcastéji byly izolovany
z traviciho traktu ¢meldkd a véel, ale vyskytuji se u rizného hmyzu napt. $§vabu, vos nebo
sr$ni (BunesSova a kol., 2014).

Mnoho druhti bifidobakterii byly objeveny v odpadnich vodéach v disledku fekéalniho
zne€isténi. Druhy B. subtile a B. minimun byly izolovany pouze v odpadnich vodach (Biavati
a kol., 1982).

2.1.6 Vyznam

Stfevni mikroflora je velmi slozity systém, jehoZ uplné sloZeni neni dosud zcela zndmo
(Felis a Dellaglio, 2007). Nejen lidsky gastrointestinalni trakt (GIT) je kolonizovan velkym
poctem ruznorodych skupin mikroorganismi, zabirajici specifické oblasti a vyklenky traktu.
Tyto mikroorganismy se vyvinuly v souladu s jejich hostitelem a jsou nezbytné k spravné
funkci GIT. Vyvazena, komplexni mikroflora je nezbytna pro spravné traveni a k udrzeni
homeostazy stfevniho ekosystému (Schell a kol, 2002).

Celkové slozeni je ovlivnéno mnoha c¢initeli, mezi néz patii strava, vek, zdravotni stav
hostitele, kulturni vlivy a dalsi. Rod Bifodobacterium spole¢né s rodem Lactobacillus jsou
potravinové mikrobiologie a stfevni mikroflory lidského organismu (Felis a Dellaglio, 2007).

Stievni mikroorganismy, véetné bifidobakterii, se v téle ¢lovéka méni v zavislosti na
lidském véku (Ward a Roy, 2005). Zavedeni pevnych potravin do stravy kojenych déti ma za
nasledek vyznamnou zménu mikroflory (Ventura a kol., 2004). Nejcastéjsi druhy izolovany

ze vzorku stolice kojenct jsou B. bifidum, B. longum, B. longum subsp. infantis a B. breve.
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U dospélych to jsou druhy B. adolescentis, B. longum, B. bifidum a B. catenulatum/
B. pseudocatenulatum.

Bifidobakterie maji ptiznivé uCinky na lidské zdravi. Mezi zdravotni Uc¢inky, které tyto
bakterie pfinasi, patfi: stimulace imunitni odpovédi, znesnadnéni rtistu mnoha potencialnich
patogent a hnilobnych bakterii, prevence proti prijmu, zacpé€ ¢i jinym stfevnim infekcim,
stimulace k pfijimani lakt6ézy, obnova stievni mikroflory po 1écbé antibiotiky. Organismy,
které maji tyto pozitivni ucinky, se nazyvaji probiotika (Ward a Roy, 2005). Mezi probiotika
patii hlavn¢ druhy B. animalis, B. longum, B breve, B. bifidum a B. adolescentis. Jejich rast
Vv travicim traktu ovlivituji latky nazyvané terminem prebiotika, mezi néz patii predevsim
oligosacharidy a polysacharidy (Satokari a kol., 2001). Prebiotika jsou definovany jako
nestravitelné slozky potravy, které mohou ovlivnit zdravi hostitele stimulaci ristu bakterii
nebo jejich metabolickou aktivitu v tlustém stfeve, a tim zlepSuji zdravi hostitele (Gibson
a Roberfroid 1995).

Pti mikrobidlnim rozkladu polysacharidd, oligosacharidi a proteinti v bachoru a tlustém
stievé vznikaji mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), které maji jeden az Sest atomi
uhliku. Jsou rozpustné ve vod¢ a snadno absorbovany v téle. Mastné kyseliny s kratkym
fetézcem se pfirozen€ vyskytuji v ovoci, zeleniné a mlééném tuku. Bifidobakterie pomoci
frukt6zo-6-fosfatové drahy metabolizuji nestravitelné zbytky napft. celulézu a Skrob, pii cemz
vznikd fosfoenolpyruvat, ktery je degradovan na pyruvat. Pyruvat je poté bifidobakteriemi
metabolizovan za vzniku acetyl-CoA a dale pak k tvorbé SCFA, acetatu a butyratu. Pii této
metabolické cesté se vytvari 1,5 molu acetatu na mol hexozy. SCFA vyuZivaji epitelové
buniky sliznice tlustého stfeva, jaterni buniky a svalové buiiky. Produkce SCFA v tlustém
bujeni sttevnich bun¢k.

Nekteré druhy rodu Bifidobacterium jsou schopné produkovat konjugovanou kyselinu
linolovou (CLA). CLA se pfirozené vyskytuje v zivocisné tukové tkani a mléce prezvykavcu.
CLA vznika v dusledku mikrobialni biohydrogenace kyseliny linolové a linolenové v bachoru
pfezvykavci. Bylo prokazano, ze CLA normalizuje sniZzenou gluk6zovou toleranci
a zamezuje rast hyperglykémie. CLA také ovliviiuje produkci leptinu, coz je hormon
vyluCovany tukovou tkdni. Leptin reguluje ptfijem potravy. CLA se tudiz mlze nepiimo
podilet na snizeni télesné hmotnosti (Russell a kol., 2011).

Druhy B. longum, B. animalis subsp. lactis a B. breve vykazuji antimikrobialni aktivitu
proti patogenim diky konkuren¢nimu vylouceni. Tyto druhy umoziuji dekonjugaci soli

zlucovych kyselin a jsou schopné piilnout na hlenu nebo stievniho epitelu. Tyto vlastnosti
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jsou dulezité pti urCovani zdravi prospéSnych a probiotickych mikroorganismi (Ventura
a kol., 2004).

Diky svému probiotickému ucinky jsou bifidobakterie pouzivany v mnohych vyrobcich,
jako jsou jogurty, zakysané smetany, syry, suSend mléka, zmrzliny a dal$i mlécné vyrobky.
Nejcastéji se v probiotickych produktech pouzivaji druhy B. longum, B. breve, B. bifidum, B.
longum subsp. infantis a B. animalis subsp. lactis (Hawkins, 1993).

2.1.7 Bifidobacterium longum

2.1.7.1 Genom

V roce 2002 provedl Schell a kol. sekvenaci genomu u kmene Bifidobacterium longum,
ktery byl izolovan z vykali kojence. B. longum NCC2705 byl prvni kmen, u kterého byla
poprvé provedena sekvence celého genomu. Bylo identifikovano 1730 pravdépodobné
kodujicich oblasti, které tvoii 86% celkového genomu. Konkrétni funkce byly pfifazeny 1225
Z nich, coz je 78%. U ostatnich 505 kddujicich oblasti (29%) nebyla jejich funkce zatim zcela
objasnéna, znichz se 389 (22%) neshodovalo sjiz zndmymi sekvencemi genomt. To
znamena, ze tyto geny jsou bud’ charakteristické pouze pro B. longum nebo zatim nebyly jesté
identifikovany.

Druh B. longum, jakozto grampozitivni, prokaryotni organizmus, ma cirkularni
chromozom s obsahem 60% C+G a velikosti 2 256 646 bp. Soucasti chromozomalniho
replikonu jsou 4 témét identické rrn operony, 57 tRNA, 16 intaktnich sekvencnich prvki,
profagy a integrované plazmydové zbytky.

B. longum ma geny pro syntézu minimalné 19 aminokyselin z NHs a biologickych
prekurzori napt. fosfoenolpyruvatu, oxalacetatu, oxoglutaratu a fumaratu poskytované
v Krebsové cyklu (Schell a kol., 2002).

V soucasnosti jsou osekvenované a k dispozici desitky genomti druhti B. longum

(https://www.nbci.nlm.nih.gov/genome).

2.1.7.2 Poddruhy

Taxonomické nesrovnalosti tykajici se druhd B. longum a B. infantis byly vyfeseny, kdyz
byly spole¢né klasifikovany pod nazvem B. longum. Pomoci molekularnich metod byly
uznany tii biotypy; infantis, longum a suis (Sakata et al., 2002).

DNA téchto poddruhti vykazuje podobnost 63 az 81% (Mattarelli a kol., 2008). Pozdé&ji
byl popsan novy poddruh B. longum subsp. suillum (Yanokura a kol., 2015).
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2.1.7.2.1 Sacharidova preference

Identifikace biotypti B. longum pomoci sacharidové preference je tézka (Bahaka a kol.,
1993). Podle Reutera neni L-arabindza fermentovatelna pro B. longum subsp. infantis. Pro
B. longum subsp longum je charakteristicka fermentace melezitozy. D-ribosa
je fermentovatelna pouze B. longum subsp longum a B. longum subsp infantis. B. longum
subsp infantis fermentuje D-glukuronat a o-fukozu, které naopak nejsou vyuzitelné pro
B. longum subsp longum a B. longum subsp suis. Arabinogalaktan je vyuzitelny pro
B. longum subsp longum, ale neni fermentovatelny pro B. longum subsp infantis a B. longum
subsp suis (Mattarelli a kol., 2008).

2.1.7.2.2 Bifidobacterium longum subsp. longum

B. longum subsp. longum byl popsan Reuterem vroce 1963 izolovany z fekalii
dospélého ¢loveka. Jiz diive bylo prokazano, ze je dominujicim druhem GIT dospélych lidi.

Bakterie, rostouci na TPY (tryptone phytone yeast extract) agaru, maji velmi protahlé,
relativné tenké, lehce nepravidelné bunky, které mohou byt ve vzacnych piipadech
rozvétvené. V TPY médiu se vétsina bun€k rozviji v jednotném zékalu. Sedimentace probiha
pomalu a sediment je viskozni (Scardovi, 1986).

Jedinci tohoto druhu byli izolovani ze stolice dospélych lidi i kojenct, vykala telat,
vaginy a odpadnich vod (Mattarelli a kol., 2008).

2.1.7.2.3 Bifidobacterium longum subsp. infantis

Reuter popsal v roce 1963 B. infantis jako nejvice prevladajici druh gastrointestinalniho
traktu kojenci.

Bunéénd morfologie tohoto poddruhu nevykazuje specifické vlastnosti, kterd by je
odlisovala od jinych druhti tohoto rodu. Tyto bifidobakterie nefermentuji pent6zy.

Jedinci tohoto druhu byli izolovani ze stolice kojenct i sajicich telat a v lidské vaginé
(Scardovi, 1986).

2.1.7.2.4 Bifidobacterium longum subsp. suis a subsp. suillum

B. longum subsp. suis izolovany z prase¢ich vykalt popsal Matteuzzi a kol. roku 1971.
Jedinci tohoto druhu maji §tihlé, prodlouZené bunky (2-6um), vzacné mohou byt rozdvojené
do tvaru kiiZze. Kolonie jsou kruhovité, hladké a bilé s plnym okrajem. V kapalnych mediich

jsou zprvu kalné, po 24 az 36 hodin sedimentuyji.
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Tento poddruh byl objeven ve vykalech selat (Mattarelli a kol., 2008) a také ve vykalech
telat na mlécné vyziveé (Bunesova a kol., 2012).

Biotyp Bifidobacterium longum subsp. suis byl dale rozdélen na dvé skupiny podle
vyuziti ureazy. B. longum subsp. suillum subsp. nov. vykazuje test na urecazu negativni,

zatimco B. longum subsp. suis je ureaza pozitivni (Yanokura a kol. 2015).

2.2 Metody identifikace a charakterizace bakterii rodu Bifidobacterium

2.2.1 Kultivace

ey

Soucasny stav informaci o mikroorganizmech zijicich v gastrointestinalnim traktu, je
z velké Casti zalozen na kultivacnich studiich. Podle védeckych odhadl vSak az 85% z celé
mikrobialni populace lidského stieva nejsme prozatim schopni vykultivovat. V dasledku toho
je na$ obraz stfevni mikroflory zaujaty ve prospéch mikroorganismt se snadnéjsi kultivaci
(Satokari a kol., 2001).

Bylo popsdno mnoho médii pro detekci bifidobakterii, ale Zadny z ptislusnych médii se
nezda byt zcela selektivni. Mimo to néktera selektivni média neumoziiuji rist vSech druht
tohoto rodu. Nicmén¢ jako selektivni faktor v pouzivanych médiich se pouziva antibiotikum
mupirocin (Rada a Petr, 2002). S pfidavkem mupirocinu Ize pak pouzit rizna zakladni média
(Bunesova a kol., 2015). VIkova a kol. (2015) navic navrhli mupirocinové médium doplnéné
o norfloxacin a kyselinu octovou. Toto médium je vice selektivni, potlacuje rist klostridii
a Ize ho pouzivat ke kvantifikaci a izolaci bifidobakterii z komplexnich prostiedi jako jsou

fekalni vzorky.
2.2.2 Fenotypové metody

PouZitelnost kultiva¢nich medii obvykle hodnoti Gramovo barveni jednotlivych kolonii
ze selektivnich agarovych pud. Identifikace bakterii rodu Bifidobacterium je zaloZena
na detekci enzymu fruktdzo-6-fosfat fosfoketolazy (F6PPK), ktery vznika pti fermentaci
spolehlivym rozliSenim piibuznych rodd (Rada a Petr, 2002). Enzym frukt6zo-6-fosfat
fosfoketolaza slouzi jako taxonomicky nastroj k identifikaci rodu, neumoznuje vSak
identifikaci na urovni druhu (Ventura a kol., 2004). Principem reakce je pteména frukt6zo-6-

fosfatu na acetylfosfat, ktery reaguje s chelaty Zeleza za vzniku komplexu. Tato komplexni
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sloucenina zpUsobi Cervenofialové zbarveni, které znaci, Ze test je pozitivni, tudiz se jedna

o rod Bifidobacterium (Scardovi, 1986).

2.2.2.1 Hmotnosti spektrofotometrie MALDI TOF MS

Hmotnostni spektrometrie je v dnesni dobé pravdépodobné nejvyuzivanéjsi metodou pro
identifikaci rodu, druhu i poddruhu bakterii. Jeji vyhodou je vysoka citlivost a rychlé
provedeni. Tato metoda je zalozena na specifické molekulové hmotnosti iont, ktera se
porovnava s databazi spekter referencnich kment. Pro identifikaci bifidobakterii a ostatnich
bakterii traviciho traktu je obzvlasté vhodny pfistroj Bruker (Emonet a kol., 2010). Pii
vyzkumu druhové diverzity bifidobakterii Chaplina a kol. (2015) bylo Gspésné identifikovano
na arovni druhu 93 % testovanych kmeni a ve studii Khonsariho a kol. (2016) dokonce

vSechny kmeny na trovni druhu.
2.2.3 Genotypové metody

Ptichod molekularné-biologickych metod vyrazné rozsifil schopnost spolehlivé
identifikovat kmeny a zhodnotit jejich evoluéni piibuznost (Ventura, 2004).

Prvni metody molekularni identifikace byly DNA-DNA hybridizace, sekvenéni analyza
16S rDNA, hybridizace se specifickou sondou a polymorfismus délky restrik¢nich fragmentt
(RFLP). Molekularni identifikace je zalozena na konstitutivni skladbé nukleovych kyselin.
AvSak sekvence podobnosti je u nékterych druhti velmi vysoka napf. B. catenulatum
a B. pseudocatenulatum (podobnost 99,5%) a B. longum subsp. longum a B. longum subsp.
infantis (podobnost 99,1%). Tzv. druha generace molekularnich metod, do niz se fadi
polymerazova fetézova reakce (PCR), multiplex-PCR, sekvenovani specifickych gent,
restrikéni analyza amplifikované ribozomalni DNA (ARDRA) a elektroforéza v gradientovém
denatura¢nim gelu (DGGE), pozdvihla detekci a identifikaci na urovni rodu a druhu na vyssi
uroven. Mezi dalsi skupinu molekularné-biologickych metod patii ndhodné amplifikované
polymorfni DNA (RAPD), pulzni gelova elektroforéza (PFGE) a interrepetitivni
polymerazova fetézova reakce (REP-PCR). Tyto metody jsou dobie vyuzitelné pfi identifikaci
a charakterizaci bifidobakterii v komer¢nich produktech i travicim traktu (Ward a Roy, 2005).
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2.2.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Mezi lety 1983 a 1985 vyvinul Kary Mullis v Cetus Corporation, USA novou metodu
syntézy velkého mnozstvi fragmentt DNA bez vyuziti klonovani. Tato metoda byla
pojmenovana PCR (Prescott a kol., 2002).

PCR (polymerase chain reaction) patii k nejvyznamnéjSim objeviim molekularni
genetiky, diky této metodé doslo k zjednoduSeni a zlevnéni analyz. PCR je in vitro metoda,
pfi niz se syntetizuji useky DNA, zalozené na replikaci nukleovych kyselin. Tento proces se
nazyva amplifikace. Diky PCR se ziskd velké mnozstvi specifickych genli nebo jinych
segmenti DNA, které mohou byt déale vyuzity. Fragmenty DNA ur¢ené k replikaci musi
ohrani¢ovat dva oligonukleotidové primery (Madigan a kol., 2015).

Vyhodou PCR je jeho vysoka efektivnost, rychlost, pfesnost, citlivost a jednoduchost
ovladaci techniky. Dalsi z vyhod pro detekci bifidobakterii je, ze PCR na rozdil od klasickych
metod nevyZaduje anaerobni podminky (Ward a Roy, 2005). Reakce probiha v ptistroji zvany
termocykler, vnémz se automaticky méni teploty podle pfedem navoleného programu.
Termocykler je schopny provést naptiklad 25 cykld a amplifikovat DNA 105 krat za 57 minut
(Prescott a kol., 2002).

Komponenty PCR:

-  Templatova DNA - jejiz tisek mé byt amplifikovan

- Par primeri — uméle syntetizované oligonukleotidy, slouzici k iniciaci PCR
(Medican a kol., 2015). Primery jsou obvykle cca 20 nukleotidii dlouhé (Prescott
a kol., 2002).

- Termostabilni polymeraza - vétSinou Tag DNA-polymeraza, izolovana z termofilni
bakterie Thermus aquaticus zijici v horkych pramenech. DNA polymeraza ptirozené
kopiruje molekuly DNA. Tag DNA-polymeréza je stabilni za teploty cca 95°C. Miize
byt pouzita i napt. Pfu polymeraza izolovana z hypertermofilni bakterie Pyrococcus
furiosus, ktera roste pii optimu 100 °C (Madigan a kol., 2015) nebo Vent polymeraza
z bakterie Thermus litoris (Prescott a kol., 2002).

- Mix nukleotidi (dNTP) - 2’-deoxynukleosid-5 -trifosfaty (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), pfitomné vétsinou v 50-200 uM a mnozstvi vSech ¢tyf komponenti by mélo
byt vyvazené (Innis a kol, 2012). Nukleotidy tvofi stavebni slozku pro syntézu
novych vlaken DNA (Madigan a kol., 2015).
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- Mg ?* - koncentrace iontii hof¢iku ma vliv na enzymovou aktivitu, napojeni primert
a specifitu produktii. Obsah Mg #* by mél byt 0,5 — 2,5 mM.

- Pufr — vytvaii optimalni prostiedi pro spravnou aktivitu DNA polymerazy. Bézny
pufr pro PCR by mél byt slozen z 10 mM Tris-HCL s pH mezi 8,3 az 8,8 a 50mM
KCI pro usnadnéni pfipojeni primert. Pti vétsim mnozstvi KCI by doslo k inhibici
aktivity Taq DNA-polymerazy. PCR pufr by dale mél obsahovat 1,5 mM MgCl>
a 100 uM/ml zelatiny.

- PCR voda - pro doplnéni na pozadovany objem (Innis a kol, 2012).

Prabéh:

Proces PCR je zaloZen na cyklickych zménach teploty:

1) Denaturace - reakce probiha pii 95°C, coz vede k denaturaci templatu, tedy
zmény prostorové struktury molekul DNA. Puvodné jeden komplementarné
vazany dvouretézec DNA se rozdé€li na dvé jednofetézcova vlakna.

2) Napojeni primert (annealing) — béhem této faze se teplota snizi nejcastéji na 55-
68 °C, coz zpisobi pripojeni primert k templatu DNA. (Madigan a kol., 2015).
Teplota a délka procesu potiebna k ptfipojeni primerti zavisi na slozeni bazi, délce
oligonukleotidii a amlifikaci primerd (Innis a kol. 2012)

3) Elongace — v této Casti se zvysi teplota na cca 75 °C a dochazi k samotné syntéze
DNA (Madigan a kol., 2015). DNA polymeraza zpusobuje extenzi navazanych
primert a syntézu kopii cilové sekvence DNA s vyuzitim deoxyribonukleosid

trifosfatd ve sméru 5‘— 3°.
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Obrazek ¢. 3 — Prubéh PCR (upraveno podle www.abmgood.com)
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Vysledek téchto tii fazi cyklu je vznik dvou dvou-fetézci DNA z piivodniho jednoho
dvou-fetézce. Pti dal§im cyklu vznika ze 4 vlaken z prvniho cyklu 8 fragmenti a pfi tietim
vznika 16 fragment DNA. Dvacet cykla bude tedy produkovat kolem milionu kopii sekvenci
DNA a 30 cykla zhruba miliardu (Prescott a kol., 2002).

2.2.3.2 Multiplex PCR

Multiplex PCR je podobny béznému PCR, ale tato metoda vyuziva vice pari primerd,
které se vazi k riznym tsekiim temldtové DNA a vznikd vice produktd. Vyhodou této metody
je sniZeni pocti PCR reakci a zkraceni jeji doby. Pro Multiplex PCR je dulezité, aby teplota
pro vSechny primery byla ve stejném rozsahu, dale aby produkty PCR mély odlisné velikosti
a byly tak od sebe rozliSitelné. U této metody je zapotfebi veétSi mnozstvi enzymu Tag

polymerazy, oproti béznému PCR (Ward, Roy, 2005).
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2.2.3.3 Sekvenovani specifickych geni

Pro identifikaci a charakterizaci rodu Bifidobacterium muze byt pouzito sekvenovani
specifickych gent. Je znamo, ze sekvence genit DNA, kodujici proteiny, jsou u¢inng&jsi pro
charakterizaci bifidobakterii nez sekvence genu 16S rRNA. Témito geny jsou naptiklad:
laktatdehydrogenaza (ldh), protein tepelného Soku (hsp60) a pyruvat kinaza (pk) (Ward a Roy,
2005).

2.2.3.4 Restrikéni analyza amplifikované ribozomalni DNA (ARDRA)

V metodé ARDRA (amplifield ribosomal DNA restriction analysis) je amplifikovan
pomoci PCR bud’ cely gen rRNA nebo pouze oblast genu 16S rRNA. Posléze je produkt
Stépen jednim restrikénim enzymem. Vybér restrikénich enzymi je diilezité pro urceni rozdilt
pfi veétsim mnozstvi druhlG. Produkty Stépeni jsou separovdny agarézovou gelovou
elektroforézou, barveny ethidium bromidem a poté vizualizovany pod UV svétlem (Ward
a Roy, 2005). Pocet a velikost vyslednych fragmenti DNA se li§i v zavislosti na mnozstvi

a umisténi restrikénich mist v DNA sekvenci, ktera je analyzovana (Ventura a kol., 2004).

2.2.3.5 Elektroforéza v gradientovém denaturaénim gelu (DGGE)

Principem DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) metody je oddéleni
fragmentii DNA stejné délky, ale jiné sekvence principem tani (denaturace) (Madigan a kol.,
2015). Separace je zalozena na snizeni elektroforetické mobility dvouvlaknové molekuly
DNA v polyakrylamidovych gelech, obsahujicich denaturujici latky (smés mocoviny
a formamidu) nebo linearni teplotni gradient (Muyzer a Smalla, 1998). Pro tuto metodu je
dulezity vybér spravné rychlosti prubéhu reakce a denaturaéniho gelu, aby se dosahlo

optimalniho oddéleni fetézci (Ward a Roy, 2005).

2.2.3.6 REP-PCR

Metoda REP-PCR (repetitive element palindromic PCR) slouzi k ziskani fingerprintt
genomoveé DNA, pfi niZ se vyuzivaji primery tak, aby byly komplementarni s kratkymi
repetitivnimi sekvencemi genomu. Pfi této PCR mohou byt pouzity tfi rizné primery. BOX
primer (puvodné popsany u Streptococcus pneumoniae), ERIC primer (pivodné popsany
v Salmonella typhimurium) a REP primer (pivodné popsany u Escherichia coli) (Ward
a Roy, 2005). PCR amplifikace temlatové DNA ma za nasledek tvorbu produktt s rozdilnou

velikosti (Szczuka a Kaznowski, 2004).
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3. Hypotéza

Bakterie druhu Bifidobacterium longum dokazi zutilizovat celou fadu substrati, kdy

muzeme ocekavat uritou zavislost na hostitelském prostiedi, ze kterého byly izolovany.

4.  Cil praktické ¢asti

Cilem praktické casti je zjistit substratovou preferenci bifidobakterii izolovanych
z riznych hostitelskych prostiedi a pomoci molekuldrné biologickych metod identifikovat

Bifidobacterium longum na poddruhovou troven.
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5. Metodicka cast
5.1 Pouzité mikroorganismy

Pro tuto praci bylo pouzito 61 izolati z rodu Bifidobacterium ze sbirky Katedry
mikriobiologie, vyzivy a dietetiky, které byly zvelké ¢asti identifikovany na druhovou
uroven. U izolath pochazejicich z oficialnich sbirek jako DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) byla znama identita az na poddruhovou uroven, totéz
u izolat, které byly soucdsti diive vyslych publikaci KMVD. Zbytek izolati byl vice
charakterizovan a identifikovan v ramci této bakalaiské prace. Mikroorganismy byly vybrany
z riznych ekologickych nik. Seznam vSech pouzitych mikroorganismu je uveden v tabulce

¢. 4 (vysledky).
5.2 Priprava kultur

Bakteridlni kmeny byly plivodné zmrazeny v modifikovaném Wilkins-Chargrem bujonu
s ptidavkem Bifipufru s glycerolem na - 20 °C. Jeden den pied testovanim byly
mikroorganismy rozmrazeny a naockovany (0,5 ml) do tekutého, anaerobniho,
modifikovaného Wilkins-Chargrem bujonu (9 ml). Poté probéhla kultivace po dobu 24 hodin
v termostatu pii teploté¢ 37 °C. Narostla kultura se projevila zakalem v médiu. Posléze byla
odebrana injekéni stiikackou kapka média s narostlou kulturou na vydezinfikované podlozni
sklicko, ptikryta krycim sklickem a sledovana pod svételnym mikroskopem s fazovym
kontrastem (Nikon Eclipse E 200LED MV RS). Pro testovani byly nutné pouze ¢isté kultury
bifidobakterii, tedy jednotna kultura nepravidelnych tyc¢inek bez jakychkoliv jinych
mikroorganismi napt. koku, laktobacilti, kvasinek apod. (uvedeno na Obrazku ¢. 4).
Mikroskopické pozorovani probihalo pod zvétsenim 400X a u kazdého preparatu byl potizen
digitalni snimek. Seznam vétSiny fotografii je uveden v ptilohéach.

Pokud byla ve vzorku cista kultura bifidobakterii, bylo odebrano z kazdého vzorku
zivného média s narostlou kulturou po 1 ml do dvou sterilnich zkumavek Eppendorf. Jedna
zkumavka byla dale pouzita pro izolaci DNA, druha pro ANAEROtest 23.
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Obrizek ¢&. 4 — Cisté kultury Bifidobacterium longum

5.3 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Pfed provedenim PCR musi byt nejdiive izolovana DNA z Cistych kultur. Poté je

smichdna smés pro PCR s DNA a vlozena do termocykleru, kde probéhne PCR reakce.

Nasledné je PCR smés pienesena do gelu a vlozena do elektroforézy na 60 min, poté se gel

prosviti UV svétlem a je zachycen graficky zaznam — elektroforeogram.

5.3.1 lzolace DNA

1)

2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

1 ml bakterialni suspenze ve 2 ml zkumavce Eppendorf byly centrifugovany v
centrifuze MINI Spin (Eppendorf) rychlosti 14500 ota¢ek/min po dobu 3 minut.
Ze zkumavky byl opatrné odlit supernatant a ponechan pouze sediment.
Sediment byl promichan se 100 ul roztoku PrepMan Ultra.

Suspenze byla zahtata v termocykleru na 100 °C po dobu 10 minut.

Suspenze byla ponechdna v pokojové teploté po dobu 2 minut.

Suspenze byla cenrifugovana v centrifuze rychlosti 14500 ota¢ek/min po dobu 3
minut.

Ze zkumavky bylo odpipetovano 50 pl supernatantu do nové sterilni zkumavky
Eppendorf.

Izolované DNA bylo pouzito na PCR nebo zmrazeno pro pozd¢jsi testovani.
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5.3.2 Priprava PCR smési

Smeés pro PCR byla ptipravena podle Tabulky ¢. 2 v tomtéZ pofadi a uvedeném mnozstvi.

Smés byla promichdna a kratce zcentrifugovana. Reakéni pufr, smés nukleotidi a Taqg DNA

polymeraza byly pfidany ve form¢ master mixu. Jako primery byly pouzity pro poddruh
B. longum subsp. longum primery BiLON-1 a BiLON-2 a pro B. longum subsp. infantis

v

primery BiINF-1 a BiINF-2. Sekvence primeri jsou uvedeny v Tabulce ¢. 3. Jednotlivé

sloZzky byly rozpipetovany do eppendorfovych zkumavek a doplnény 1 pl vyizolovanym

DNA do celkového mnozstvi 25 pl.
Tabulka ¢. 2 - Slozeni smési pro PCR

Komponenta Mnozstvi (nl
Master mix 12,5
PCR voda 9,5
Primer 12 1
Primer 2 @ 1
Templatova DNA P 1
Celkem 25

3 _ v koncentraci 10 pmol/pl, ® — v koncentraci 10 — 30 ng/ul

Tabulka €. 3 — PCR primery (upraveno podle BuneSova a kol., 2014)

Poddruh Primer Sekvence primeri Teplota PCR
nasednuti produkt
°C) (bp)
B. longum BiLON-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC
subsp. BiLON-2 GGGAAGCCGTATCTCTACGA 59 831
longum
B. longum BilNF-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC
subsp. BiINF-2 GGAAACCCCATCTCTGGGAT 59 828
infantis

5.3.3 PCR proces

Zkumavky byly umistény do termocykleru a poté byla spusténa PCR reakce. PCR

program probihal ve tfech opakujicich se fazich. Pocate¢ni denaturace probihala pfi

teploté 95 °C po dobu 5 minut, nasledovalo 32 cykld zahrnujicich denaturaci po dobu 30

sekund pfi teploté¢ 95 °C a nasednuti primert probihalo 30 sekund pii 59 °C, elongace

probihala po dobu 30 sekund pii 72 °C. Finalni krok elongace trval 5 minut pti 72 °C, naceZ

nasledovalo ochlazeni na 4 °C.
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5.3.4 Agarozova gelova elektroforéza

Jedna se o posledni krok PCR, diky némuz byly detekovany vzniklé PCR produkty.

Princip elektroforézy spoc¢iva v migraci elektricky nabitych Castic v elektrickém poli.

Postup:

1)

2)
3)
4)

5)

6)
7)

8)

Do 100 ml TAE (Tris-acetat-EDTA) pufru (0,75 krat koncentrovany) byl pfidan 1 g
praskové agarozy.

Smés byla rozvarena v mikrovinné troubé (3 min.)

Do sm¢si bylo piidano 5 pl GelRed (Biotum) barviva.

Roztok byl nalit do elektroforézy, do nadoby s hiebinky a nechal se ztuhnout pfi
laboratorni teplot¢.

Hfiebinky byly opatrné vyjmuty, ¢imZ vznikly komtrky pro PCR smés.

Gel byl zalit TAE pufrem v nadobé¢ elektroforézy.

Do jamek v gelu bylo automatickou pipetou naneseno po 5 pl PCR smési. Do prvni
a posledni jamky se nanasi 5 ul velikostniho standartu, ktery se piidava pro odhad
velikosti pozorovanych fragmentli DNA. Velikost fragmentu se udava jako pocet bazi
— bp (base pair).

Nadoba elektroforézy byla piikryta vikem a ptipojena ke zdroji napéti 80 V po dobu

60 minut.

5.3.5 Vyhodnoceni

Po hodiné elektroforézy byl gel pienesen a vizualizovan pomoci Gel-Doc systému

(BioRad). Byl potizen elektroforeogram a v porovnani s velikostnim standartem se uréily

poddruhy jednotlivych kment. Vysledek PCR nékolika kmeni je wuveden na
Obrézku ¢. 5.
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Obrazek ¢. 5 — Vysledek PCR

INF — poddruhové specificka PCR pro B. longum subsp. infantis
LON - poddruhove¢ specificka PCR pro B. longum subsp. longum

54 ANAEROtest 23

Souprava ANAEROtest 23 je systém spojujici 23 biochemickych testli umozilujici
identifikaci anaerobnich bakterii na zakladé jejich sacharidového metabolismu. Testy jsou
umistény v jamkach mikrotitraéni desticky. Jedna desti¢ka umoznuje identifikaci 4 kment, tii
fady po osmi jamkach obsahuji testy pro identifikaci jednoho kmene. Fermentace daného
substratu testovanou bifidobakterii se projevi zménou jeho barvy. K detekci se pouziva
acidobazicky indikator. V pozitivnim pfipadé dochazi ke zkvaSovani substratu a K tvorbé
organickych kyselin, které okyseli médium a zpisobi zménu indikatoru (zména barvy

substratu). Barevna $kala pro pozitivni a negativni reakce je uvedena na Obrazku ¢. 6.
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Obrazek ¢. 6 — Barevna Skala (pfevzato z www.ridacom.com)

H G F E D C B A
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ESL MNS RAF CEL XYL ARA SOR CON
® 00
© 00000 00 00 600 00

Vysvétlivky:

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

1. fadek: IND — Indol, GLU — Glukéza, MLT — Maltéza, FRU — Fruktoza, GAL — Galaktoza,
LAC — Laktoza, MLZ — Melezitoza, URE — Urecaza
2. tadek: NIT — Nitraty, SUC — Sachar6za, SAL — Salicin, TRE — Trehal6za, MAN — Manitol,

RHA — Rhamnoza, NAG - N-acetyl-B-glukosamidaza, bGL - B-glukosidaza

3. fadek: ESL — Eskulin, MNS — Mano6za, RAF — Rafin6za, CEL — Celobidza, XYL — Xyloza,

ARA — Arabindza, SOR — Sorbitol, CON — Kontrola rastu

5.4.1 Priprava inokula

Béhem pfipravy inokula a inokulace bylo potifeba pracovat co nejrychleji, aby byla

kultura vystavena plisobeni vzdusného kysliku co nejkratsi dobu.

1) 1 ml bakterialni suspenze ve 2 ml zkumavce Eppendorf byly cenrifugovany

2)
3)
4)

5)

v centrifuze MINI Spin rychlosti 14500 otacek/min po dobu 3 minut.

Ze zkumavky byl odlit supernatant a ponechan pouze sediment.

Sediment byl promichan ve fyziologickém roztoku.

Suspenze byla cenrifugovéana v centrifuze rychlosti 14500 otaek/min po dobu

3 minut.

Ze zkumavky byl odlit supernatant a ponechan pouze sediment.
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6) Sediment byl nékolikrat promichan v médiu pro ANAEROtest 23, aby doslo

k dokonalé homogenizaci.
542 Test

1) 0,15 ml suspenze bylo inokulovano injekéni stiikackou do vSech jamek Vv ptislusnych
ttech fadach desticky. Bylo dbano na to, aby nedoslo ke kontaminaci sousednich
jamek.

2) Jamka pro test pro indol (jamka H v prvni fad¢) byla zakapnuta 2 kapkami
parafinového oleje, aby bylo zabranéno vyt€kani indolu v pfipadé€ pozitivni reakce.

3) Desti¢ky s naockovanymi fadami byly spole¢né s vyvijeCem anaerobniho prostiedi
(AnaeroGen, Oxoid) vloZeny do inkubaéniho sacku, ktery byl posléze vzduchotésné
uzavien.

4) Desticky byly umistény do termostatu nastaveného na 37 °C na 48 hodin.

5.4.3 Vyhodnoceni

1) Po 48 hodinach inkubace byla jamka pro indol (jamka H v prvni fad¢) zakapnuta 2
kapkami ¢inidla pro indol a jamka pro nitraty (jamka H v druhé tad€) zakapnuta
kapkou ¢inidla pro nitraty.

2) Pomoci barevné skaly (Obrazek ¢. 6) byly testy vyhodnoceny jako pozitivni nebo
negativni a zaznamenany do formuldfe pro zaznam vysledkll. Desticka

ANAEROtestu 23 béhem vyhodnocovani je zobrazena na Obrazku €. 7.

Obrazek €. 7 — ANAEROTtest po 48 hodinach inkubace
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6. Vysledky
6.1 PCR identifikace

Seznam vSech testovanych kment bifidobakterii se nachazi v Tabulce €. 4. V praci bylo
pouzito celkem 61 izolatl, pochazejicich z 3 ekologickych nik - zvifecich hostitelt, lidskych
hostitelti a potravinovych vyrobku. 58 izolata patfilo druhu B. longum a pro kontrolu byly
zatazeny také 3 izolaty druhu B. pseudolongum (DSM 20099, DSM 20092 a BSM8-1 ETH).
16 kmenti pochazelo z typovych oficinalnich sbirek a byla znama jejich identita. Tyto izolaty
byly pouzity jako kontrolni kmeny. Jednalo se o typovy kmen DSM 20219 ze sbirky DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen), pochazejici ze stieva
dospélého cCloveka. Ze sbirky DSMZ dale pochazely i kmeny DSM 28597 a DSM 20211,
vyizolované z vykall selat, dile kmen DSM 20099 zvykali prasat a DSM 20092
vyizolovany z bachoru. Ze sbirky ETH (Eidgendssische Technische Hochschule, Ziirich)
pochazel kmen 36 ETH vyizolovany ze stolice dospélého ¢lovéka a dale kmeny 43 ETH, 47
ETH a BSM8-1 ETH pochazejici ze stolice Sestimési¢nich kojenct z Keni. Typovy kmen
ATCC 17930, izolovany ze stfeva kojence pochazel ze sbirky ATCC (American Type Culture
Collection).

Do PCR identifikace byly zafazeny i 4 izolaty z typovych sbirek poddruhu B. longum
subsp. suis (43 ETH, 5/9, 022 11 a DSM 20211) a 1 izolat poddruhu B. longum subsp. suillum
(DSM 20211).

Ostatnich 45 izolatd, u kterych byla znama pouze rodova a druhova identifikace, byly
identifikované na poddruhovou Uroven pouze na zdkladé¢ provedené PCR. Tyto izolaty
pochézely z lidskych hostitelt (stolice dospélych lidi na konven¢ni i vegetarianské dieté,
kojenci a déti s Crohnovou chorobou), zvifecich zdroju (vykali prasat, selat, telat
a z kravského bachoru) a z probiotickych vyrobkd.

U izolatd VB 2/1, VB 2/2 a VB 5/7 pochézejicich ze stolice vegetariani a izolatu
INFNUT vysly obé PCR negativni a nebyla tak zjisténa jejich druhova ¢i poddruhova identita.
Naopak u kmentit MB 7/4, MB 7/5 a MB 7/6 pochézejicich ze stolice dospélého ¢lovéka na
konvenéni diet¢ a kmeny MP 1, MP 3 a MP 4 pochazejici ze stolice déti s Crohnovou
chorobou vysla PCR pro oba dva poddruhy pozitivni a taktéz nemohla byt ziskana pfesna
identita téchto kment.

U vsech typovych kment poddruht B. longum subsp. longum a B. longum subsp. infantis

z oficialnich sbirek, u nichz byla znama identita vysla PCR pro dany poddruh pozitivné.
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U vsSech kmend poddruhu B. longum subsp. suis véetné typového vysla pozitivni PCR
S pouzitim primert pro poddruh B. longum subsp. longum, pro poddruh B. longum subsp.
infantis byly reakce negativni. Naopak u izolatu DSM 28597 poddruhu B. longum subsp.
suillum vysly obé PCR pozitivni. U vSech kontrolnich kment druhu B. psedolongum vysla
PCR spravng¢, tedy pro oba poddruhy B. longum negativné.

38 izolati bylo na zakladé provedené PCR identifikovano jako poddruh B. longum subsp.

longum a 5 izolata jako B. longum subsp. infantis.

Tabulka €. 4 - Vysledky PCR identifikace

Kmen Pivod PCR Identifikovino
JELG)
B. longum B. longum
subsp. longum  subsp. infantis

DSM Stievo dospélého cloveka + - B. longum subsp.
20219 longum

TP1"2 Stolice kojence z Keni + - B. longum subsp.
- 6 mésict longum

36 ETH"® Stolice dospélého ¢loveka + - B. longum subsp.
longum

MB 1/2 2 Stolice dospélého ¢lovéka + - B. longum subsp.
longum

MB 1/62 Stolice dospélého ¢lovéka + - B. longum subsp.
longum

MB 1/102 Stolice dospélého ¢lovéka + - B. longum subsp.
longum

MB 2/5% Stolice dospélého ¢lovéka + - B. longum subsp.
longum

MB 2/102 Stolice dospélého ¢lovéka + - B. longum subsp.
longum

MB 3/12 Stolice dospélého ¢loveka + - B. longum subsp.
longum

MB 5/32 Stolice dospélého ¢loveka + - B. longum subsp.
longum

MB 5/92 Stolice dospélého ¢loveka + - B. longum subsp.
longum

MB 5/10° Stolice dospélého ¢lovéka + - B. longum subsp.
longum

MB 6/72 Stolice dospélého ¢loveka + - B. longum subsp.
longum

MB 6/82 Stolice dospélého ¢lovéka + - B. longum subsp.
longum

MB 7/42 Stolice dospélého ¢loveka + + B. longum subsp.

longum / infantis

MB 7/52 Stolice dospélého ¢loveka + + B. longum subsp.
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longum / infantis

MB 7/6°2 Stolice dospélého ¢loveka B. longum subsp.
longum / infantis
MB 10/42 Stolice dospélého ¢loveka B. longum subsp.
longum
MB 10/8°2 Stolice dospélého ¢loveka B. longum subsp.
longum
VB 1/32 Stolice dospélého ¢loveka B. longum subsp.
- vegetarianska strava longum
VB 1/7% Stolice dospélého ¢loveka B. longum subsp.
- vegetaridnska strava longum
VB 2/1% Stolice dospélého cloveka neidentifikovano
- vegetarianska strava
VB 2/2* Stolice dospélého cloveka neidentifikovano
- vegetarianska strava
VB 2/32 Stolice dospélého ¢lovéka B. longum subsp.
- vegetarianska strava longum
VB 3/52 Stolice dospélého ¢lovéka B. longum subsp.
- vegetarianska strava longum
VB 3/92 Stolice dospélého ¢lovéka B. longum subsp.
- vegetarianska strava longum
VB 4/32 Stolice kojence — 2 mésice B. longum subsp.
longum
VB 4/52 Stolice kojence — 2 mésice B. longum subsp.
longum
VB 5/7% Stolice dospélého cloveka neidentifikovano
- vegetarianska strava
VB 5/102 Stolice dospélého ¢loveka B. longum subsp.
- vegetaridnska strava longum
VB 6/12 Stolice dospélého ¢lovéka B. longum subsp.
- vegetaridnska strava longum
VB 6/12°2 Stolice dospélého ¢lovéka B. longum subsp.
- vegetaridnska strava longum
VB 7/62 Stolice dospélého ¢lovéka B. longum subsp.
- vegetaridnska strava longum
VB 8/1%2 Stolice dospélého ¢lovéka B. longum subsp.
- vegetarianska strava longum
VB 8/8% Stolice dospélého ¢lovéka B. longum subsp.
- vegetarianska strava longum
VB 9/2% Stolice dospélého ¢lovéka B. longum subsp.
- vegetarianska strava longum
VB 9/62 Stolice dospélého ¢lovéka B. longum subsp.
- vegetarianska strava longum
VB 9/12° Stolice dospélého ¢loveka B. longum subsp.
- vegetarianska strava longum
VB 10/4°2 Stolice dospélého ¢loveka B. longum subsp.
- vegetaridnska strava longum
VB 10/5% Stolice dospélého ¢loveka B. longum subsp.
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- vegetaridnska strava longum
INF NUT? Kojenecka vyziva neidentifikovano
Nutra Bona? Probioticky produkt B. longum subsp.
longum
ATCC Strevo kojence B. longum subsp.
17930 ¢ infantis
Biopron Probioticky produkt B. longum subsp.
Junior 2 infantis
13w Stolice kojence z Keni — 6 B. longum subsp.
mésict infantis
13y*@ Stolice kojence z Keni — 6 B. longum subsp.
mésict infantis
ATETH™® Stolice kojence z Keni — 6 B. longum subsp.
mesicl infantis
MP 1% Stolice déti s Crohnovou B. longum subsp
nemoci longum / infantis
MP 22 Stolice déti s Crohnovou B. longum subsp.
nemoci longum
MP 3% Stolice déti s Crohnovou B. longum subsp.
nemoci longum / infantis
MP 42 Stolice déti s Crohnovou B. longum subsp.
nemoci longum / infantis
MP 82 Stolice déti s Crohnovou B. longum subsp.
nemoci longum
MP 102 Stolice déti s Crohnovou B. longum subsp.
nemoci longum
DSM Vykaly selat B. longum subsp.
28597"P suillum
5/9"2 Vykaly telat B. longum subsp.
Suis
022 112 Vykaly telat B. longum subsp.
Suis
DSM Vykaly prasat B. longum subsp.
20211"P suis
43 ETH™® Stolice kojence z Keni — 6 B. longum subsp.
mésict suis
DSM Vykaly prasat B. pseudolongum
20099°° subsp. globosum
DSM Bachor B. pseudolongum
20092 P subsp.
pseudolongum
BSM8-1 Stolice kojence z Keni — 6 B. pseudolongum
ETH"® mésict subsp. globosum

“- typové oficialni kmeny

2 - Sbirka Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky
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b - DSM — Némecka sbirka mikroorganismi a bunéénych kultur (Deutsche Sammlung von
Microorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany)

¢ ETH — Svycarsky federalni technologicky institut (Eidgendssische Technische
Hochschule, Ziirich)

d_ ATCC — Americka sbirka typovych kultur (American Type Culture Collection)

6.2 ANAEROTEST 23

V ANAEROTESTU 23 bylo testovano 54 kment druhu B. longum a 3 kmeny B.
pseudolongum. Druh B. longum je znam pro svou schopnost utilizace velkého mnozstvi
substratli, coz je patrné i z vysledki sestavenych testem ANAERO 23 (tabulky ¢. 6, 7, 8,
ptilohy). TudiZ jsem se v této praci zaméfila hlavné€ na vyuziti uredzy, ktera je vice specificka.
V Tab. ¢. 5 jsou uvedeny kmeny, které v testu reagovaly pozitivné¢ — bylo prokazano, Ze
vyuzivaji ureazu. Testované poddruhy pochazely z riznych ekologickych nik, ale v ramci
jednotlivych nik se schopnost vyuziti uredzy riznila. U izolatu pochazejicich z dospélého
¢lovéka reagovalo 6 kment pozitivné z celkovych 35 kmeni, z toho 5 kment ze stfeva nebo
stolice ¢lov€éka na omnivorni stravé a jeden kmen ze stolice Clovéka na vegetarianské strave.
Dva kmeny z celkovych 9 kmeni, pochazejicich z kojenecké stolice reagovalo pozitivng.
Z4dny z testovanych kmenti, pochazejici ze stolice déti s Crohnovou chorobou neprojevil
schopnost utilizace uredzy. Z 3 kmenl izolovanych z probiotickych produktl, 2 kmeny
prokézaly svou schopnost vyuzit uredzu. Animalni kmeny pochdzely ze 4 rlznych hostiteld,
ale pouze kmen pochdzejici z prasecich vykali byl schopen zutilizovat ureazu. Pocet kment,
reagujicich pozitivné i negativng, rozdéleny podle jejich zdroje je uveden v grafu ¢. 1.

V testovanych kmenech byly zahrnuty 3 kmeny poddruhu B. longum subsp. suis, z toho
2 na ureazovy test reagovaly pozitivné a 1 kmen poddruhu B. longum subsp. suillum, ktery
reagoval negativné. Z 5 kmend poddruhu B. infantis 2 byly schopny ureazu zutilizovat.
U druhu B. pseudolongum reagovaly na ureazu vSechny kmeny negativné.

Ohledné ostatnich sacharidovych substratd vSechny kmeny fermentovaly laktozu,
fruktézu, maltoézu, glukdézu a rafindzu. Sachardézu vyuzily vSechny kmeny kromé kmene
BSM8-1 ETH, coz je kontrolni kmen druhu B. pseudolongum subsp. globosum. Xyl6zu
utilizovaly vSechny kmeny kromé& INF NUT (kojenecka vyziva) a ATCC 17930 (stolice
kojence). Galaktézu vyuzivaji vSechny kmeny az na kmeny MB 7/4, MB 7/5, MB 7/6,
pochézejici ze stolice dospélého ¢loveka a u nichZ nebyla zjisténa piesnd poddruhova identita.

Ani jeden z testovanych kment nevyuziva indol. B-glukosidazu méli pozitivni bifidobakterie,
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u nichz nebyl stanoven poddruh — kmeny MB 7/4, MB 7/5, MB 7/6, pochézejicich ze stolice
dospélého ¢loveka a kmen INFNUT z kojenecké vyzivy a kmeny, identifikované jako B.
longum subsp. longum - MB 10/4, MB 10/8, VB 1/3, vyizolované ze stolice dosp€lého
cloveéka. Nitraty byly schopny vyuzit pouze dva kmeny, a to MB 7/5 a DSM 20219,
pochazejicich z dospélého ¢lovéka. Rhamnozu vyuzilo 5 kment poddruhu B. longum subsp.
longum a jeden kmen poddruhu B. longum subsp. infantis. Mandzu bylo schopno zutilizovat
12 kment, mezi nimi 9 poddruhd B. longum subsp. longum, 2 poddruhy B. longum subsp.
infantis a 1 poddruh B. longum subsp. suillum. Sorbitol vyuZzilo 6 kment poddruhu B. longum
subsp. longum, 5 pochazejicih ze stolice dospélého ¢loveéka, 1 ze stolice kojence. Melezitdozu
vyuzilo 28 kment z celkovych 38 kment poddruhu B. longum subsp longum, jeden kmen
poddruhu B. longum subsp. infantis a zadny z kmenti poddruhd B. longum subsp suis i B.

longum subsp suillum.

Tabulka €. 5 — Kmeny reagujici na ureazu pozitivné

Kmen Pivod Identifikovano jako

DSM 20219* ~ Stievo dospé&lého ¢lovéka  B. longum subsp. longum

MB 5/3 Stolice dospélého cloveka B. longum subsp. longum

MB 7/4 Stolice dospélého ¢loveka B. longum subsp.
longum/infantis

MB 7/5 Stolice dospélého ¢loveka B. longum subsp.
longum/infantis

MB 7/6 Stolice dospélého ¢loveka B. longum subsp.
longum/infantis

VB 1/3 Stolice dospélého ¢loveéka B. longum subsp. longum

- vegetaridnska strava

INF NUT Kojenecka vyziva neidentifikovano

Biopron Junior

Probioticky produkt

B. longum subsp. infantis

47 ETH* Stolice kojence z Keni B. longum subsp. infantis
— 6 mésicu

DSM 20211* Praseci vykaly B. longum subsp. suis

43 ETH* Stolice kojence z Keni B. longum subsp. suis

— 6 mésicu
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Graf ¢. 1 - Pocet pozitivné a negativné reagujicich kmentl na uredzu
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7. Diskuze

Cilem této prace byla poddruhova identifikace 58 kment Bifidobacterium longum,
izolovanych z riiznych prostiedi a nasledné zhodnoceni jejich sacharidovych preferenci pro
jednotlivé poddruhy. Identifikace bifidobakterii je dulezita, jelikoz v potravinarském
primyslu je Casto potfeba pouze urcity druh. Navic nékteré funkéni vlastnosti pozadované pro
probiotick¢ mikroorganismy jsou ¢asto druhoveé/ poddruhové ¢i kmenové specifické (Hill
a kol., 2014). Poddruhove¢ specificka PCR byla provedena za pouziti dvou sad poddruhové
specifickych primerd pro identifikaci poddruhi B. longum subsp. longum a B. longum subsp.
infantis (Roy a Sirois, 2000). Specifi¢nost primert byla kontrolovana pomoci DNA,
extrahované z typovych kmeni se znamou poddruhovou identitou. Do testu byly zatazeny
nejen tyto dva uvedené poddruhy, ale i B. longum subsp. suis a B. longum subsp. suilum
a 3 kmeny druhu B. pseudolongum. Podle vysledk této prace souhlasime s Royem
a Siroisem, Ze tyto primery jsou uzite¢né pro rozliSeni poddruh B. longum subsp. longum
a B. longum subsp. infantis, jelikoz u vSech typovych kmend poddruhti B. longum subsp.
longum a B. longum subsp. infantis vySla PCR pro dany poddruh pozitivné a pro testové
kmeny druhu B. pseudolongum vysla PCR v obou ptipadech negativné. Specifitu primert
vSak nemizeme potvrdit, jelikoz na sadu primerd pro B. longum subsp. longum reagovaly
pozitivné vSechny typové kmeny B. longum subsp. suis a typovy kmen DSM 28597 poddruhu
B. longum subsp. suillum reagoval pozitivné jak na sadu primert pro identifikaci B. longum
subsp. longum, tak pro sadu primerti B. longum subsp. infantis. Toto zjisténi odpovida faktu,
Ze tyto primery byly navrzeny vice jak pted 20ti lety (Matsuki a kol., 1999) a mezitim doslo
Kk rozsifeni a taxonomické reklasifikaci daného druhu (Yanokura a kol., 2015). Navic nékteré
testované lidské izolaty nebylo mozné poddruhové témito specifickymi primery identifikovat

anebo naopak mély pozitivni vysledek pro oba poddruhy.

Podle Mattarelliho a kol. (2008) se B. longum subsp. longum vyskytuje ve stolici
dospélych lidi a kojenct, vykalech telat, lidské vaginé a v odpadnich vodach. B. longum
subsp. infantis se nachazi ve stolici kojenct, stolici sajicich telat a v lidské vaginé. Je
pravdépodobné, ze u kmentt MB 7/4, MB 7/5, MB 7/6 pochazejicich ze stolice dospélého
¢lovéka na omnivorni stravé, u nichz vysly obé PCR pozitivni, se bude jednat o poddruh B.
longum subsp. longum, jelikoz kmen B. longum subsp. infantis u dospé€lych lidi nebyl
objeven. Toto tvrzeni bylo prokdzano i v nasi PCR identifikaci, jelikoz zadny zkment

pochazejici z dospélého ¢loveka se neprokazal jako poddruh B. longum subsp. infantis.
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U kment MB 7/4, MB 7/5, MB 7/6 vysly stejné pozitivni vysledky obou PCR jako
u typového kmene druhu B. longum subsp. suillum, ale jelikoz byl tento poddruh nalezen

pouze ve zvifecich zdrojich, pravdépodobné se nejedna o tentyz poddruh.

Cilem testu ANAERO 23 bylo stanovit schopnost riznych poddruh druhu B. longum
pochézejicich z rozdilnych ekologickych nik degradovat sacharidové substraty a na zakladé
vysledki porovnat substratovou preferenci danych kment. V testu ANAERO 23 bylo
testovano celkem 57 vzorkd, pochézejicich ze zvitecich, lidskych a potravinovych zdroji.

Liu a kol. (2015) uvadi, ze cetnost bifidobakterii souvisi se zdravim hostitele. Tyto
bakterie jsou dominantni ve sttevech kojencii a v dospélém veku se jejich Cetnost snizuje, coz

Bifidobakterie jsou schopny utilizovat Sirokou $kalu substratd vcetné mono-, oligo-
a polysacharidu a vyuzit tak uhlik jako zdroj energie (Vernazza a kol., 2006). Pievazna ¢ast
jejich genomu je soustfedéna na vyuziti uhlikovych zdroji. Poddruh B. longum subsp.
longum, ktery se vyskytuje z velké ¢asti u dospélych lidi je dobfe vybaveny pro degradaci
polysacharidii rostlinného ptivodu. Poddruh B. longum subsp. infantis, vyskytujici se
u kojenct, je specializovan hlavné na vyuziti oligosacharidii matefského mléka (BuneSova
a kol., 2016). Hlavni slozkou matetského mléka je laktoza. Primarnimi komponenty
oligosacharidii mléka jsou kyselina sialova, fukéza, N-acetylglukosamin, fukédza, galaktdza
a glukoza (Ninonuevo a kol, 2006).

Sakata a kol. (2002) testovali kmeny poddruhti B. longum subsp. longum, B. longum
subsp. infantis a B. longum subsp. suis na utilizaci n€kolika sacharidovych substrati. Vyuziti
L-arabin6zy zaznamenali u vS§ech kment poddruhit B. longum subsp. longum i B. longum
subsp. suis, coz naopak neprokazal zadny z kment poddruhu B. longum subsp. infantis. Nas
pokus u kmend B. longum subsp. longum a B. longum subsp. suis vysel v souladu s pokusem
Sakaty a kol., tedy vSechny kmeny reagovaly na arabinézu pozitivné. U poddruhu B. longum
subsp. infantis vysla fermentace arabindézy u dvou kment pozitivné, u tifi negativné.
Duivodem, pro¢ v§echny kmeny B. longum subsp. longum jsou schopny vyuzit L-arabin6zu a
u poddruhu B. longum subsp. infantis jen mensina, muze byt rostlinna strava u dospélych a
mlécna vyziva u kojencu, jelikoz se arabindza vyskytuje v rostlinné potrave.

Podle vysledkd Lauera a Kandlera (1983) je melezitéza sacharidovy vzor podle jejiz
schopnosti utilizace jde rozlisit B. longum subsp. longum/ B. longum subsp. suis od B. longum
subsp. infantis. Pro B. longum subsp. longum a B. longum subsp. suis je charakteristicka

utilizace melezitozy, kterou naopak neumi vyuzit B. longum subsp. infantis. Sakata a kol.
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(2002) toto tvrzeni svym pokusem vyvratili, jelikoz v jejich pokusu kmeny B. longum subsp.
longum a B. longum subsp. infantis projevily ohledn¢ melezitézy sacharidovou rozmanitost
a poddruh B. longum subsp. suis reagoval negativné. V naSem pokusu reagovalo 28
z celkovych 38 kmenu B. longum subsp. longum pozitivné, 1 z 5 kmend poddruhu B. longum
subsp. infantis a zadny kmen z poddruhd B. longum subsp. suis a B. longum subsp. suillum.
Nas vysledek vysSel v souladu s pokusem Sakaty a kol., tedy ze podle utilizace melezitozy
nelze odlisit B. longum subsp. longum/ B. longum subsp. suis od B. longum subsp. infantis.
Nicméné, pro odliSeni B. longum subsp. infantis se jevi jako mozna schopnost utilizace
fukdzy timto poddruhem (Schwab a kol., 2017).

Ureaza hraje dilezitou roli pfi novorozeneckém vyvoji. Mocovina obsazend v lidském
mléce vyrovnava nedostatek koncentrace bilkovin pro potiebu dusiku nejen pro kojence, ale
i pro stfevni bakterie. Nedavna studie rozdélila poddruh B. longum subsp. suis na dva podtypy
podle schopnosti vyuziti ureazy. Podle této studie je B. longum subsp. suis ureaza pozitivni,
zatimco B. longum subsp. suillum ureaza negativni (Yanokura a kol., 2015). V této praci byly
testovany 3 izolaty poddruhu B. longum subsp. suis, z nichz 2 byly schopny zutilizovat
ureazu. Tvrzeni, ze B. longum subsp. suis utilizuje ureazu, se nepodafilo zcela potvrdit. U
poddruhu B. longum subsp. suillum byl testovan 1 typovy kmen, ktery prokéazal ureazu
negativni. Tento vysledek vySel v souladu s tvrzenim Yanokury a kol. Nicméné v nasem testu
byly zafazeny dva izolaty B. longum subsp. suis izolované z vykali telat na mlécné vyzivé
(Vlkova a kol., 2010; Bune$ova a kol., 2012) a tento kmen nevykazoval uredzovou aktivitu na
rozdil od typového kmene B. longum subsp. suis DSM 20211 a izolatu u afrického kojence 43
ETH. Tudiz ureazova aktivita neni dostateény faktor pro poddruhové rozdéleni na B. longum
subsp. suis a B. longum subsp. suillum. Tato aktivita spiSe odrazi vliv diety hostitele, ze
kterého byl dany kmen izolovan. Ureazovou aktivitu se nam podafilo detekovat u podruht

B. longum subsp. suis, B. longum subsp. longum a B. longum subsp. infantis.

Vysledky této bakalaiské prace prokdzaly tzkou genetickou piibuznost mezi témito
poddruhy a obtiznost rozlisit tyto poddruhy podle jejich sacharidové preference. Nicméné
substratové preference a rozdily testovanych kment poukazuji na jejich plivod a dietni

zvyklosti hostitell.
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8. Zavér

Nékolik védeckych studii prokazalo, Ze 1ze jednotlivé poddruhy B. longum rozlisit podle
schopnosti utilizace nékterych substratil. V této praci se neprokazal mezi poddruhy vyznamny
rozdil v utilizaci substrati, podle néhoz by se dal ur€it konkrétni poddruh, jelikoz kmeny
v ramci jednoho poddruhu projevily u vétSiny substratii sacharidovou rozmanitost. Na zakladé
vysledkii své bakalarské prace tudiz nemohu stanovit pfesnou spojitost mezi jednotlivymi
poddruhy a jejich sacharidovymi vzory.

Pii identifikace poddruht pomoci PCR se podafilo identifikovat a odlisit nékteré izolaty
poddruhu B. longum subsp. longum a B. longum subsp. infantis. Nicméné bylo zjisténo, ze
pouzité primery nejsou plné specifické, jelikoz S nimi pozitivné reagovalo vice poddruhd.
Navic ureazova aktivita byla shledana jako nedostate¢na pro odliseni podruhu B. longum
subsp. suis a B. longum subsp. suillum. Tato aktivita spiSe odrazi pivod kment a dietu

hostitele a potvrzuje stanovenou hypotézu.
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10. Pfilohy

Tabulka ¢. 6 — Vysledky 1. fadku testu ANAERO23

Kmen URE MLZ LAC GAL FRU MLT GLU IND
DSM + + + + + + + -
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TP1

36 ETH
MB 1/2
MB 1/6
MB 1/10 -
MB 2/5 -
MB 2/10 -
MB 3/1 -
MB 5/3 + -
MB 5/9 - -
MB 5/10 - -
MB 6/7 - -
MB 6/8 -
MB 7/4 *

MB 7/5 + -
MB 7/6 * -
MB 10/4 - +
MB 10/8 - +
VB 1/3 + ;
VB 1/7 - -
VB 2/3 - +
VB 3/5 - -
VB 3/9 -
VB 4/3 -
VB 4/5 -
VB 5/7 -
VB 5/10 -
VB 6/1 -
VB 6/12 -
VB 7/6 -
VB 8/1 -
VB 8/8 -
VB 92 -
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Biopron + -
Junior

13w - -
13y - -
47 ETH * +
MP 1 - -
MP 2 -
MP 3 -
MP 4 -
MP 8 -
MP 10 -
DSM - -
28597

022 11 - -
DSM + -
20211

43 ETH + - + + * + + -
DSM - - + + * + + -
20099
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20092
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Vysvétlivky:

(+) - pozitivni reakce, (-) - negativni reakce, (*) — reakce slabé pozitivni po 48 hod.

URE - Ureaza, MLZ — Melezitdéza, LAC — Laktéza, GAL — Galaktoza, FRU — Fruktoza,
MLT — Maltéza, GLU — Glukoza, IND — Indol

Tabulka €. 7 - Vysledky 2. fadku testu ANAERO23

Kmen bGL NAG RHA  MAN TRE SAL SUC NIT
DSM - - - * + * + +
20219

TP1 i i i i i ¥ i
36 ETH - - + + + + + -
MB 1/2 - - * * * * + -
MB 1/6 i i i i i i " i
MB 110 - i - 3 i i " -
MB 2/5 - - * * + + + _
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43ETH - - - - - - + -
DSM - - - - - " + -
20099
DSM - - - - - - + -
20092
BSM8-1 - - - - - - - -
ETH

Vysvétlivky:

(+) - pozitivni reakce, (-) - negativni reakce, (*) — reakce slabé pozitivni po 48 hod.

bGL - B-glukosidaza, NAG - N-acetyl-B-glukosamidaza, RHA — Rhamnoza, MAN — Manitol,
TRE — Trehaléza, SAL — Salicin, SUC — Sachar6za, NIT — Nitraty

Tabulka ¢. 8 - Vysledky 3. fadku testu ANAERO23

. Substrat |

Kmen CON SOR ARA XYL CEL RAF MNS ESL
DSM - - + + - + - -
20219

TP1 - - + + - + + -
36 ETH - + + + + + + -
MB 1/2 - - + + * + + -
MB 1/6 - - + + - + + -
MB 1/10 - - + + - + + -
MB 2/5 - + + + + + + +
MB 2/10 - + + + + + + +
MB 3/1 - - + + - + - -
MB 5/3 - - + + - + + -
MB 5/9 - - + + * + - -
MB 5/10 - - + + * + + -
MB 6/7 - - + + - + +
MB 6/8 - - + + - + - +
MB 7/4 - - + + + + +
MB 7/5 - - + + + + + +
MB 7/6 - - + + + + - +
MB 10/4 - - + + - + - +
MB 10/8 - + + + - + + +
VB 1/3 - - + + - + + -
VB 1/7 - - + + - + * -
VB 2/3 - - + + - + - -
VB 3/5 - - + + - + + +
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Vysvétlivky:

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

(*) — reakce slabé pozitivni po 48 hod.

48




CON — Kontrola ristu, SOR — Sorbitol, ARA — Arabinéza, XYL — Xyloza, CEL — Celobioza,
RAF — Rafindza, MNS — Manoéza, ESL — Eskulin
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